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I  RESUMEN 

El protozoario parásitoGiardia duodenalis es el agente causal de la giardiasis, una de las infecciones 

intestinales más frecuentes a nivel mundial al cual, además, se le asocian complicaciones como el 

“síndrome de mala absorción de nutrimentos” en niños y enfermedades crónicas en adultos. En cuanto 

a los mecanismos de patogenicidad, se han obtenido importantes avances con la ayuda de la 

secuenciación del genoma de este parásito, sin embargo, no hay reportes acerca de su regulación. El 

hierro es un elemento importante para la sobrevivencia de todos los seres vivos incluyendo los parásitos 

protozoarios. Estudios recientes muestran la gran de necesidad de Giardia por el hierro y la relación 

directa de la presencia de esta parasitosis con anemia en niños. En otros protozoarios como 

Trichomonas vaginalis y Entamoeba histolytica se ha reportado que el hierro afecta el crecimiento, los 

mecanismos de patogenicidad y regula la expresión de genes de virulencia; el mecanismo propuesto es 

a nivel postranscripcional de tipo IRE/IRP (Iron responsive Element/Iron regulated Protein). Los IREs 

son estructuras de tallo-burbuja conservadas que se encuentran en las regiones no traducidas (UTR); y 

las IRPs son proteínas citoplasmáticas que interactúan con estas estructuras en condiciones de bajo 

hierro promoviendo o reprimiendo la traducción dependiendo de la localización del IRE. Recientemente, 

un estudio in silico en nuestro laboratorio mostró la presencia de estructuras tallo burbuja en diferentes 

RNAm lo que podría sugerir la presencia del mecanismo IRE/IRP en G. duodenalis. Por lo anterior, el 

objetivo de este proyecto fue determinar el efecto del hierro en el crecimiento del parásito así como la 

presencia del mecanismo IRE/IRP. Para ello, se realizaron cinéticas de crecimiento del parásito en 

diferentes concentraciones de hierro y se determinó la viabilidad celular. Los resultados sugieren que 

las condiciones de bajo hierro afectan el crecimiento del parásito. Para determinar la presencia del 

mecanismo de regulación postranscripcional por hierro, primeramente se realizaron análisis in silico en 

búsqueda de elementos en cis de diferentes grupos de RNAm que codifican para proteínas de 

virulencia, ribosomales, citoesqueleto y metabolismo. Por otra parte, para determinar la presencia de 

elementos en trans, se realizó la búsqueda de la proteína tipo IRP en el proteoma de Giardia utilizando 

como sondas las secuencias aminoacídicas de la IRP de humano y de organismos menos 

evolucionados. De este modo, se encontraron IRE-like en diferentes RNAm así como cuatro secuencias 

similares a la IRP de humano y Plasmodium falciparum lo cual sugiere la presencia de ambos 

elementos que componen el sistema IRE/IRP. Finalmente, mediante ensayos de retardamiento en gel, 

se observó formación de complejos específicos entre los IRE-like del parásito y la IRP de humano. Con 

lo anterior podemos sugerir que el hierro afecta el crecimiento del parásito y posiblemente su virulencia, 
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además se muestran, por primera vez, evidencias de un mecanismo de regulación por hierro en Giardia 

similar al típico IRE/IRP reportado en el ser humano. El conocimiento obtenido puede ayudar a entender 

la patogenia del parásito para apoyar en la generación de nuevos métodos de diagnóstico y blancos 

farmacológicos. 
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ABSTRACT 

The protozoan parasite Giardia duodenalis is the causative agent of giardiasis, one of the most frequent 

intestinal infections worldwide which also is associated to complications as the "malabsorption of 

nutrients syndrome" in children,y chronic diseases in adults. Concerning to the mechanisms of 

pathogenicity, significant advances have been obtained with the genome sequencing of this parasite; 

however, regulation mechanisms have not been reported. Iron is important for the survival of all 

organisms including protozoan parasites. Recent studies show the great necessity of Giardia by iron y 

the direct relationship with the presence of this parasite with anemia in children. In other protozoa such 

as Trichomonas vaginalisy Entamoeba histolytica has been reported that iron affects growth, 

pathogenicity mechanisms and, the expression of virulence genes. The proposed mechanism is at the 

posttranscriptional level, the IRE/IRP (Iron responsive Element/Iron regulated Protein) system. IREs are 

conserved stem-loop structures located in untranslated regions (UTR); IRPs are cytoplasmic proteins 

that interact with these structures in low iron conditions promoting or repressing translation depending on 

the IRE location. Recently, an in silico analysis in our laboratory showed the presence of stem-loop 

structures in different mRNAs that suggest the presence of the IRE/IRP mechanism in G. duodenalis. 

Therefore, the aim of this work was to determine the iron effect on the growth of this parasite y the 

presence of the IRE/IRP mechanism. Hereby, parasite growth kinetics assays were performed at 

different concentrations of iron y cell viability was determined. The results suggest that low iron 

conditions affect parasite growth. To determine the presence of a posttranscriptional mechanism for iron 

regulation, firstly, in silico analyzes were performed to search cis elements of different groups of mRNAs 

encoding virulence, ribosomal, cytoskeleton y metabolism proteins. On the other hand, to determine the 

presence of trans elements, the search of IRP protein was performed in Giardiaproteome using as 

probes the amino acid sequences of human y less evolved organisms. Thus, IREs-like were found in 

different cluster of mRNAs y two IRP-like sequences shared similarity with human y Plasmodium 

falciparum IRPs, which suggests the presence of both elements of the IRE/IRP system. Lastly, using gel 

shifting assays, formation of specific complexes was observed between IREs-like of the parasite y 

human IRP. Hence, we can suggest that iron affect parasite growth y possibly virulence, also is shown, 

for the first time, evidence of iron regulatory mechanism in Giardia similar to the typical IRE/IRP reported 

in humans. This knowledge can help to understythe pathogenesis of the parasite to support the 

generation of new diagnostic methods y pharmacological targets. 
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II INTRODUCCIÓN 

Giardia duodenalis es el agente etiológico causante de la giardiasis, esta infección presenta una 

distribución muy amplia con 10-15% de la población mundial infectada en promedio, siendo una de las 

causas más frecuentes de brotes diarreicos a nivel mundial. Se ha estimado cerca de 1000 millones de 

casos de giardiasis, lo cual da como resultado 2.5 millones de muertes anualmente por enfermedad 

diarreica (WHO, 1998). A nivel mundial se estima que alrededor de 200 millones de personas son 

infectadas anualmente, principalmente en Latino América, Asia y África (Mark-Carew y col, 2013). En 

nuestro país, durante el 2014 la secretaria de Salud ha reportado un total de 40,239 casos de los cuales 

4,611 corresponden al estado de Sinaloa, colocándonos en primer lugar nacional en casos de giardiasis 

(SSA, 2014), de hecho, hasta la semana 19 del presente año se reportan 363 casos por lo que 

continuamos en primer lugar (SSA, 2015). G. duodenalis es de gran interés biológico, ya que ocupa un 

punto de transición evolutiva entre los procariontes y eucariontes. Tiene dos estadios en su ciclo de 

vida; que constan de un trofozoito flagelado y de una forma quística. La infección es iniciada por la 

ingestión de quistes en alimentos o agua contaminada con ellos, seguido por la exquistación y 

colonización del intestino por trofozoitos causando la enfermedad. Algunos trofozoitos después se 

diferencian en quistes, los cuales son expulsados por las heces, completando el ciclo de vida 

(Carpenter y col, 2012; Que y col, 1996). Uno de los aspectos de gran relevancia actual en el estudio de 

Giardia y giardiasis es definir los mecanismos patogénicos de esta infección; siendo el primer paso la 

adhesión del parásito a las células epiteliales del intestino delgado. Así, durante este proceso ocurren 

una serie de eventos que permiten la interacción entre el parásito y las células epiteliales, pero se 

conoce poco sobre las moléculas que se expresan durante esta interacción. Algunas proteasas de tipo 

cisteína son liberadas por el trofozoito (Rascón y McKerrow, 2013; Rodríguez-Fuentes y col, 2006), la 

principal función de las cisteín proteasas es en los procesos de enquistamiento y desenquistamiento 

(Rascón y McKerrow, 2013) pero se necesitan más estudios para entender la patogenia de este 

parásito. Por otro lado, se ha reportado gran necesidad del parásito por el hierro por lo que este catión 

podría formar parte importante en la virulencia (Monajemzadeh y Monajemzadeh, 2008; Al-Mekhlafi y 

col, 2005; Olivares y col, 2004; Suchan y col, 2003) sin embargo,no hay estudios sobre el efecto del 

hierro en su crecimiento y en la modulación de genes o mecanismos de regulación. El hierro es un 

elemento esencial para todos los organismos vivientes, debido a que tanto la deficiencia como la 

sobrecarga de hierro son perjudiciales, su absorción, concentración y estado redox deben ser regulados 

cuidadosamente (Wilkinson y Pantopoulos, 2014; Tandara y Salamunic, 2012; Pantopoulos, 2004; 
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Pérez y col, 2005). La regulación postranscripcional por el sistema IRE/IRP es la más estudiada en el 

humano y se compone de proteínas citoplásmicas reguladoras de hierro (IRPs) que interactúan con 

elementos de respuesta a hierro (IREs), los cuales son estructuras de tallo-burbuja conservadas que se 

encuentran en las regiones no traducidas (UTR) de los RNAm que codifican proteínas relacionadas a la 

homeostasis del hierro. En protozoarios como T vaginalis y E. histolytica se ha reportado que el hierro 

afecta el crecimiento y los mecanismos de patogenicidad (Hernández-Gutiérrez y col,2004; Hernández-

Gutiérrez y col, 2003; Álvarez-Sánchez y col,2000; Lee y col,2008; Park y col,2001) así como la 

expresión de algunos RNAm que codifican proteínas de virulencia (Hernández-Cuevas, 2014; Sánchez-

Cruz y col, 2011; Solano-González y col,2007; León-Sicairos y col,2004; Park y col,2001). En T. 

vaginalis, se ha reportado la presencia de IREs-like (Torres-Romero y Arroyo, 2009; Solano-González y 

col, 2007) así como de una proteína α-actinina que se une a estas estructuras (Calla-Choque y 

col,2014), sin embargo, en G. duodenalis no hay reportes a la fecha sobre este tema. Recientemente, 

en nuestro laboratorio, se analizó el genoma de este protozoario y se encontraron estructuras tallo 

burbuja en algunas regiones no codificantes de diferentes RNAm (Plata-Guzmán, 2013), sin embargo, 

faltan estudios que demuestren la funcionalidad de estas estructuras para sugerir un mecanismo similar 

al IRE/IRP de humano y que además demuestren la relación del hierro con el crecimiento y virulencia 

del parásito. Finalmente, el estudio del sistema de regulación de dicho catión en G. duodenalis, 

ayudaría a entender el proceso evolutivo y la biología del parásito, además de generar conocimientos 

que permitan la prevención y tratamiento de la giardiasis y sus complicaciones. 
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III REVISIÓN DE LITERATURA 

AGiardia duodenalis 

1. Aspectos generales de G. duodenalis 

Las infecciones del tracto gastrointestinal por parásitos protozoarios ocurren a nivel mundial y tienen 

tasas de morbilidad y mortalidad significativas. En este contexto, la giardiasis, causada por G. 

duodenalis es una parasitosis cosmopolita, de alta incidencia en países en vías de desarrollo y se ha 

asociado a brotes epidémicos importantes en Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos de 

Norteamérica (Busatti y col,2013; Lane y Lloyd, 2002). La giardiasis presenta una distribución muy 

amplia con 10-15% de la población mundial infectada en promedio. Su mayor prevalencia se encuentra 

en zonas tropicales y subtropicales, donde afecta hasta el 30% de los adultos (Goyal y col,2013; Said y 

col,2012).  

El creciente interés en el estudio de la giardiasis se explica, entre otras razones, por ser una de las 

causas más frecuentes de brotes diarreicos a nivel mundial. Se ha estimado que hay cerca de 1000 

millones de casos de giardiasis, lo cual da como resultado 2.5 millones de muertes anualmente por 

enfermedad diarreica (WHO, 1998). A nivel mundial se estima que alrededor de 200 millones de 

personas son infectadas anualmente, principalmente en Latino América, Asia y África (Mark-Carew y 

col, 2013). En nuestro país, durante el 2014 la secretaria de Salud ha reportado un total de 40,239 

casos de los cuales 4,611 corresponden al estado de Sinaloa colocándonos en primer lugar nacional en 

casos de giardiasis (SSA, 2014), de hecho, hasta la semana 19 del presente año se reportan 363 casos 

por lo que continuamos en primer lugar (SSA, 2015). 

2. Ciclo Biológico 

Este parásito tiene un ciclo de vida directo simple con dos estadios que permiten su sobrevivencia. La 

entidad patogénica o vegetativa conocida como trofozoito se adhiere a las células del intestino 

ocasionando los síntomas de la giardiasis, en tanto que el quiste constituye la entidad infectiva. Así, 

este parásito presenta dos procesos de diferenciación que se llevan a cabo en el hospedero: el 

desenquistamiento y el enquistamiento. La infección se inicia mediante transmisión directa persona-

persona y oro-fecal por la ingestión de quistes que se encuentran en agua o alimentos contaminados 

con ellos (Rascón y McKerrow, 2013; Carranza y Lujan, 2009; Craun, 1986). 



7 

 

Una vez que el quiste se localiza en el estómago del hospedero se inicia el desenquistamiento 

desencadenado por la actividad de las enzimas hidrolíticas pancreáticas así como por el medio ácido de 

este órgano. Este proceso culmina en el duodeno y finaliza cuando se rompe la pared quística y emerge 

del quiste una masa tetranucleada de protoplasma denominada excizoito (Humen y col,2011; Bernander 

y col,2001). A partir de un quiste se generan cuatro trofozoitos que se adhieren a las microvellosidades 

intestinales del duodeno y se dividen por fisión binaria, colonizando profusamente la mucosa intestinal. 

El enquistamiento se realiza principalmente en el yeyuno, probablemente por la acción de la bilis 

(Rascón y McKerrow, 2013; Bazán-Tejeda y col,2008). Los quistes son expulsados por el huésped y 

permanecen en estado de latencia en el medio ambiente. Debido a las características, particularmente 

de la pared del quiste, puede sobrevivir en el medio externo aún y cuando se presentan variaciones 

drásticas de pH (Argüello-García y col,2002). Asimismo, la eficiencia de la transmisión de Giardia 

depende en forma decisiva de la formación adecuada de esta estructura (Figura 1). 
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Fig 1. Ciclo biológico de G. duodenalis. El parásito G. duodenalis tiene dos estadios en su ciclo de 

vida: trofozoito flagelado y quiste. La infección es iniciada por la ingestión de quistes en alimentos o 

agua contaminada con ellos, seguido por la exquistación y colonización del intestino por trofozoitos 

causando la enfermedad (CDC, 2010). 
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3. Mecanismos de Patogenicidad 

Uno de los aspectos de gran relevancia actual en el estudio de Giardia y giardiasis es definir los 

mecanismos patogénicos de esta infección. La patogénesis de G.duodenalis es un proceso 

multifactorial que comienza con la adhesión del parásito hacia los enterocitos del duodeno. La adhesión 

de los trofozoitos al epitelio intestinal es a través de un disco especializado y es crucial para iniciar la 

colonización, así como para mantener la infección. Las α-giardinas, son proteínas relacionadas a las 

anexinas que son altamente expresadas en Giardia, las cuales están implicadas en la unión del parásito 

a la mucosa intestinal, así como en el montaje y desmontaje del citoesqueleto que marca la transición 

de trofozoitos infecciosos transmisibles a quiste (Yoshida y col,2011). 

Se han propuesto diferentes mecanismos posibles de adhesión de este parásito: A) la fuerza de 

succión generada por debajo del disco ventral por movimientos propulsivos del flagelo ventral; B) 

Procesos mecánicos relacionados con proteínas contráctiles del disco ventral y del fleco ventrolateral 

(Yoshida y col,2011; Peattie, 1990; Crossley y col,1983), y C) Participación de moléculas de superficie 

que permiten la unión del trofozoito a receptores en las células epiteliales del hospedero (Pegado y 

col,1994). Con el propósito de estudiar el fenómeno de adhesión del parásito a células epiteliales se 

han empleado diversos modelos, los cuales han aportado conocimientos en cuanto a los factores que 

participan en la adhesión del parásito a la célula hospedera, pero se conoce poco sobre las moléculas 

que se expresan durante esta interacción y que pueden jugar un papel importante en el establecimiento 

del parásito.  

Hay pocos estudios acerca de cómo Giardia causa la enfermedad; sin embargo la idea más aceptada 

es que la sintomatología ocasionada es debida a un acortamiento del borde en cepillo de las 

microvellosidades del epitelio, la cual representa un factor clave en la producción de las enfermedades 

diarreicas a través de malabsorción y mala digestión (Danquah y col,2014; Halliez y Buret., 2013; 

Chávez y col,1986; Gillon, 1984). 

Estudios previos, en los cuales se han utilizado parásitos de pacientes con sintomatología de giardiasis, 

han establecido que Giardia causa un fenómeno de malabsorción de glucosa, sodio y agua, así como 

una reducción en la actividad de la disacaridasa debido a la pérdida de la superficie absorbente del 

epitelio intestinal (Halliez y Buret., 2013; Cotton y col,2011; Gascón, 2006; Müller, 2005; Buret y 

col,2002). Además, debido a este fenómeno de malabsorción, se observa una hipersecreción de cloro y 

electrolitos que provoca acumulación de fluidos en el lumen de intestino durante la infección crónica 
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(Cotton y col,2011; Troeger y col,2007). Asimismo, se ha descrito la reducción y distorsión del borde de 

las microvellosidades, aumento en el índice mitótico de las células de las criptas epiteliales, 

interferencia en el metabolismo de sales y ácidos biliares (Halliday y col,1988). 

Se ha observado también secreción de moco como producto de la irritación que produce la presencia 

de los trofozoitos en la pared del epitelio intestinal lo que produce una respuesta inflamatoria. 

Recientemente se confirmó que las lesiones del borde en cepillo y las deficiencias de disacaridasa en 

pacientes con giardiasis son dependientes de la presencia de linfocitos CD8+ (Halliez y Buret, 2013; 

Scott y col,2004) y que un número incrementado de linfocitos intraepiteliales están íntimamente 

relacionados con el proceso de malabsorción durante la infección por Giardia(Gascón, 2006; Müller, 

2005; Buret y col,2002). Aunado a esto, se ha observado que los trofozoitos de G. duodenalis son 

capaces de alterar la barrera epitelial incrementando la permeabilidad de los enterocitos principalmente 

a través de la ruptura de las uniones estrechas, producir modificaciones en el citoesqueleto de las 

células epiteliales, así como la inducción de la apoptosis de dichas células (Buret, 2007; Troeger y 

col,2007). 

Se ha planteado que el principal mecanismo por el cual los trofozoitos de Giardia son capaces de 

inducir un daño citotóxico es a través de la liberación de proteinasas, lectinas e incluso se ha propuesto 

la presencia de una “enterotoxina” de 58 kDa que es secretada y en conjunto son responsables directos 

del daño ocasionado en el borde de las microvellosidades (Humen y col,2011; Shant y col,2004; Kaur y 

col,2001). 

Algunas proteasas de tipo cisteína son liberadas por el trofozoito (Rascón y McKerrow, 2013; 

Rodríguez-Fuentes y col,2006), la principal función de las cisteín proteasas se encuentra en los 

procesos de enquistamiento y desenquistamiento (Rascón y McKerrow, 2013). El transcrito de la cisteín 

proteasa 2 (CP2) se sobreexpresa en las etapas vegetativa y de enquistamiento de los trofozoítos. La 

CP2 participa en la degradación de proteínas de la pared quistíca y se encuentra co-localizada en 

vesículas especifícas para el enquistamiento; dichas vesículas contienen los materiales precursores 

necesarios para la formación de la pared del quiste (Rascón y McKerrow, 2013; Dubois y col,2008). La 

actividad atribuida a otras proteasas se ha observado en cultivos de G. duodenalis (Rascón y 

McKerrow, 2013; de Carvalho y col,2008; Rodrígez-Fuentes y col,2006; Coradi y col,2006; Williams y 

col, 1995) e independientemente del análisis del genoma se ha confirmado la presencia de serina, 

treonina, metalo, aspártico y aminopeptidasas. Sin embargo, sólo dos proteasas han sido 

caracterizadas parcialmente en Giardia; la dipeptidil peptidasa IV (DPP IV) (Rascón y McKerrow, 2013; 
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Touz y col,2002).y la proproteína convertasa subtilisina (GSPC) (Rascón Jr y McKerrow, 2013; Davids y 

col,2011), ambas son proteasas de serina que se encuentran implicadas en los procesos de 

enquistamiento (DPP IV y GSPC) y desenquistamiento (GSPC). 

4. Aspectos moleculares de G. duodenalis 

Giardia, al igual que los otros organismos amitocondriados, como T. vaginalis y E. histolytica, recibe 

gran interés debido a su infectividad. Aunque las posiciones evolutivas exactas de estos protozoarios 

permanece incierta, existen evidencias considerables que los ubican en una posición muy cercana en la 

evolución (Vanacova y col,2003).  

Recientemente, se obtuvo el borrador de la secuencia del genoma de Giardia el cual tiene un tamaño 

aproximado de 12 Mbp (Franzén y col,2013; Jex y col,2013). El trofozoito de Giardia es inusual ya que 

contiene dos núcleos de igual tamaño y morfológicamente indistinguibles. Estos dos núcleos contienen 

la misma cantidad de DNA y ambos son transcripcionalmente activos. Los trofozoitos parecen ser tetra 

haploides con el DNA arreglado en cinco cromosomas. El contenido de G+C es de 42-49% (Vanacova y 

col,2003; Prucca y Lujan, 2009). 

Las regiones promotoras de este parásito parecen ser muy compactas y sus regiones intergénicas son 

muy cortas (a veces menos que 250 pb). Este parásito contiene las regiones no traducidas más cortas 

reportadas (1-6 nt). Sin embargo, estas regiones poseen todos los elementos requeridos para la 

regulación transcripcional, los cuales son ricos en A+T. El elemento iniciador de este parásito consta de 

8-11 nt (ATTAAAA en la posición -30), con sus variantes. Una A en el medio de la secuencia rica en A-T 

podría ser el mejor sitio de inicio de la transcripción (Tolba y col, 2013). Resulta interesante saber cómo 

Giardiaregula sus genes debido a la aparente limitada secuencia de sus regiones promotoras. Los 

genes de Giardia no poseen estructura cap en su 5´-UTR por lo que se sugiere que una secuencia corta 

de 6 nt podría actuar como sitio de anclaje de los ribosomas para la síntesis de proteínas. Por otra 

parte, la posible señal de poliadenilación se encuentra 20-30 nt río debajo de codón de paro 

(AGTPuAApy) (Vanacova y col,2003). A la fecha poco se sabe sobre la regulación de este parásito aún 

cuando se tiene casi completa la secuencia de su genoma. 

5. Metabolismo 

Dado que el duodeno es el primer punto de absorción de los alimentos, esto por ser la región inmediata 

al estómago y recibir enzimas del páncreas y bilis del hígado, se postula que la predilección de los 

trofozoitos de Giardia por esta región sugiere que requieren una alta concentración de nutrientes para 
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su supervivencia y proliferación, especialmente los que el parásito no es capaz de sintetizar de novo 

(Yichoy y col,2011; Hernández y col,2007; Das y col,2002). 

En ausencia completa de oxígeno, los trofozoitos de G. duodenalis metabolizan la glucosa hasta etanol 

o alanina, mientras que a concentraciones sub-tóxicas de oxígeno, los productos finales son CO2 y 

acetato. 

El metabolismo energético de G. duodenalis está ligado al metabolismo de algunos aminoácidos, entre 

los que se encuentran la Arginina, que constituye su principal fuente de energía, y la Alanina, producto 

final del metabolismo en su ambiente natural. Los trofozoitos poseen un mecanismo de transporte para 

captar la Alanina, a pesar de que pueden producirla desde piruvato, mediante la enzima alanin amino-

transferasa (Humen y col,2011; Ringqvist y col,2008). 

En lo que se refiere a los lípidos, los trofozoitos de Giardia requieren de lípidos y sales presente en la 

bilis, como son el colesterol, fosfatidilcolina, glicolato y glicoldesoxicolato, importantes para su 

mantenimiento y crecimiento en cultivos axénicos (Humen y col,2011; Yichoy y col,2011). También se 

ha demostrado que este parásito es capaz de incorporar ácido palmítico y en menor proporción ácido 

araquidónico, así como ácidos grasos en forma de fosfolípidos, tanto mediante deacilación como vía 

reacilación. Incluso se ha propuesto un modelo en como Giardia presenta toda una vía desde la entrada 

de los lípidos hasta su utilización a través de la remodelación de fosfolípidos (Humen y col,2011). 

Se ha observado que Giardianecesita para su crecimiento de un gran número de nutrientes y 

metabolitos preformados como carbohidratos, aminoácidos, purinas, pirimidinas, ácidos grasos y 

esteroles, esto se debe a que carecen de citocromos y de las rutas metabólicas principales como la de 

los ácidos tricarboxilicos y de la fosforilación oxidativa por la carencia de mitocondrias. Sin embargo se 

ha reportado la presencia de unas estructuras llamadas mitosomas que podrían llevar a cabo una 

función ancestral de las mitocondrias ya que se han encontrado proteínas que realizan transporte de 

electrones y una enzima tipo piruvato ferrefoxina oxidorreductasa (PFO) (Dolezal y col,2005; Tovar y 

col, 2003; Townson y col,1996). 

La proteínas que se han localizado en los mitosomas son principalmente proteínas involucradas en 

reacciones oxido-reducción a través de grupos hierro-azufre y proteínas involucradas en la formación 

precisamente de estos grupos hierro-azufre, como la ferredoxina que junto con la PFO se encargan de 

activar a los derivados de nitroimidazol, que son los antiparasitarios más utilizados contra Giardia 

duodenalis. 
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6. Metabolismo del hierro 

Todos los organismos vivos, desde el más primitivo hasta el más complejo, requieren de hierro para una 

amplia variedad de funciones biológicas: procesos de óxido-reducción, en la respiración celular, síntesis 

de DNA y como transportador de electrones, entre otras. Sin embargo, debido al elevado potencial 

redox del hierro, junto a su facilidad para promover la formación de compuestos tóxicos reactivos los 

cuales causan daño oxidativo tanto en proteínas como en ácidos nucleicos, determinan que el 

metabolismo del hierro se debe controlar por un sistema regulador estricto (Shiflett y Johnson, 2010; 

Jedelsky y col,2011; Tandara y Salamunic, 2012; Wilkinson y Pantopoulos, 2014)  

En vertebrados el contenido total de hierro en los humanos es regulado a través del proceso de 

absorción intestinal. El proceso tiene lugar en la membrana apical de los enterocitos del duodeno y 

parte inicial del yeyuno. El hierro contenido en la dieta se encuentra principalmente como hierro férrico 

(Fe3+) o como hierro hemo. El hierro férrico forma fácilmente complejos insolubles y para su absorción 

debe ser previamente reducido a ferroso por una reductasa situada en la membrana apical del 

enterocito que recibe el nombre de Dcytb (citocromo b duodenal). Ya como Fe2+ puede ser transportado 

hacia el interior de la célula por el transportador de metales divalentes (DMT1 o Nramp2). El hierro 

hemo presente en la dieta se absorbe directamente a través de un transportador no identificado, pero 

donde se ha visto la participación de un transportador de folatos (PCTF) (Inoue y col, 2008; Makai y 

col,2007; Qui y col,2006).  

7. Efecto del hierro en protozoarios 

Se ha reportado que el hierro es un catión esencial para los seres vivos y en protozoarios se ha 

relacionado con los mecanismos de patogenicidad; por ejemplo, los mecanismos de adhesión y 

citotoxicidad de T. vaginalis y E. histolytica se ven aumentados en condiciones de alto hierro 

(Hernández-Gutiérrez y col,2004; 2003; Álvarez- Sánchez y col,2001; Lehker y col,1991; Lee y col,2008; 

Park y col,2001). 

En T. vaginalis, se ha reportado que el hierro modula negativamente algunas cisteín proteinasas, ya que 

a concentraciones altas de hierro en el medio de cultivo se reduce la actividad y expresión de superficie 

de estas CPs (Hernández-Gutiérrez y col,2003; Hernández-Gutiérrez y col,2004; Álvarez-Sánchez y 

col,2000). En E. histolytica, mediante ensayos de “Northern blot” utilizando parásitos crecidos en 

condiciones normales y de bajo hierro, se observó regulación negativa por hierro de seis diferentes 

proteinasas de tipo cisteína (CP1, CP2, CP3, CP4, CP5 y CP6) (Park y col, 2001). Por otra parte, Lee y 
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col, (2008) reportaron que el hierro es un factor importante en la adherencia y citotoxicidad de E. 

histolytica a las monocapas de células CHO (células de ovario de hámster chino). Estos estudios 

mostraron que la ausencia de hierro en el medio afecta el crecimiento de los parásitos, pero que una 

concentración elevada de este catión no afecta dicho crecimiento. Sin embargo, la capacidad adhesiva 

y citotóxica de las amibas aumenta en altas concentraciones de hierro (285 µM) (Lee y col,2008). Por 

otro lado, Cruz-Castañeda y Olivares-Trejo identificaron una proteína de 45 kDa, Ehhmbp45, que se 

une a hemoglobina como fuente de hierro y encontraron que los niveles de RNAm son regulados 

negativamente por hierro (Cruz-Castañeda y Olivares-Trejo, 2008). Sin embargo, los mecanismos por 

los cuales ocurre esta modulación son poco estudiados a la fecha. En G. duodenalis, la gran necesidad 

por hierro se refleja en la anemia causada sobre todo en niños con giardiasis (Bartelt y col, 2013), 

donde después del tratamiento con metronidazol se observa aumento de hemoglobina en la sangre 

(Monajemzadeh y Monajemzadeh, 2008; Olivares y col, 2004) por lo que la presencia de Giardia en 

niños está estrechamente relacionada con malnutrición y se ha considerado un predictor de dicha 

condición (Bartelt y col, 2013; Al-Mekhlafiy col, 2005). A pesar de ello, la modulación por hierro en este 

protozoario ha sido menos estudiada. 

B  Homeostasis del hierro en las células 

El hierro es un elemento esencial para todos los organismos vivientes. En soluciones acuosas, el hierro 

puede encontrarse en dos estados de oxidación estables: Fe2+ (ferroso) y Fe3+ (férrico). Esta propiedad 

le permite participar en reacciones que abarcan gran parte de la bioquímica de la célula, incluyendo 

aquéllas que controlan el flujo de electrones a través de rutas bioenergéticas, la síntesis de DNA y el 

aporte de oxígeno a los tejidos. La deficiencia del hierro en la célula afecta su crecimiento y lleva a la 

muerte celular. Sin embargo, el exceso de hierro libre también es tóxico para la célula. Esta toxicidad se 

debe a la habilidad del hierro libre de generar especies reactivas de oxígeno. Dado que tanto la 

deficiencia como la sobrecarga de hierro son perjudiciales, su absorción, concentración y estado redox 

deben ser regulados cuidadosamente (Wilkinson y Pantopoulos, 2014; Tandara andSalamunic, 2012; 

Pérez y col, 2005; Pantopoulos, 2004). 

En procariontes, la regulación por hierro se da principalmente por la proteína represora Fur la cual 

regula los genes que están involucrados en la captación de hierro y la biosíntesis de sideróforos 

(queladores específicos para Fe3+) en repuesta al nivel de hierro en la célula. La secuencia que 

reconoce Fur es GATAATGATAATCATTATC conocida como caja Fur (Hantke, 2001). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Al-Mekhlafi%20MS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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En eucariontes, el hierro se encuentra formando parte de dos compartimientos: uno funcional y otro de 

depósito. El transporte de hierro unido a la transferrina facilita el intercambio de metal entre ambos 

compartimientos. El exceso de hierro se deposita intracelularmente asociado a ferritina (Rouault y 

Harford, 2000; Ponka y col, 1998; Hentze y Kuhn, 1996). Por otra parte, transferrina se une al receptor 

de transferrina y este complejo es endocitado y acidificado por una bomba de protones en el endosoma 

temprano por lo que se afecta la conformación del complejo transferrina/receptor de transferrina para 

liberar el hierro (Aisen y col, 1980). Las proteínas que participan en la captura, almacenamiento, 

utilización y transporte de este metal deben ser reguladas coordinadamente. Las señales y mecanismos 

regulatorios que orquestan su secreción involucran la modulación de la transcripción, estabilidad del 

RNAm, traducción y modificaciones postraduccionales (Pérez y col, 2005; Hentze y col, 2004).  

C  El sistema tipo IRE/IRP 

La regulación postranscripcional por el sistema IRE/IRP es la más estudiada. Las proteínas 

citoplásmicas reguladoras de hierro, IRP-1 e IRP-2, interactúan con elementos de respuesta a hierro 

(IREs), los cuales son estructuras de tallo-burbuja conservadas que se encuentran en las regiones no 

traducidas (UTR) de los RNAm que codifican proteínas relacionadas a la homeostasis del hierro 

(Selezneva y col, 2013; Goforth y col, 2010). Un solo IRE localizado en el extremo 5´-UTR del RNAm de 

ferritina es reconocido por la proteína IRP y este complejo IRE/IRP inhibe su traducción (Muckenthaler y 

col, 1998). El segundo tipo de regulación ocurre cuando el IRE está localizado en el extremo 3´-UTR del 

RNAm. El receptor de transferrina, por ejemplo, posee cinco estructuras IREs en esta región y sirven 

para estabilizar el RNAm cuando se une la IRP (Hentze y Kuhn, 1996). Los IREs son estructuralmente 

similares. Los IREs canónicos tienen 31-nt de los cuales seis forman una burbuja con la secuencia 

consenso 5´-CAGUGN-3´, un tallo de cinco bases apareadas, una pequeña asa o protuberancia 

asimétrica con una citocina no apareada en la hebra 5´ y un tallo adicional de longitud variable (Hentze 

y Kuhn, 1996). 

El almacén de hierro celular regula la unión de las proteínas IRP-1 e IRP-2 por mecanismos distintos 

(Henderson y Kuhn, 1995). Cuando los niveles de hierro son altos, un grupo 4Fe-4S de la IRP-1 se 

ensambla y se inhibe la actividad de unión al IRE por lo que se convierte en aconitasa (Haile, 1992; 

Haile y col, 1992). Cuando los niveles de hierro celular son bajos, la IRP-1 se une al IRE, por lo que la 

IRP-1 actúa como una proteína bifuncional (Figura 2) (Selezneva y col, 2013; Goforth y col, 2010; 

Brazzalotto y col, 2002; Gegout y col, 1999; Pantopoulos y col, 1996). La IRP-2 posee el 62% de 
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homología con la IRP-1 pero, a diferencia de ella, no posee el grupo Fe-S y no tiene actividad de 

aconitasa. La IRP-2 tiene la capacidad de unirse con elevada afinidad a secuencias IRE en condiciones 

de bajo hierro, pero en alto hierro se degrada vía proteasoma (Hentze y Kuhn, 1996; Iwai y col, 1995). 

La IRP-2 contiene una inserción de 73 aminoácidos ricos en prolina y cisteína en el extremo amino-

terminal que se ha involucrado en la detección de hierro y en la degradación mediada por proteosoma 

(Guo y col, 1995). 
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Fig 2. Sistema de Regulación IRE/IRP. Proteínas involucradas en el almacenamiento de hierro 

(Hentze y col, 2004). 
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D  RNAm con estructuras IREs 

Otros RNAm eucariontes que contienen IREs en su 3´-UTR son: DMT1 (transportador de metales), 

CDC14A (que participa en la división celular) y MRCKα  (cinasa de unión a Cdc42) los cuales no han 

sido bien estudiados (Leipuviene y Theil, 2007). Y aquellos RNAm de eucariontes primitivos son: tvcp12 

(cisteína proteinasa del parásito protozoario Trichomonas vaginalis) (León-Sicairos y col, 2015, en 

revisión) y en algunos que codifican para proteínas hipotéticas del parásito protozoario P. falciparum 

(Militello y col, 2004; Loyevsky y col, 2003). En cuanto a los RNAm que contienen IREs en su 5´-UTR se 

encuentran ACO2/acon (aconitasa mitocondrial), ferroportina, Subunidad  de la succinato 

deshidrogenada, ALAS2/ALASE/ASB (5´-aminolevulínico ácido sintetasa) y EPAS1/HIF-1α (dominio 

endotelial PAS, inducible en hipoxia) (Leipuviene y Theil, 2007). En eucariontes primitivos, tvcp4 

(cisteína proteinasa 4 de T. vaginalis) (Solano-González y col, 2007), como se muestra en la Figura 3. 

Todos estos RNAm codifican proteínas que participan en el metabolismo del hierro o en la virulencia. 

Además, se encuentra relación estrecha entre algunos polimorfismos de estos genes con enfermedades 

importantes como anemia, cáncer, diabetes, enfermedades infecciosas y deficiencias del sistema 

inmune (Malquori y col, 2008; Leipuviene y Theil, 2007; Good y col,1988). Sin embargo, en el parásito 

protozoario G. duodenalis no se han realizado estudios que sugieran la presencia de un mecanismo tipo 

IRE/IRP aún cuando evolutivamente es un microorganismo muy relacionado con T. vaginalis y P. 

falciparum en los cuales recientemente se ha reportado la presencia de este mecanismo de regulación 

por hierro. En nuestro laboratorio hemos realizado análisis preliminares donde se han encontrado 

estructuras tallo-burbuja en RNAm, sin embargo, faltan estudios para demostrar que estas estructuras 

son estables y funcionales, lo que sugeriría un mecanismo de regulación postranscipcional por hierro 

tipo IRE/IRP en este protozoario. Por otro lado, aunque ha sido poco estudiado, el hierro forma parte 

importante en el crecimiento y virulencia de Giardia, la gran necesidad del parásito por dicho catión se 

refleja en la anemia causada sobre todo en niños con giardiasis (Bartelt y col, 2013), donde, después 

del tratamiento con metronidazol se observa aumento de hemoglobina en la sangre (Monajemzadeh y 

Monajemzadeh, 2008; Olivares y col, 2004) por lo que la presencia deGiardia en niños está 

estrechamente relacionada con malnutrición y se ha considerado un marcador de dicha condición 

(Bartelt y col, 2013; Al-Mekhlafi y col, 2005). 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Good%20MF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Fig 3. Elementos de Respuesta al Hierro (IREs). Estructuras tallo burbuja de RNAm de eucariontes 

superiores; Ferritina, Tfr, mACO, eALAS, Ferroportina, DMT1, MRCK y Cdc14A son genes de humano y 

SD es gen de Drosophila melanogaster. Tomado de Piccinelli y Tore, 2007. 
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IV JUSTIFICACIÓN 

La presencia de G. duodenalis en niños está estrechamente relacionada con malnutrición reflejando una 

necesidad de hierro por este parásito de importancia clínica. A pesar de ello, no se cuenta con estudios 

acerca del efecto del hierro en el crecimiento y patogenicidad del parásito, mucho menos acerca de la 

modulación de sus genes. Estudios preliminares de nuestro equipo de trabajo muestran la presencia de 

estructuras tallo-burbuja en diferentes RNAm, sin embargo faltan estudios para demostrar que estas 

estructuras son estables y funcionales, lo que sugeriría un mecanismo de regulación postranscipcional 

por hierro tipo IRE/IRP en este protozoario. El estudio de la regulación por hierro, ayudaría a entender el 

proceso evolutivo y la biología de este parásito, además de obtener conocimientos que permitan apoyar 

la prevención y tratamiento de la giardiasis. Así mismo G. duodenalis representa un modelo de estudio 

interesante para demostrar la presencia del mecanismo IRE/IRP en su forma más primitiva.  
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VHIPÓTESIS 

El hierro afecta el crecimiento de G. duodenalis al igual que sucede con otros protozoarios patógenos 

evolutivamente cercanos y por lo tanto presenta un mecanismo de adquisición y regulación del hierro 

similar al de eucariontes superiores. 
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VIOBJETIVOS 

 

A  OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto del hierro sobre el crecimiento de G. duodenalis, así como la presencia de un 

mecanismo de regulación postranscripcional. 

 

B  OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar el efecto del hierro sobre el crecimiento de G. duodenalis. 

2. Investigar la presencia de estructuras tallo-burbuja en RNAm de G. duodenalis. 

3. Investigar la presencia de la proteína IRP en el proteoma de G. duodenalis. 

4. Determinar la formación de complejos ribonucleoproteicos entre RNAm de G. duodenalis y la proteína 

reguladora de hierro de humano. 
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VIIMATERIALES Y MÉTODOS 

A  Cultivos de G. duodenalis 

El aislado WB de G. duodenalis fue donada gentilmente por la Dra. Guadalupe Ortega Pierres del 

departamento de Genética y Biología Molecular del CINVESTAV-IPN y Dr. Héctor Samuel López 

Moreno de nuestra Facultad. El cultivo se realizó en medio TYI-S-33 enriquecido con suero fetal bovino 

al 10%, bilis 1 g/L, pH de 7.0, 50 µg/mL de gentamicina y se filtró con membrana de 0.45µm. Al medio 

de cultivo se le añadió citrato de amonio férrico (sigma) a una concentración de 110 µM para obtener 

las condiciones de alto hierro, y resina quelex para las condiciones de bajo hierro (7.7 μM) previo al 

inóculo de los parásitos crecidos en condiciones normales. Las giardias fueron cosechadas en tubos 

falcom de 15 mL con medio nuevo por enfriamiento a 4°C, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min 

(Bagchi, 2012), posteriormente se decantó el sobrenadante, luego la pastilla se resuspendió en 1.5 mL 

de suero fetal bovino; se homogenizó y se resuspendió en 13.5 mL de medio nuevo, finalmente se 

incubó a 37 °C por 24 h (Tasca y col, 2005). El cultivo se observó periódicamente en un microscopio 

invertido (Leica) para verificar su crecimiento y descartar contaminación, al llegar a su fase logarítmica 

los trofozoitos fueron decantados en tubos falcom de 15 mL, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min 

a 4°C posteriormente se decantó el sobrenadante, luego la pastilla se procesó de acuerdo a los 

ensayos necesarios o se resuspendió en 90% de suero fetal bovino y 10% de DMSO para su 

almacenamiento a -70 °C y uso posterior (Bagchi, 2012). 

B  Cinética para medición del crecimiento de G. duodenalis en diferentes concentraciones de hierro 

Para la medición del crecimiento del protozoario G. duodenalis, se partió del medio de cultivo TYI-S-33 

en condiciones normales de hierro (55 μM) el cual fue descrito anteriormente. Para obtener las 

condiciones de alto hierro, al medio de cultivo se le añadió citrato de amonio férrico a una concentración 

de 110 µM y para las condiciones de bajo hierro (7.7 μM) se adicionaron 1.25 g de la resina quelex 

dejándose en agitación en un ambiente frío (4 C) durante 16 h. Para la realización de la cinética de 

crecimiento 4.9 x 106 trofozoitos crecidos en condiciones normales se inocularon en las diferentes 

condiciones de hierro y se incubaron a 37 °C para obtener los tiempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 168 h, 

transcurrido el tiempo los cultivos con las diferentes condiciones de hierro se centrifugaron en tubos 

falcom de 15 mL a 1500 rpm, 4 °C durante 5 min, a la pastilla se le realizó un lavado con PBS 1X, se 

homogenizó y se colocaron 10 μL en la cámara de Neubauer para realizar el conteo de trofozoitos. De 

igual manera se preparó una dilución 1:10 con azul de tripano y se añadieron 10 μL en la cámara de 
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Neubauer para corroborar la viabilidad de G. duodenalis. El conteo, viabilidad y morfología del parásito 

se observaron en un microscopio invertido (Leica). 

C Análisis bioinformático del genoma del parásito G. duodenalis 

1. Búsqueda de estructuras tallo-burbuja en RNAm´s de G. duodenalis 

Se utilizó la base de datos de la secuencia del genoma de G. duodenalis (www.giardiadb.org), se 

tomaron las secuencias que codifican proteínas de virulencia, del citoesqueleto, proteínas ribosomales y 

del metabolismo. Los extremos de las secuencias se delimitaron de la siguiente manera. Para la región 

5´UTR se delimitó de acuerdo a lo reportado por Knodler y col, 1999; Elmendorf y col, 2000 donde 

proponen regiones ricas de A/T como iniciadores de la transcripción. Una A en el medio de la secuencia 

rica en A/T podría ser el mejor sitio de inicio de la transcripción (Tolba y col, 2013). En la región 3´UTR 

se buscó la señal consenso poliA AGTPuAA (Peattie y col, 1989), la cual es levemente degenerada en 

las posiciones 1, 2 y 3 al igual que la señal ATGGAA ubicada de 9-13 pb río arriba de donde se lleva a 

cabo la poliadenilación (Que y col, 1996). Una vez delimitadas las secuencias, las estructuras 

secundarias se analizaron mediante el programa mfold de Zuker (Zuker y col, 2003) en busca de 

estructuras tallo-burbuja.  

2. Búsqueda de la proteína IRP en el proteoma de G. duodenalis 

Mediante análisis in silico se buscó el ortólogo IRP en el genoma de Giardia(ww.giardiadb.org) 

utilizando como sonda las secuencias de las IRPs: proteína citoplasmática reguladora de hierro 1 

(Homo sapiens), proteína citoplasmática reguladora de hierro 2 (Homo sapiens), proteína reguladora de 

hierro (Anopheles gambiae), proteína reguladora de hierro 1A (Drosophila melanogaster), proteína 

reguladora de hierro 1B (Drosophila melanogaster), proteína reguladora de hierro (Plasmodium 

falciparum), obtenidas del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) que codifican para proteínas tipo IRP de 

humano y de otros organismos (Cuadro 1). Por último dichas secuencias se utilizaron para realizar 

alineamientos múltiples en el programa bioinformático Biology Workbench (www.workbench.sdsc.edu). 

  

http://www.giardiadb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Cuadro 1.- Secuencias de proteínas IRP utilizadas para buscar al ortólogo de IRP en el proteoma de G. 
duodenalis 

Proteína Númerode Acceso 

Proteína citoplasmática reguladora de hierro 1 (Homo sapiens) NP_002188.1 

Proteína citoplasmática reguladora de hierro 2 (Homo sapiens) NP_004127.1 

Proteína reguladora de hierro (Anopheles gambiae) CAA04136.1 

Proteína reguladora de hierro 1A (Drosophila melanogaster) CAA11211.1 

Proteína reguladora de hierro 1B (Drosophila melanogaster) CAA11212.1 

Proteína reguladora de hierro (Plasmodium falciparum) CAB41452.1 
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D  Plásmidos pSPT-Fer y pGEX-hIRP-1 

Los plásmidos pSPT-Fer y pGEX-hIRP-1 (Kaldy y col, 1999), fueron amablemente donados por el Dr. 

Kuhn (Institut Suisse Recherches Esperimentales sur le Cáncer, Switzerland) a nuestro grupo de 

investigación. Las características de cada plásmido son las siguientes: pSPT-Fer contiene 28 pb de la 

región 5´UTR de ferritina de humano (bases de la 31 a la 58) y el pGEX-hIRP-1 contiene 3498 pb del 

DNAc completo de la IRP-1 de placenta humana (Cuadro 2). El plásmido pSPT-Fer linearizado con 

BamHI se purificó mediante QIAquick (Gel Extraction Kit) y se realizó la transcripción in vitro para el 

ensayo de retardo. 
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Cuadro 2. Características de los plásmidos que contienen el gen que codifica para la IRP-1 y el IRE de 

ferritina de humano 

PLÁSMIDO VECTOR CARACTERÍSTICAS 

pGEX-hIRP-1* pGEX-2T (4900 pb) 3498 pb del cDNA completo de 

la IRP-1 de placenta humana 

pSPTfer* pSPT-18 (3104 pb) 28 pb de la región 5’ no 

traducida de la ferritina    

(bases 31 a la 58) 

* Plásmidos donados amablemente por el Dr.Kuhn (Institut Suisse de Recherches Esperimentales Sur 
le Cáncer, Switzerland). 
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E  Diseño de oligonucleótidos específicos y amplificación por PCR de las secuencias de interés 

Una vez identificadas las estructuras tallo-burbuja en las regiones no traducidas de diferentes RNAm, se 

diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar por PCR dichas secuencias (Cuadro 3). Los 

oligonucleótidos contienen la secuencia de unión de la T7 RNA polimerasa para los ensayos de 

transcripción in vitro. El DNA utilizado para la transcripción in vitro fue el plásmido pSPT-fer que 

contiene al elemento tallo-burbuja (IRE) de ferritina del ser humano (IRE-fer) línearizado con BamHI el 

cual es nuestro control positivo. Además, utilizamos los amplicones; Catepsina L11 y RPL13, 

correspondientes a las estructuras tallo-burbuja encontradas en las 5´ ó 3´-UTR en los RNAm 

analizados de G. duodenalis.La reacción de cadena de la polimerasa se realizó como indica la casa 

comercial (Invitrogen), se añadieron 12 µL de Buffer 10X, 2.4 µL de DNTP’s, 3.6 µL de MgCl2,2µL de 

los oligonucleótidos (1 µg/ µL), 0.5 µL de la enzima Taq polimerasa y 97.5 µL de H2O inyectable; para 

un volumen final de reacción de 120 µL. La temperatura de alineamiento para Catepsina L11 es de 82.6 

°C y de la RPL13 es de 67.1 °C. Las condiciones para la PCR fueron: temperatura inicial 95°C por 5 

min, desnaturalización 95° por 1 min, se utilizó un gradiente de 67-87°C como temperatura de 

alineamiento, para la extensión 72°C por 2 min y para la extensión final 72°C por 5 min, durante 30 

ciclos. Los amplicones se analizaron en un gel de agarosa al 3%, en amortiguador de corrida TAE 1X a 

80 V por 50 min, teñido con 0.5 µL de Gel Red (BIOTIUM). 

  



29 

 

 

 

 
 
 
 
Cuadro 3. Secuencia de Oligonucleótidos específicos de IREs-like en RNAm´s de G. duodenalis. 

Oligonucleótidos Secuencia (5’- 3’) 

Catepsina L11 sentido 
TAATACGACTCACTATAGGGGTGTCGATGCTTTGTGCCACAA
CAATCTTTTGGCT 

Catepsina L11 antisentido 
AGCCAAAAGATTGTTGTGGCACAAAGCATCGACA 

RPL13 sentido 
TAATACGACTCACTATAGGGTTATAATGGCAAGTTATGCTTCT
TTTATAT 

RPL13 antisentido 
ATATAAAAGAAGCATAACTTGCCATTATAA 

Se muestra la secuencia del promotor T7 en negritas y subrayado. 
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F  Transcripción in vitro de secuencias tallo-burbuja 

El DNA utilizado para la transcripción in vitro fue el plásmido pSPT-fer que contiene al elemento tallo-

burbuja (IRE) de ferritina de humano (IRE-fer) linearizado con BamHI el cual es nuestro control positivo. 

Además, utilizamos los amplicones; Catepsina L11 y RPL13 correspondientes a las estructuras tallo-

burbuja encontradas en las 5´ ó 3´ UTR en los RNAm analizados de G. duodenalis. La reacción de 

transcripción se realizó como indica la casa comercial (AMBION®),se tomaron 8 µL del DNA, se le 

adicionó 2 µL de amortiguador de transcripción a una concentración final de 10X más una mezcla de 

los nucleótidos ATP, CTP, GTP y UTP, además 2 µL de RNA polimerasa T7, la mezcla se incubó 3 h a 

37 oC.Después, se agregaron 1 µL de DNAsa y la mezcla se incubó durante 20 min a 37 

oC.Posteriormente, se le agregaron a la mezcla 15 µL de acetato de sodio 3M, 115 µL de H2O 

inyectable más 300 µL de etanol al 100% para que precipite y se colocó a -70 oC durante toda la noche. 

Luego, la mezcla de reacción se centrifugó a 13,000 rpm por 20 min a 4 oC, el sobrenadante se 

decantó, se secó la pastilla y se resuspendió en 20 µL de agua libre de nucleasas (AMBION®).Los 

transcritos se analizaron en un gel de agarosa al 3%, en amortiguador de corrida TBE 1X a 80 V por 60 

min, teñido con 0.5 µL de Gel Red (BIOTIUM). 

G  Inducción, expresión y purificación de la hIRP-1 recombinante 

El cDNA total que codifica para la proteína reguladora de hierro en el humano (hIRP-1) se encuentra 

clonado en el vector de expresión pGEX-2T, denominado pGEX-hIRP. Para su crecimiento, se 

inocularon 50 mL de medio LB-ampicilina con la clona de E. coli que contiene la hIRP y se mantuvieron 

en agitación a 200 rpm a 37 °C durante toda la noche. De este cultivo se tomaron 10 mL y se inocularon 

en 150 mL de medio LB-ampicilina, se creció en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad 

óptica de 0.6 a 600 nm. La inducción se realizó con IPTG 1 mM a 26 °C toda la noche en agitación a 

200 rpm. Posteriormente, las bacterias se cosecharon por centrifugación a 6,000 rpm por 10 min a 4 °C, 

el sobrenadante se decantó y a la pastilla se le adicionó 15 mL de amortiguador de lisis (PBS 1X, pH 

7.0, Tritón X-100 al 1%) (Apéndice), se sonicó por 40 s, 4 veces al 50% de amplitud en el sonicador 

MICROSONTM ultrasonic cell disruptor XL, posteriormente, el extracto se centrifugó a 5,000 rpm por 30 

min a 4 °C y el sobrenadante se recuperó e interaccionó con Glutation-sepharosa previamente 

equilibrada con PBS 1X (Apéndice), posteriormente se pasó todo el sobrenadante a través de la 

columna previamente equilibrada (1 mL cada min), la cual se lavó 2 veces con PBS 1X. La proteína 

recombinante se eluyó con 5 mL de glutatión reducido 10 mM Tris-HCl 50 mM; se pasó 1 mL de 
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glutatión cada min y cada mL se colocó en un tubo eppendorf, los cuales se rotularon y se almacenaron 

a 4 °C. La proteína eluída se analizó por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 6% teñido con 

azul de Coomassie R-250 al 0.05%. Las fracciones purificadas se almacenaron a 4 °C para su uso 

(Kaldy y col, 1999, con modificaciones). 

H  Ensayos de retardamiento en gel 

Los ensayos de retardamiento en gel se realizaron mediante el kit “Electrophoretic Mobility Shift Assay” 

(EMSA) de la casa comercial Invitrogen. La proteína GST-hIRP-1, se incubó en buffer de enlace 5X y β-

mercaptoetanol por 15 min a 4 °C. Después, la proteína se interactuó con 5 µL del RNAm del IRE de 

ferritina de humano (IRE-Fer) y los RNAm de Catepsina L11 y RPL13 de G. duodenalis los cuales se 

incubaron durante 15 min a 4 °C. Posteriormente, la mezcla de interacción se analizó en un gel de 

poliacrilamida al 6% durante 45 min a 120 V. Por último, se tiñó el gel con 5 µL de Gel Red en 50 mL de 

TBE 1X durante 20 min y se visualizó en el transluminador UV spectroline. 
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VIII  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A  Efecto del hierro sobre el crecimiento de G. duodenalis 

Se ha reportado que G. duodenalis utiliza el hierro para nutrirse, sin embargo no existen estudios 

relacionados con el efecto del hierro en el crecimiento y virulencia en dicho parásito. En los parásitos 

protozoarios evolutivamente cercanos a Giardia como T. vaginalis y E. histolityca se ha reportado que el 

hierro afecta tanto el crecimiento como la virulencia y la expresión diferencial de genes (León-Sicairos y 

col, 2015 en revisión; Torres-Romero y Arroyo., 2009; Solano-González y col, 2007; Lee y col, 2008; 

Park y col, 2001),por lo que hipotetizamos que el hierro tiene un efecto sobre el crecimiento de G. 

duodenalis. Para determinar dicho efecto,se realizaron cinéticas de crecimiento del parásito partiendo 

del medio de cultivo TYI-S-33 en condiciones normales de hierro (55μM); para obtener las condiciones 

de alto hierro, al medio de cultivo se le añadió citrato de amonio férrico (110μM) y para las condiciones 

de bajo hierro se adicionó resina Chelex para una concentración final de 7.7 μM (Figura 4). 

Posteriormente, para la iniciación de la cinética de crecimiento 4.9 x 106 trofozoitos crecidos en 

condiciones normales se inocularon en las diferentes condiciones de hierro (7.7 μM, 55 μM y 110 μM) y 

se incubaron a 37 °C durante los tiempos t1=0, t2=24, t3=48, t4=72, t5=96, t6=120 y t7=168 h 

realizándose el conteo y viabilidad celular (Figura 5). Después de 24 h (t1) el número de parásitos fue de 

5.1 x 106 trofozoitos en bajo hierro, 5.5 x 106 trofozoitos en medio normal y 6.4 x 106 trofozoitos en alto 

hierro lo que sugiere que Giardia requiere del hierro para su adecuado crecimiento pues a mayor 

cantidad de hierro mayor número de parásitos. Conforme aumenta el tiempo de incubación (t2=48 

horas) aumenta el número de parásitos, sin embargo, después de 96 h (t4) se observó marcada 

disminución en bajo hierro (4.2 x 106 trofozoitos) lo que representa el 27% de disminución respecto al 

tiempo anterior, y un gran aumento en las condiciones de normal y alto hierro (12.4 x 106  y 11.8 x 106 

trofozoitos, respectivamente). Posteriormente, a las 120 h (t5) de incubación se observó un 

decrecimiento de Giardiaen las tres condiciones de hierro; 2.9 x 106 trofozoitos en bajo hierro, 12.1 x 106 

trofozoitos en medio normal y 8.8 x 106 trofozoitos en alto hierro. Finalmente transcurridas 168 h (t6) 

observamos 1.5 x 106 trofozoitos en bajo hierro, 8.7 x 106  trofozoitos en medio normal y 2.7 x 106  

trofozoitos en alto hierro. En las condiciones de bajo hierro en el cultivo se observó reducción en la 

duplicación y viabilidad del parásito lo que indica que el hierro es un elemento esencial para el 

crecimiento de los trofozoitos de G. duodenalis. Bajo las concentraciones de hierro analizadas se 

observa mejor crecimiento y viabilidad en las condiciones normales del cultivo, sin embargo, durante los 
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primeros tiempos estudiados se observó una mayor duplicación en las condiciones de alto hierro (110 

μM) por lo que posiblemente al utilizar concentraciones mayores de hierro en el cultivo se podrían 

aumentar las duplicaciones tal y como sucede con T. vaginalis y E. histolytica.  
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Fig 4. Efecto del hierro sobre el crecimiento de G. duodenalis. La cinética se inició mediante la 

inoculación de 4.9 x 106 trofozoitos en diferentes condiciones de hierro: 7.7 μM (◊ en color azul; Bajo), 

55 μM (□ en color rojo; Normal) y 110 μM (Δ en color verde; Alto), se incubaron a 37 °C durante los 

tiempos t1=0, t2=24, t3=48, t4=72, t5=96, t6=120 y t7=168 h. 
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B  Estructuras tallo-burbuja (tipo IRE) en RNAm´s que codifican proteínas que participan en el 

metabolismo del hierro así como en la virulencia de G. duodenalis 

1. Estructuras tallo-burbuja en el RNAm de genes que codifican proteínas que participan en la virulencia 

del parásito  

En protozoarios evolutivamente cercanos como T. vaginalis y E. histolytica nuestro grupo ha reportado 

evidencia del mecanismo IRE/IRP (Hernández-Peña y col, 2015 en revisión; León-Sicairos y col, 2015 

en revisión; Calla-Choquey col,2014; Torres-Romero y Arroyo, 2009; Solano-González y col, 2007) por 

lo tanto para buscar los elementos que participan en este mecanismo de regulación partimos de un 

análisis bioinformático sobre el genoma de Giardia. Primeramente se determinó la presencia de 

elementos en cis (estructuras tallo-burbuja tipo IRE) de algunos RNAm de ortólogos que participan en la 

virulencia. Para ello, se obtuvieron las secuencias y se delimitaron las regiones no traducidas de ambos 

extremos (5´ y 3´-UTR) de acuerdo a la presencia de los elementos reportados para cada región (Tolba 

y col, 2013). 

Para este grupo, analizamos veintitrés RNAm (Cuadro 4), en los cuales se encontraron veintisiete 

estructuras tallo-burbuja debido a que en cuatro RNAm se encontraron estructuras en ambos extremos. 

De las veintisiete estructuras tallo-burbuja, once presentaron el motivo GUU/UUG el cual es específico 

para estructuras tipo IRE de protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009); ocho estructuras presentaron 

el motivo en la burbuja las cuales están anotadas como: “Cathepsin B precursor" (GL50803_16160), 

“Cathepsin L precursor” (GL50803_3169), “Cathepsin L precursor” (GL50803_16380), “Cathepsin L-like 

protease” (GL50803_3099), “Cathepsin L-like protease” (GL50803_137680), “Cysteine protease” 

(GL50803_113656), “Dipeptidyl-peptidase I precursor” (GL50803_28651), “Hypothetical protein” 

(GL50803_6369), y tres estructuras presentaron este motivo en el tallo las cuales están anotadas como: 

“Cathepsin B precursor” (GL50803_14019), “Cathepsin B precursor” (GL50803_16160) y “Dipeptidyl-

peptidase I precursor” (GL50803_14566). La estructura tallo-burbuja de la secuencia anotada como 

“Cathepsin L precursor” (GL50803_9548) presentó la secuencia GCCACA en la burbuja, también la 

estructura anotada en el genoma como proteína hipotética (GL50803_113303) presentó la secuencia 

CUCACA en el tallo; ambas similares a la secuencia GGCACA encontrada en la cisteín proteinasa 4 

(tvcp4) en la región 5’ traducida en T. vaginalis (Solano-González y col, 2007), la estructura tallo-burbuja 

de la “Cathepsin L precursor” (GL50803_3169) presentó la secuencia 5’-AGUGAA-3’ similar a la 

secuencia consenso 5´-CAGUGN-3´ de humano pero en el sentido contrario, (Hentze y col, 1988), 10 
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estructuras tallo-burbuja presentaron el motivo CUUU/C el cual pudiera ser específico para Giardiao una 

variante del motivo GUU/UUG el cual es específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009); 

seis estructuras presentaron el motivo en la burbuja las cuales están anotadas como: “Cathepsin B 

precursor” (GL50803_14019), “Cathepsin B precursor” (GL50803_16779), “Cathepsin B precursor” 

(GL50803_10217), “Cathepsin B precursor” (GL50803_16468), “Cathepsin B precursor” (GL50803_ 

17516), “Cathepsin B-like cysteine” (GL50803_114165) y cuatro estructuras presentaron este motivo en 

el tallo, anotadas como: “Cathepsin L precursor” (GL50803_17607), “Cathepsin L precursor” 

(GL50803_16779, “Cathepsin L precursor” (GL50803_14983) y “Encystation specific protease” 

(GL50803_22553), ver Figura 5 y 6. 
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Cuadro 4. Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas de virulencia en G. duodenalis 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Cathepsin B precursor GL50803_14019 5´ CR cttttcctccaattt[t]aaaATGaagctctttctcctcgccg

ctgcagctttctctgcgcccgccctgacggtc 

Cathepsin B precursor GL50803_14019 3´ UTR ggcttcttcgatgagTAAgcaatgaatactctTGTAAAcggaa

ga[t]ctcagac 

Cathepsin B precursor GL50803_16160 5´UTR gtattctagcaggtattta[t]agtttctcaccagttATGgat

gcattgattgagccaaacatgcttttag 

Cathepsin B precursor GL50803_16160 3´UTR gagTGAatccgcttttgtcctcaactgtgtctggtggtccggt

taaGCTAAAaagttaca[g]cg 

Cathepsin L precursor GL50803_9548 5´CR tttgcacaacttt[t]aaagatagcgtgctATGgtgtcgatgc

tttgtgccacaacaatcttttggctaggagtttc 

Cathepsin L precursor GL50803_3169 5´CR tacaaactgcaatc[t]aagacatctcacATGttagcgctatt

gctctttattgtctgctgtgtt 

Cathepsin L precursor GL50803_3169 3´UTR tgctgcaggaagTAGgtgcggatgacttctaactattAGTGAA

tagtagtg[a]atagtaat 

Cathepsin L precursor GL50803_16380 3´CR/UTR gttgagTAAattgcccgggttgGTGAAtgtgctctggccttgg

[t]caa 

Cathepsin L precursor GL50803_17607 3´UTR ttgggTGActatatatggttacttaaggagcgctatagccccC

TCAAActggccaac[c]tt 

Cysteine protease GL50803_113656 5´UTR/CR ccgcggcccaa[a]aaaggaccggATGttgctgcttaccttgt

ctttcctctgcgcggcgt 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas de virulencia en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Continuación 

Nombre común 
Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Cathepsin B precursor GL50803_16779 5´CR aagcttacggaatt[t]taaATGaagctctttctcctcgccgct

gcagctttctctgcgcccgccctgacggtctccga 

Cathepsin B precursor GL50803_16779 3´CR/UTR agtaataggtgggttctttgagaacTAActggtgaatccatttt

atAGTAAAtca[t]ggc 

Cathepsin B precursor GL50803_10217 3´UTR 
gacTAGcgcctgtcttcatacatagctaccattgccctaatggg

tagaAGTAAAcgttttt[c]tggtc 

Cathepsin B precursor GL50803_15564 5´CR ctagcatggctttattta[t]ttgctcatcttatggtcagacgg

caccATGcgcgcgggaatcctctggtggcgctgtcggtctagag

atagacgt 

Cathepsin B precursor GL50803_16468 3´UTR 
gcagtgaagTAAacgTCCAAAggctttttggga[a]aaagtcat 

Cathepsin B precursor GL50803_17516 5´CR ggaacagagaaatcct[t]taaaATGaggcttctgatccttctg

attgcatccctagccgagccccttttg 

Cathepsin B-like 

cysteine proteinase 3 

GL50803_114165 5´CR cggccacggaaa[t]aaaATGatggtacttctaccattcttgct

attgctatatggcac 

Cathepsin L-like 

protease 

GL50803_3099 5´CR gtaaataacgaaaataatat[t]taaaagaaccataATGtatac

tttgttggtgttcatactgtcgaatcctctgcatatcctatt 

Cathepsin L-like 

protease 

GL50803_137680 5´UTR/CR aaacctgaaggacttt[t]ataaaagtagtgATGtggttgtcct

attttctggtgatctttttgcttga 

Cathepsin L precursor GL50803_14983 3´CR/UTR 
cgttaacaaaagaaaaagcTAAAGTAAAttctgtgga[c]gctg 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas de virulencia en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Continuación 

Nombre común 
Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Cysteine protease GL50803_113656 3´CR/UTR 
cacaagggcgtgTAGcgcctagcgCCCGAActcctcgtc[g]ta 

Dipeptidyl-peptidase I 

precursor 

GL50803_14566 5´CR agccggccagaaaaa[a]atcATGcttttcatcttggcgctcct

gggactcttattatca 

Dipeptidyl-peptidase I 

precursor 

GL50803_28651 3´UTR 
atgcattaTAGatgcactgagtgtttaactgagtgcttatcgcC

ATAAAgactcac[c]tat 

Encystation-specific 

protease 

GL50803_22553 3´CR/UTR 
ctaagcatgctttcaaatccaTGAAGTAAAtgattccaca[a]g

tacaattaca 

Sentrin specific 

protease 

GL50803_16438 3´UTR ctgcTAGgcctatgggtctggtgtctaagttgtgtTTGAAAacc

c[t]ac 

Hypothetical protein GL50803_6369 5´UTR/CR cctctagagatga[t]gaaacgagagatgagactcatATGgact

actggattgctcgtaactcttggggagaagagtggggagaaaac 

Hypothetical protein GL50803_113303 3´UTR atgacactcatTGAcacactctGATGAActagatggtaaatcta

tcc[t]aagcaaa 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas de virulencia en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Fig 5. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas de virulencia. Con 

estrellas se indica el motivo CUUU/C específico para Giardia. Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG 

específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo; 2009). Con flechas la secuencia GCCACA similar a 

la secuencia GGCACA encontrada en la tvcp4 en T. vaginalis (Solano-Gonzalez y col, 2007). Con círculos 

la secuencia 5’-AGUGAA3’ similar a la secuencia consenso 5´-CAGUGN-3´ de humano pero en sentido 

inverso (Hentze y col, 1988). 

  



41 

 

 

Fig 6. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas de virulencia. Con 

estrellas se indica el motivo CUUU/C específico para Giardia. Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG 

específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo; 2009). Con flechas la secuencia GCCACA similar a 

la secuencia GGCACA encontrada en la tvcp4 en T. vaginalis (Solano-González y col, 2007). Con círculos 

la secuencia 5’-AGUGAA3’ similar a la secuencia consenso 5´-CAGUGN-3´ de humano pero en sentido 

inverso (Hentze y col, 1988). 
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2. Estructuras tallo-burbuja en el RNAm de genes que codifican proteínas ribosomales del parásito  

De igual manera se analizaron cincuenta RNAm que codifican para proteínas ribosomales (Cuadro 5), en 

los cuales se encontraron sesenta y seis estructuras tallo-burbuja ya que en dieciséis RNAm se 

encontraron estructuras en ambos extremos. De ellas, veintitrés presentaron el motivo GUU/UUG 

propuesto para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009), cuatro estructuras presentaron el motivo en 

la burbuja; anotadas como “Ribosomal protein L7a” (GL50803_17244), “Ribosomal protein L13” 

(GL50803_14622), “Ribosomal protein L13a” (GL50803_11247), “Ribosomal protein L37a” 

(GL50803_5517); diecinueve estructuras presentaron este motivo en el tallo; “Ribosomal protein L7Ae” 

(GL50803_2825), “Ribosomal protein L35” (GL50803_6133), “Ribosomal protein L35” (GL50803_6133), 

“Ribosomal protein L7Ae” (GL50803_11287), “Ribosomal protein L9” (GL50803_17056), “Ribosomal protein 

L10” (GL50803_10428), “Ribosomal protein L12” (GL50803_14938), “Ribosomal protein L15” 

(GL50803_8001), “Ribosomal protein L15” (GL50803_8001), “Ribosomal protein L24” (GL50803_14869), 

“Ribosomal protein L31B” (GL50803_16368), “Ribosomal protein L34” (GL50803_36069), “Ribosomal 

protein L37” (GL50803_14171), “Ribosomal protein SA” (GL50803_7766), “Ribosomal protein S6” 

(GL50803_14620), “Ribosomal protein S8” (GL50803_5845), “Ribosomal protein S15” (GL50803_15260), 

“Ribosomal protein S15A” (GL50803_15228), “Ribosomal protein P1B” (GL50803_17337). La estructura de 

la“Ribosomal protein L37a” (GL50803_5517) presentó la secuencia CGCACA en la burbuja, la “Ribosomal 

protein S21” (GL50803_7082) presentó la secuencia GCCACA en la burbuja, la “Ribosomal protein L21” 

(GL50803_15520) presentó la secuencia CGCACA en el tallo, la “Ribosomal protein L37” 

(GL50803_14171) presentó la secuencia GGCACA en el tallo; las cuatro secuencias similares a la 

secuencia GGCACA encontrada en la cisteín proteinasa 4 en la región 5’ traducida en T. vaginalis (Solano-

González y col, 2007), cinco estructuras presentaron una secuencia similar a la consenso CAGUGN de 

humano en la burbuja (Hentze y col, 1988) anotadas como: “Ribosomal protein S20” (GL50803_6022), 

“Ribosomal protein S24” (GL50803_10367), “Ribosomal protein S29a” (GL50803_39483), “Ribosomal 

protein L26” (GL50803_15046), y dos en el tallo anotadas como: “Ribosomal protein S13” 

(GL50803_16652) y “Ribosomal protein P1B” (GL50803_17337); ocho estructuras tallo-burbuja 

presentaron el motivo CUUU/C el cual pudiera ser especifico para Giardiao una variante del motivo 

GUU/UUG, específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009); de estas ocho estructuras seis 

presentaron el motivo en la burbuja, anotadas como: (“Ribosomal protein L3” (GL50803_16525), 

“Ribosomal protein L7a” (GL50803_17244), “Ribosomal protein L10a” (GL50803_1345), “Ribosomal protein 
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L17” (GL50803_98056), “Ribosomal protein L36-1” (GL50803_16114), “Ribosomal protein S16” 

(GL50803_4652) y dos estructuras presentaron este motivo en el tallo: anotadas como “Ribosomal protein 

S11” (GL50803_14827) y “Ribosomal protein S16” (GL50803_4652). Además cuatro estructuras 

presentaron el motivo AUU el cual pudiera ser específico para Giardia o una variante del motivo GUU/UUG, 

específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009); la estructura tallo burbuja encontrada en el 

RNAm de la “Ribosomal protein S9” (GL50803_4547) presentó el motivo AUU en la burbuja, mientras que 

los RNAm anotados como “Ribosomal protein L31B” (GL50803_16368), “Ribosomal protein S6” 

(GL50803_14620) y “Ribosomal protein S12” (GL50803_33862) presentaron el motivo AUU en el tallo, ver 

Figuras 7, 8, 9, y 10.  
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Cuadro 5. Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas ribosomales en G. duodenalis 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Ribosomal protein L3 GL50803_16525 5´UTR/CR ttccgggtctgaaaag[a]caaggcccgcgATGtcccaccgcaag

ttctcgtgctgccgcaagggcaacctcggctacctcccccg 

Ribosomal protein L7a GL50803_17244 5´UTR/CR tgggttcaa[t]aaaacaggcctcgacATGtccaaggtttctggc

agcgacattaagagggccctcgccgtacccgagaaca 

Ribosomal protein L7a GL50803_17244 3´CR/UTR gcgaggatgaggcccagcagaTGTAAAtgccttacattt[c]ttt 

Ribosomal protein L7Ae GL50803_2825 5´UTR/CR tggaaaatgtaataaat[t]aaaactcaattgaaacaaggATGcc

agatgcacgcgctgttcccttggcctcagaggcccagtccaa 

Ribosomal protein L7Ae GL50803_2825 3´CR/UTR ttccttacggagctaggacacTGAtccggAGTAAAtggt[g]gtg 

Ribosomal protein L13 GL50803_14622   5´UTR/CR tggaagctcgtgcaattgca[c]ttataATGgcaagttatgcttc

ttttatattgagattaattcattttaatttgaatttc 

Ribosomal protein L13a GL50803_11247   5´UTR/CR agaacttta[a]attggatttagcgcaaatctgtttgctcacggc

gagccATGtcgcgaatcgttatcgactgcaaggggcacatcctg 

Ribosomal protein L35 GL50803_6133 5´CR tctcgcacaccgaagag[t]caacttgccATGgcatcctgtttgc

ccctaccagatagatgttattcaatgtattttaaaatgaaatc 

Ribosomal protein L35 GL50803_6133 3´CR/UTR tgctgtaaaggtcTGAgcaccctggtgttAGTAAAtactc[t]ct 

Ribosomal protein L37a GL50803_5517 3´CR/UTR atccgccgcctccgtctggcccgtgaagacgcacagTAAAGTAAA

cagagtggacctgg[c]actg 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas ribosomales en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Continuación 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Ribosomal protein L4 GL50803_17547 3´CR/UTR acggtcatgcccaAGTAAAtcgctggcgcaaaa[c]gtttgc 

Ribosomal protein L7Ae GL50803_11287 3´UTR ctggtaTGAcgggagtgcgtttacagtgcaagcatcactAGT

AAAtgctcaccggtac[a]tgctacacactactagtatt 

Ribosomal protein L9 GL50803_17056 5´CR taaatccgctttcgatgctctttt[t]ttagaggtcgcgaag

caATGcccctctgttcctccatgacgatcaaggtcccgacgg 

Ribosomal protein L10 GL50803_10428 3´CR/UTR ctcaacttgaagctcTGAtcgggtcccaagcacaAGTAAAta

att[g]cca 

Ribosomal protein L10a GL50803_1345 3´UTR catcttcTAAgatcttcTGAGAAggttcccg[g]ggttttg 

Ribosomal protein L12 GL50803_14938 5´CR tttgatat[t]atgtcagagtggtagttttccaggcgacaAT

Gccccccagagctgatcctaacgcagagatagttctgtattt 

Ribosomal protein L12 GL50803_14938 3´CR/UTR gagcaagagacagAGTAAAcaaggtgccctgcgtg[t]cacg 

Ribosomal protein L15 GL50803_8001 5´CR acttcataggatcattt[t]ttacccggcctgaattcgATGg

gtgcctacaagtacgttcaggagctctggcgcaagaagcaat 

Ribosomal protein L15 GL50803_8001 3´CR/UTR ccctccgccgctacagaTAGccttgctgctgcgAGTAAAcat

c[c]cgt 

Ribosomal protein L17 GL50803_98056 3´UTR tccagTGAgtctgtcgggAGTAAAtgcgctgcttcttcccaa

c[t]tctaa 

Ribosomal protein L19 GL50803_16431 5´UTR/CR atttttctcggaact[t]tttcgacctcccgacATGgctaat

ctgaggctgcagaagcgcctggcggcagacgtcctcaaat 

Ribosomal protein L21 GL50803_15520 5´CR tattttaaattcattt[t]caatgctgcccgaaaagcgagga

cgactcgATGacgcacagccaggggtacaggtgtaagacgcg 

Ribosomal protein L21 GL50803_15520 3´UTR gagttttcTAGgctccgacgaAGTAAAtggcctgcg[g]ggc 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas ribosomales en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Continuación 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Ribosomal protein L23 GL50803_10091 5´UTR/CR aattacaactttaatttcgctttt[t]actcgtttcctaatg

acggatcgaggagATGgcgtcgaagcgtggcaggtccggagg 

Ribosomal protein L23 GL50803_10091 3´CR/UTR acgacggctgagtgcgtccacTAGgcAGTAAAcgaa[t]tcg 

Ribosomal protein L23A GL50803_7870 5´CR tttcgccgtctaa[t]atctcgtgccggcgagacATGtccga

gaaggcgcaggcactgaaggcccaaaaggcgatct 

Ribosomal protein L24 GL50803_14869 5´UTR/CR agtgtttctctaccatttaaatactttaaa[t]aattcagga

acaATGcctcgcatagagcattgctcattctgctccaagccg 

Ribosomal protein L26 GL50803_15046 5´UTR/CR ggcccattttt[t]gaatcacccggcgaagcctggaATGaag

ctcaactccgccgtcaccgcgtcccgtcgcaagtgccgcaag 

Ribosomal protein L27a GL50803_16310 5´UTR/CR accaaaaaagtatattaaatttaatttcattttccccacggt

ct[a]aaaaggggcctcgagATGccgaccagaatcaggaagt 

Ribosomal protein L31B GL50803_16368 5´UTR/CR gaatctgaattgtccctgcaaa[a]aacgggtcctccgaagc

gtgATGggtattgtatatgagcatacgatccgcctcaacaag 

Ribosomal protein L31B GL50803_16368 3´CR/UTR cgaagacggcagcgAGTAAActtgtgcacgctcgcat[t]ta 

Ribosomal protein L34 GL50803_36069 5´UTR/CR ttttaattac[t]aaagagctgcccgcccgagATGgccgact

gtcgcgtcacttgccgcttccactccacatacaggactcgct 

Ribosomal protein L34 GL50803_36069 3´CR/UTR ccggcaaggggcatgcgaAGTAAAtcgatcagcatt[t]acg 

Ribosomal protein L35a GL50803_5947 3´CR/UTR aaccccaacgcgacggtaacctacgAGTAAAtagtcaggcgg

gct[t]gtg 

Ribosomal protein L36-1 GL50803_16114 5´CR tttattttccaatccattttaaattcatttcaattcctgatt

t[a]gaaggagcggtgtggtATGccaggcaaagtattcaacc

tgaagaagggcggcgcagtagttcgcattgtccgcaag 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas ribosomales en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Continuación 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Ribosomal protein L37 GL50803_14171 5´CR cctccatgccggacatagcattttaaattggaattagtcgct

gt[t]aaaaacgggaactcgATGtccaagggcacagcgtcgt

tcggtaagcgccacacgcgcattcacggcagctgccgc 

Ribosomal protein L37 GL50803_14171 3´CR/UTR gaagtaccttgccaAGTAAAtttgcacgaggtcgg[t]ccga 

Ribosomal protein L37a GL50803_5517 5´CR tctggaaatttaataaaat[t]aaattgaattcttgcaagcg

aaaagcggctcaggcgagctATGgccaagaggactaaaaagg

ttggtctcaccgggaagtacggcactcgctatgggagg 

Ribosomal protein L44 GL50803_9810 5´UTR/CR aaaaaataaatgcaaattgaattagctttgcatgctact[t]

aacagcagcggccgaaggacATGgtgacatatccggcagagc

gcaggaccttctgcaagcgcgagggaaagcacaccgtt 

Ribosomal protein SA GL50803_7766 3´UTR gtacTAAggcggctcttgttaagctgaaagTGTAAAcgcttt

gctc[g]g 

Ribosomal protein S2 GL50803_8118 5´CR taattttgatttgactttgtagcccaaaac[t]aacgtccat

ggcgtagcATGcaggctgaaagtgctcccaggccagaacgac 

Ribosomal protein S4 GL50803_11359 5´CR tcacgaatgtattttaaatccaaattaggatggtattctggt

t[t]agcagcgaATGgcccgtggagtccgcaagcaccttaag 

Ribosomal protein S5 GL50803_12981 3´UTR accgcTAAacgcccaggAGTAAAccgcccctc[t]gagagat 

Ribosomal protein S6 GL50803_14620 5´UTR/CR tggtgagaaagcattttaatttcatttctagtttca[t]aaa

atggcccggggtgaATGccaaagggctcattctgcaaggtca 

Ribosomal protein S6 GL50803_14620 3´CR/UTR ctaagaggacggttgAGTAAAcagacgtctttctac[g]cgg 

Ribosomal protein S8 GL50803_5845 3´CR/UTR accagaagaagttggcacctaAGTAAAcatccagt[g]cttc 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas ribosomales en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Continuación 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Ribosomal protein S9 GL50803_4547 5´UTR/CR tattttaaattcaatttggctttcgccaat[t]ctcccctga

cgattccATGccccgcattagccgccataggaactcgtcaaa 

Ribosomal protein S10B GL50803_10919 3´CR/UTR agcccgatgaagcaaAGTAAAatctgagcccata[g]cttcc 

Ribosomal protein S11 GL50803_14827 5´UTR/CR cttgagagagccgagactctgcgcaaggctgc[t]tacgagA

TGgctgagaaccagcacgagcgagcgtatcacaagcaatccc 

Ribosomal protein S11 GL50803_14827 3´CR/UTR gagcctgtcagcgaggccgccaagaagcgcttctcgcccttc

TAGgcagcactAGTAAAtaag[g]gt 

Ribosomal protein S12 GL50803_33862 3´CR gtcgacagcttccttactaagctggacgagcAGTAAAcgaca

[t]acttagt 

Ribosomal protein S13 GL50803_16652 5´UTR/CR tgcatagcaattt[t]agcgggcacgtgacaaagccATGggc

cgcatgcactcgaagggtaagggtatatcccgctctgccata 

Ribosomal protein S13 GL50803_16652 3´CR/UTR tccttgcgacgtacgcgTGAGTAAAcaccgcctac[g]gggc 

Ribosomal protein S14 GL50803_7878 5´CR gattttgaattgactttagaaggacaaa[t]ttgaggtgggc

tgaATGtctcgcaaagtaacctacgcgccggagaatcttcca 

Ribosomal protein S15 GL50803_15260 3´CR/UTR tcccgctgcgtTAGtcccgcccaccAGTAAAcattcc[t]cg 

Ribosomal protein S15A GL50803_15228 5´UTR/CR cgcacatcgcgtgccggcgtgctgggaagcaga[t]ccagta

ggcATGgttcgcatcaacgttctccgtgacgcactcaagtcc 

Ribosomal protein S16 GL50803_4652 5´CR tttaattccacttccggtccca[t]aaaaagcggctccccgA

TGgcgaagggcaacagaagagacttactggaaaggaacgaca 

Ribosomal protein S16 GL50803_4652 3´CR/UTR gtcgtaccgtTAAgcgggcttcgtcctaAGTAAAcatactgc

at[c]ca 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas ribosomales en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 

  



49 

 

Continuación 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Ribosomal protein S20 GL50803_6022 5´CR acaaaaatttaacagaattaaaatgaattct[t]taagtacg

aaaacgcggccaccgaggctATGgcagagagcgtgtcgactg

gaggcgtgaatcttgcagatcacaaggatggaaaggat 

Ribosomal protein S21 GL50803_7082 5´CR taaattgatttttgtcctacaa[a]ttggacccgaaacgact

gagccATGcaatcggatgacatcgggatgaagaacagcagcg 

Ribosomal protein S21 GL50803_7082 3´CR/UTR aacgccttTAGgttgccgcatacaccggccaAGTAAAcgctc

t[g]ata 

Ribosomal protein S23 GL50803_14699 3´UTR 
gcgtTAAgcacgggcgTGTAAActgccactggctgt[g]cat 

Ribosomal protein S24 GL50803_10367 5´CR ttttaaatctgaatttcgttgtc[a]ttaaagcggggctagc

gATGcccgagatcacagttaaggtgaggaaggtcctcaataa 

Ribosomal protein S29a GL50803_39483 5´UTR/CR cttgcgaggaaggcgcgccacggcacgccccg[g]gccccag

gaATGcgcagtgcactggacaccggcgtagcggctgaccgca 

Ribosomal protein P1B GL50803_17337 5´CR cagatatccaagacaaa[t]aaggagcgtcacccgagctcgt

tcgtATGcagagtcaagaaaccgcgtgtgttttggccgctat 

Ribosomal protein P1B GL50803_17337 3´UTR 
cTGAgtctgcatgcacaaggacgaggctttacTGTAAAggag

tgaac[a]c 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas ribosomales en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. En la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y 

subrayadas. Término de la transcripción: Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Fig 7. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas ribosomales. Con 

estrellas se indica el motivo CUUU/C específico para Giardia. Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG 

específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo; 2009). Con flechas la secuencia GCCACA similar a 

la secuencia GGCACA encontrada en la tvcp4 en T. vaginalis (Solano-González y col, 2007).  
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Fig 8. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas ribosomales. Con 

estrellas se indica el motivo CUUU/C específico para Giardia. Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG 

específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo; 2009). Con flechas la secuencia GCCACA similar a 

la secuencia GGCACA encontrada en la tvcp4 en T. vaginalis (Solano-González y col, 2007). Con círculos 

la secuencia similar a la secuencia consenso 5´-CAGUGN-3´ de humano (Hentze y col, 1988). 
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Fig 9. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas ribosomales. Con 

estrellas se indica el motivo CUUU/C específico para Giardia. Con triángulos se indica el motivo AUU 

(posible variante del motivo GUU). Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG específico para protozoarios 

(Torres-Romero y Arroyo; 2009). Con flechas la secuencia GCCACA similar a la secuencia GGCACA 

encontrada en la tvcp4 en T. vaginalis (Solano-González y col, 2007). Con círculos la secuencia similar a la 

secuencia consenso 5´-CAGUGN-3´ de humano (Hentze y col, 1988). 
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Fig 10. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas ribosomales. Con 

estrellas se indica el motivo CUUU/C específico para Giardia. Con triángulos se indica el motivo AUU 

(posible variante del motivo GUU). Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG específico para protozoarios 

(Torres-Romero y Arroyo; 2009). Con flechas la secuencia GCCACA similar a la secuencia GGCACA 

encontrada en la tvcp4 en T. vaginalis (Solano-González y col, 2007). Con círculos la secuencia similar a la 

secuencia consenso 5´-CAGUGN-3´ de humano (Hentze y col, 1988). 
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3. Estructuras tallo-burbuja en el RNAm de genes que codifican proteínas del citoesqueleto del parásito  

Como se mencionó anteriormente en E. histolytica se reportaron estructuras tallo-burbuja en RNAm que 

codifican para proteínas del citoesqueleto (Hernández-Peña y col, 2015 en revisión) que son reguladas por 

hierro (Park y col, 2001), esperando un comportamiento similar debido a la cercanía evolutiva de ambos 

parásitos se buscaron estructuras tallo-burbuja en este grupo de RNAm en Giardia. Se analizaron cinco 

RNAm que codifican para proteínas del citoesqueleto (Cuadro 6), de los cuales se encontraron cinco 

estructuras tallo-burbuja. La estructura anotada en el genoma como “Actin related protein” (GL50803_8726) 

presentó el motivo GUU/UUG en la burbuja el cual es específico para protozoarios (Torres-Romero y 

Arroyo; 2009), “Actin related protein” (GL50803_40817) presentó la secuencia 5’-UGUGAA-3’ en la burbuja 

similar a la secuencia consenso 5´-CAGUGN3´ de humano, pero en sentido inverso (Hentze et al, 1988), 

“Actin related protein” (GL50803_16172) presentó el motivo CUUU/C en la burbuja el cual pudiera ser 

específico para Giardiao una variante del motivo GUU/UUG el cual es específico para protozoarios (Torres-

Romero y Arroyo, 2009). Además la estructura anotada como “Hypothetical protein” (GL50803_17591) 

presentó el motivo AUU en la burbuja el cual pudiera ser específico para Giardia o una variante del motivo 

GUU/UUG el cual es específico para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo), ver Figura 11. 
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Cuadro 6. Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas del citoesqueleto en G. duodenalis 

Nombre Común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Actin related protein GL50803_40817 3´CR/UTR 
ttgcaaaccgtaagtgtaTGTGAAcacctatcaa[c]gcttttct 

Actin related protein GL50803_8726 3´CR/UTR 
ttgcctttgaggtTTGAAAggcctcgtgt[c]tatggtatatact 

Actin related protein GL50803_16172 3´CR/UTR 
atgaaagtgataatgTGAcactctTACAAAagactcttaga[g]c 

Actin related protein GL50803_11039 3´CR/UTR 
ggcaacaaagTAAgtacataagAGTAAAtaactatcta[t]ctaa 

Hypothetical protein GL50803_17591 3´UTR 
tggactggaacacaacTGATTAAAaggattagaata[a]ccgtgg 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas del citoesqueleto en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 3´UTR: Codón de paro: Mayúsculas. Señal poliA: Mayúsculas y subrayadas. Término de la transcripción: 

Corchetes. Secuencias IRE-like: Letras remarcadas. 
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Fig 11. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas del citoesqueleto. Con 

estrellas se indica el motivo CUUU/C específico para Giardia. Con triángulos se indica el motivo AUU 

(posible variante del motivo GUU). Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG específico para protozoarios 

(Torres-Romero y Arroyo; 2009). Con círculos la secuencia similar a la secuencia consenso 5´-CAGUGN-3´ 

de humano (Hentze y col, 1988). 
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4. Estructuras tallo-burbuja en el RNAm de genes que codifican proteínas del metabolismo del parásito 

De acuerdo a un estudio en Giardiadonde se investigó la expresión de la Glucosamina-6-fosfato isomerasa 

una enzima requerida para la biosíntesis de N-acetilgalactosamina (Knodler y col, 1999), se aislaron dos 

genes: Gln6PI-A con una región 5’ UTR de 5 nt y Gln6PI-B con una región 5´UTR de 146 nt. En este 

trabajo se analizaron esas regiones y se delimitaron de acuerdo a lo reportado por Tolba et al, 2013. Una 

vez delimitadas estas regiones, se analizó la predicción de estructuras secundarias (Cuadro 7). La 

estructura tallo-burbuja encontrada en la secuencia anotada como “Glucosamine 6 phosphate deaminase” 

(GL50803_10829) presentó el motivo GUU/UUG en la burbuja el cual es específico para protozoarios 

(Torres-Romero y Arroyo; 2009) y la estructura anotada como “Glucosamine 6 phosphate deaminase” 

(GL50803_8245) presentó el motivo GUU/UUG en el tallo el cual es específico para protozoarios (Torres-

Romero y Arroyo; 2009) (Figura 12). 

Tomando en conjunto los resultados de los grupos analizados, se muestra que las estructuras encontradas 

son diferentes a las reportadas consenso de humano, sin embargo, la mayoría de las estructuras muestran 

el motivo GUU reportado por nuestro grupo de trabajo como específico de protozoarios parásitos; además, 

interesantemente se muestra que algunas de las estructuras presentan una variante del motivo GUU lo 

cual pudiera corresponder a, probablemente, un motivo específico para Giardia. Estos resultados sugieren 

la presencia de IREs-like primitivos en un parásito que divergió tempranamente en la evolución. 

Posiblemente, estos elementos representan los primordios del sistema IRE/IRP que con el tiempo se 

delimitaron a una secuencia más conservada y se fueron especializando hasta presentarse solamente en 

RNAm que codifican proteínas que participan en la adquisición y metabolismo del hierro como lo 

observamos hoy en eucariontes superiores. 
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Cuadro 7. Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas del metabolismo en G. duodenalis 

Nombre común Gene ID Región Secuencia Delimitada 

Glucosamine-6-phosphate 

deaminase 

GL50803_10829 5´UTR/CR aaattttctggtaaa[t]aaaagattgatttaagcaaaATGactg

tgtgtgttgctcaggcggagcgtggtgcgtcagagctggagtcta 

Glucosamine-6-phosphate 

deaminase 

GL50803_8245 5´CR cctcgccaaaa[t]aaaaATGccgtccatccacgtctccaaatgc

gctgatccagccataaagcttgcccaccgtatcgcggaagttgtc 

Delimitación de las regiones no traducidas de ciertas secuencias que codifican para proteínas del metabolismo en G. duodenalis. Se indican las 

siguientes señales en la región 5’ UTR: Elemento CAAT: Sombreado. Región rica en T/A: Cursivas. Codón de inicio: Mayúsculas. Inicio de 

transcripción: Corchetes. Secuencia de IRE-like: Letras remarcadas. 
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Fig 12. Estructuras tallo-burbuja en RNAm´s que codifican posibles proteínas del 

metabolismo. Con cuadros se indica el motivo GUU/UUG específico para protozoarios (Torres-

Romero y Arroyo; 2009). 
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C  Búsqueda de la proteína tipo IRP en el proteoma de G. duodenalis 

Dado que el hierro afecta el crecimiento del parásito y el análisis in silico muestra la presencia de 

estructuras tallo burbuja en algunos RNAm analizados, nuestra hipótesis es que debe de existir un 

mecanismo de regulación postranscripcional de tipo IRE/IRP. Para que este mecanismo sea 

funcional necesita de los elementos en cis así como de los elementos en trans, en este caso la 

proteína reguladora de hierro. Por lo anterior, se realizóla búsqueda del olos ortólogos deproteínas 

tipo IRP mediante análisis in silico en el proteoma de G. duodenalis utilizando como sondas las 

secuencias de IRPs obtenidas del GenBank que codifican para proteínas tipo IRP de humano y de 

otros organismos.Al utilizarla proteína citoplasmática reguladora de hierro 1 de humano como sonda 

cuyo número de acceso es NP_002188.1 obtuvimos identidad con las secuencias GL50803_14790 y 

GL50803_7555 del 32% y 20% respectivamente (Figura 13), ambas están anotadas como proteínas 

hipotéticas; por lo que se realizaron alineamientos múltiples en el programa bioinformático Biology 

Workbench. Se muestra primeramente un alineamiento entre la proteína reguladora de hierro 1 de 

humano y la secuencia GL50803_14790 de G. duodenalis (Figura 14), posteriormente el 

alineamiento entre la proteína reguladora de hierro 1 de humano y la secuencia GL50803_7575 de 

G. duodenalis (Figura 15), para visualizar la presencia de sitios conservados por separado. 

Finalmente se realizó un alineamiento múltiple entre la IRP-1 de humano con ambos genes de 

Giardia (Figura 16).  



61 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fig 13. Descripción de las secuencias obtenidas del proteoma de G. duodenalis, utilizando 

como sonda la secuencia de la proteína reguladora de hierro 1 de humano. 
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Fig 14. Alineamiento en ClustalW entre la proteína IRP1 de humano y la secuencia IRP-like 

GL50803_14790 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos 

idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color 

azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 15. Alineamiento en ClustalW entre la proteína IRP1 de humano y la secuencia IRP-like 

GL50803_7575 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos 

idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color 

azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 16. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína IRP1 de humano y las secuencias 

IRP-like GL50803_14790 y GL50803_7575 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Por otra parte, al realizar el análisis in silico utilizando a la IRP-2 de humano como sonda no se 

encontró homología, a pesar de tener un 62% de identidad con la IRP-1 de humano. Por lo que se 

utilizaron como sondas las secuencias de IRP de organismos menos evolucionados, por ejemplo 

Anopheles gambiae. Al sondear el genoma con la secuencia de la proteína reguladora de hierro de 

A. gambiae cuyo número de acceso es CAA04136.1 mostró un porcentaje de homología en la 

secuencia GL50803_14790 del 30% de identidad, el cual está anotado como proteína hipotética 

(Figura 17) y corresponde a una de las proteínas hipotéticas mencionadas en los análisis con la IRP-

1 de humano. Por lo que se realizó un alineamiento entre la proteína reguladora de hierro de A. 

gambiae y la secuencia GL50803_14790 de G. duodenalis (correspondiente a la proteína hipotética 

mencionada) (Figura 18). De este análisis, observamos mayor similitud (30%) que con la proteína 

citoplasmática reguladora de hierro 1 de humano que concuerda con lo esperado en la escala 

evolutiva. 
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Fig 17. Descripción de la secuencia obtenida del proteoma de G. duodenalis, utilizando como 

sonda la secuencia de la proteína reguladora de hierro de A. gambiae. 

 

 

 

  



69 

 

 
Fig 18. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de A. gambiae y la 

secuencia IRP-like GL50803_14790 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un asterisco 

azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados 

y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Por lo anterior se realizaron comparaciones con otros organismos como Drosophila melanogaster. 

Con la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster, cuyo número de acceso es 

CAA11211.1,  obtuvimos 33% de identidad con la secuencia GL50803_103818, 30% de identidad 

con GL50803_14790; ambas están anotadas como proteínas hipotéticas; 35% de identidad con la 

secuencia GL50803_11099, 30% de identidad con GL50803_16220 y 26 % de identidad con el gen 

GL50803_8682 (Figura 19) las cuales están anotadas como proteína 21.1, se desconoce la función 

sobre la familia de las proteínas 21.1, aunque comparten homología con algunos quinasas (Manning 

y col, 2011) y un análisis reportado por Emery y col, (2014) indica que la familia de las proteínas 21.1 

se expresan en gran cantidad. Para visualizar mejor los alineamientos entre estas secuencias, se 

realizaron diversos alineamientos por separado entre la IRP de D. melanogaster y cada una de las 

probables IRP de Giardia. El alineamiento entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. 

melanogaster y la secuencia GL50803_103818 de G. duodenalis (Figura 20)muestra gran cantidad 

de aminoácidos idénticos en la parte amino y central de ambas secuencias ya que difieren en la 

longitud.El alineamiento entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster y la secuencia 

GL50803_14790 de G. duodenalis (Figura 21) mostró mejor alineamiento ya que presenta 

aminoácidos idénticos a lo largo de ambas secuencias y comparten la longitud.Además se alinearon 

la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster y las secuencias GL50803_103818 y 

GL50803_14790 deGiardia ya que ambas están anotadas en el genoma como proteínas hipotéticas 

(Figura 22) y de acuerdo a lo esperado, se muestran menos aminoácidos idénticos pues difieren en 

longitud. De igual manera, se alineó la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster y la 

secuencia GL50803_11099 de G. duodenalis, anotada como proteína 21.1 (Figura 23). Después se 

realizó un alineamiento entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster yla 

secuenciaGL50803_16220 de Giardia(Figura 24). Posteriormente alineamos la secuencia de la 

proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster y la secuencia GL50803_86821 de G. 

duodenalis (Figura 25). Luego realizamos un alineamiento múltiple en ClustalW entre la proteína 

reguladora de hierro 1A de D. melanogaster y las secuencias GL50803_11099, GL50803_16220 y 

GL50803_86821 de G. duodenalis (Figura 26) las cuales están anotadas en el proteoma como 

proteína 21.1. Nuestros resultados sugieren que la posible IRP en Giardia es la GL50803_11099 

(proteína 21.1) en estos análisis.  

Finalmente se realizó un alineamiento múltiple entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. 

melanogaster y las secuencias GL50803_103818, GL50803_14790, GL50803_11099, 
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GL50803_16220 y GL50803_86821 de G. duodenalis (Figura 27), es decir, con todas las secuencias 

anotadas como proteína 21.1 y las dos hipotéticas mencionadas. Este último alineamiento múltiple 

no muestra los aminoácidos idénticos pues las secuencias difieren en longitud. Sin embargo, los 

resultados en conjunto sugieren que la posible IRP de Giardia puediera ser una de las anotadas 

como hipotéticas (GL50803_14790) o una de las proteína 21.1 (GL50803_11099). Para demostrar la 

funcionalidad de estas probables IRP faltan aún diferentes estudios tanto bioinformáticos como 

experimentales, los cuales están en proceso.  
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Fig 19. Descripción de las secuencias obtenidas del proteoma de G. duodenalis, utilizando 

como sonda la secuencia de la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster. 
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Fig 20. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster 

y la secuencia IRP-like GL50803_103818 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 21. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster 

y la secuencia IRP-like GL50803_14790 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 22. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. 

melanogaster y las secuencias IRP-like GL50803_103818, GL50803_14790 de G. duodenalis. 

Los resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde 

los aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente 

conservados. 
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Fig 23. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster 

y la secuencia IRP-like GL50803_11099 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 24. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster 

y la secuencia IRP-like GL50803_16220 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 25. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. melanogaster 

y la secuencia IRP-like GL50803_86821 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 26. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. 

melanogaster y las secuencias IRP-like GL50803_11099, GL50803_16220, GL50803_86821 de 

G. duodenalis. Los resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos 

puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color azul los 

aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 27. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1A de D. 

melanogaster y las secuencias IRP-like GL50803_103818, GL50803_14790, GL50803_11099, 

GL50803_16220, GL50803_86821 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un asterisco azul 

los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados y en 

un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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De igual modo, con la proteína reguladora de hierro 1B de D. melanogaster cuyo número de acceso 

es CAA11212.1 obtuvimos el 27% de identidad con la secuencia GL50803_93551 anotado como 

una metaloproteasa de la familia de la insulinasa; este grupo de proteasas contienen Zn como grupo 

prostético y juegan papeles importantes en muchos procesos biológicos de la regulación de 

proteínas para la señalización celular (Rascón y col, 2013), además se obtuvo el 32% de identidad 

con la secuencia GL50803_ 11389 anotado como una proteína 21.1 (Figura 28). Primero se realizó 

un alineamiento entre la proteína reguladora de hierro 1B de D. melanogaster y la secuencia del gen 

GL50803_93551 de G. duodenalis (Figura 29). Posteriormente alineamos la proteína reguladora de 

hierro 1B de D. melanogaster con la secuencia GL50803_ 11389 de G. duodenalis (Figura 30). 

Ambos alineamientos muestran la mayoría de los aminoácidos idénticos o fuertemente conservados. 

Finalmente se realizó un alineamiento múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1B 

de D. melanogaster y las secuencias GL50803_93551, GL50803_ 11389 de G. duodenalis (Figura 

31) en el cual se mantienen alineados la mayoría de los aminoácidos.  
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Fig 28. Descripción de las secuencias obtenidas del proteoma de G. duodenalis, utilizando 

como sonda la secuencia de la proteína reguladora de hierro 1B de D. melanogaster. 

 

 

  



100 

 

 



101 

 

 
Fig 29. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1B de D. melanogaster 

y la secuencia IRP-like GL50803_93551 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 30. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1B de D. melanogaster 

y la secuencia IRP-like GL50803_11389 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un 

asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente 

conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 31. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro 1B de D. 

melanogaster y las secuencias IRP-like GL50803_93551, GL50803_11389 de G. duodenalis. 

Los resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde 

los aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente 

conservados. 

 

  



106 

 

Con la proteína reguladora de hierro de Plasmodium falciparum cuyo número de acceso es 

CAB41452.1 obtuvimos el 30% de identidad con la secuencia GL50803_28635, 38% de identidad 

con GL50803_12174, 38% de identidad con GL50803_17385, 25% de identidad con GL50803_3534; 

los cuales están anotados como proteínas hipotéticas, y el 23%de identidad con GL50803_9327 el 

cual esta anotado como NEK cinasa; conocidas como reguladores del ciclo celular eucarionte (Chen 

y col, 2011; Liu y col, 2010; O´Regan y col, 2007; Quarmby y Mahjoub, 2005; Fry, 2002) (Figura 32). 

Se realizaron diferentes alineamientos, primero por separado entre la IRP de P. falciparum y cada 

una de las secuencias de Giardia (Figuras 33-37) y después un alineamiento múltiple entre la IRP de 

P. falciparum y las cinco secuencias de Giardia (Figura 38). Se relizaron alineamientos por separado 

para mostrar los sitios conservados de las secuencias de Giardia con las secuencias de las 

proteínas reguladoras de hierro, así como también realizamos alineamientos por grupos para 

demostrar si las secuencias anotadas en el genoma con una descripción similar también 

presentaban homología con las proteínas tipo IRP. Las secuencias que alinearon mejor fueron 

GL50803_17385 (proteína hipotética) y GL50803_9327 (NEK cinasa). 

Finalmente, se alinearon la secuencia de la proteína reguladora de hierro de P. falciparum y las 

secuencias GL50803_12174, GL50803_17385 de G. duodenalis (Figura 38), debido a que estas 

presentaron mayor porcentaje de identidad con la proteína reguladora de hierro de P. falciparum. Sin 

embargo, los alineamientos se observan mejor por separado ya que presentan diferencias en 

longitud. 
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Fig 32. Descripción de las secuencias obtenidas del proteoma de G. duodenalis, utilizando 

como sonda la secuencia de la proteína reguladora de hierro de P. falciparum. 
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Fig 33. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de P. falciparum y la 

secuencia IRP-like GL50803_28635 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un asterisco 

azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados 

y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 34. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de P. falciparum y la 

secuencia IRP-like GL50803_12174 de G. duodenalis. Los resultados muestran en un asterisco 

azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados 

y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 35. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de P. falciparum y la 

secuencia IRP-like GL50803_17385 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un asterisco 

azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados 

y en un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 36. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de P. falciparum y la 

secuencia IRP-like GL50803_35341 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un asterisco 

azul los sitios totalmente conservados, en dos puntos color verde los sitios conservados de grupos 

fuertes y en un punto color azul los sitios conservados de grupos débiles. 
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Fig 37. Alineamiento en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de P. falciparum y la 

secuencia IRP-like GL50803_9327 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un asterisco azul 

los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados y en 

un punto color azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 38. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de P. 

falciparum y las secuencias IRP-like GL50803_12174, GL50803_17385 de G. duodenalis.Los 

resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos color verde los 

aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color azul los aminoácidos débilmente 

conservados. 
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Finalmente, se realizaron comparaciones entre las secuencias IRP utilizadas como sondas (humano 

y P. falciparum) y las secuencias de Giardia (GL50803_12174, GL50803_17385, debido a que 

presentaron mayor porcentaje de similitud al utilizar como sonda la secuencia de la proteína 

reguladora de hierro de P. falciparumparásito protozoario evolutivamente cercano aGiardia) (Figura 

39). Al realizar dichas comparaciones observamos mayor homología con la secuencia 

GL50803_17385 debido a que presenta más sitios conservados con las proteínas reguladoras de 

hierro de humano y P. falciparum (Figura 40). Posiblemente también esta secuencia 

GL50803_17385 pudiera participar como IRP en Giardia. Por tanto, se muestran al menos cuatro 

candidatos a IRP-like en Giardia (GL50803_14790 proteína hipotética, GL50803_11099 proteína 

21.1, GL50803_17385 proteína hipotética y GL50803_9327 NEK cinasa). 

El encontrar ortólogos de IRP en G. duodenalis concuerda con lo reportado en P. falciparum 

(Loyevsky y col, 2001) en el cual se tiene la proteína recombinante y se une a algunas estructuras 

IRE-like de dicho parásito. En T. vaginalis en cambio no se ha reportado la presencia de una 

secuencia similar a la IRP; sin embargo, mediante ensayos REMSA, UV crossslinking, Northwestern 

y análisis de espectofotometría de masas; se identificó y caracterizó la α-actinina, una proteína 

citoplasmática de 135 kDa la cual interacciona específicamente con la estructura tallo-burbuja del 

RNAm de la tvcp4 localizada en la región 5´ (Calla-Choque y col, 2014). Por lo anterior, los 

protozoarios mencionados pudieran presentar el mecanismo de regulación IRE/IRP aunque con 

variantes de acuerdo a su posición en la escala evolutiva. Con estos análisis podemos sugerir la 

presencia de ortólogos de IRP en este protozoario, lo que apoya la existencia del mecanismo de tipo 

IRE/IRP también en G. duodenalis. 
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Fig 39. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de humano, 

proteína reguladora de hierro de P. falciparum y las secuencias IRP-like GL50803_12174, 

GL50803_17385 de G. duodenalis.Los resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos 

idénticos, en dos puntos color verde los aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color 

azul los aminoácidos débilmente conservados. 
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Fig 40. Alineamiento Múltiple en ClustalW entre la proteína reguladora de hierro de humano, 

proteína reguladora de hierro de P. falciparum y la secuencia IRP-like GL50803_17385 de G. 

duodenalis.Los resultados muestran en un asterisco azul los aminoácidos idénticos, en dos puntos 

color verde los aminoácidos fuertemente conservados y en un punto color azul los aminoácidos 

débilmente conservados. 
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D  Unión de los IREs like en RNAs de Giardiaa la proteína tipo IRP de humano  

Para que se presente el sistema de regulación por hierro tipo IRE/IRP los RNAm de Giardia deben 

presentar estructuras tallo-burbuja en sus UTR pero además estas deben unirse a proteínas tipo 

IRP. Por lo que seleccionamos dos estructuras tallo-burbuja, una encontrada en el RNAm que 

codifica para Catepsina L11 y la otra encontrada en el RNAm que codifica para la Proteína 

Ribosomal L13 (Cuadro 4). De las proteínas de virulencia se seleccionó la Catepsina L11 debido a 

que presentó una estructura tallo-burbuja con una longitud de 32 nt y presentó la secuencia 

GCCACA similar a la secuencia GGCACA encontrada en la tvcp4 en la región 5’ traducida en T. 

vaginalis (Solano-González y col, 2007) en la burbuja. De las proteínas ribosomales se seleccionó la 

RPL13, esta estructura tiene una longitud de 28 nt con una citosina no apareada y el motivo 

GUU/UUG propuesto para protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009). Para determinar si estas 

estructuras son reconocidas por proteínas IRPs, realizamos ensayos de retardo en geles de 

poliacrilamida. Para obtener las regiones del RNA del parásito G. duodenalis que contiene las 

estructuras tallo burbuja, se diseñaron oligonucleótidos como se indica en el cuadro 1 en Materiales 

y Métodos para su amplificación (Figura 41). Estos amplicones se transcribieron in vitro (Figura 42) 

para obtener los RNAm necesarios para la interacción con la IRP de humano y probar si estas 

regiones podían formar complejos ribonucleoproteicos con dicha proteína. Para lo anterior, se 

purificó la proteína hIRP-1 recombinante (Figura 43), como se indica en materiales y métodos, y se 

interaccionó con el IRE de ferritina de humano como control positivo (Figura 44). Nuestros resultados 

muestran la formación de complejos ribonucleoproteícos específicos entre los IREs-like de Giardia 

con la proteína IRP de humano lo que sugiere la existencia de un mecanismo de regulación 

postranscripcional por hierro tipo IRE/IRP similar al ser humano. 
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Fig 41. Amplificación por PCR de Catepsina L11 y RPL13 de G. duodenalis. Gel de agarosa al 3 

%. Carril 1 y 4, Marcador de tamaño molecular de 25 pb. Carril 2, Catepsina L11. Carril 3, RPL13.  
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Fig 42. Transcripción in vitro del IRE-ferritina, Catepsina L11 y RPL13 de G. duodenalis. Carril 

1 y 5, Marcador de 25 pb. Carril 2, IRE-ferritina. Carril 3, Catepsina L11. Carril 4, RPL13.  

 

 

 

  



136 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 43. Expresión y purificación de la proteína hIRP-1. Carril 1, Marcador de tamaño molecular de 

amplio rango. Carril 2, extracto de E. coli sin inducir. Carril 3, sobrenadante. Carril 4, pastilla. Carril 5, 

sobrenadante lisado. Carril 6, pastilla lisada. Carriles 7-9, proteína IRP purificada por cromatografía 

de afinidad (GST- etiqueta en pGEX que se une a Glutation sefarosa 4 FF). 
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Fig 44. Formación de complejos entre los RNAm´s de G. duodenalis y la proteína IRP-1 

recombinante de humano. La proteína recombinante purificada se incubó con el IRE de ferritina de 

humano como control y con los RNAm con estructuras tipo IREs de G. duodenalis a 4 °C por 15 

minutos. Los complejos se observaron en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 6%. Carril 

1, IRE- fer libre. Carril 2, interacción IRE/IRP. Carril 3, complejo IRE-Catepsina/ IRP. Carril 4, 

complejo IRE-RPL13/ IRP. 
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La unión de las estructuras seleccionadas en este estudio contenidas en el RNAm de Catepsina L11 

y RPL13 a la hIRP-1 fortalece la hipótesis de la presencia del mecanismo de regulación 

postranscripcional por hierro en este parásito. La localización del IRE-like en la región 5´ codificante 

del RNAm de la Catepsina L11 es similar a la encontrada en el IRE de tvcp4 de T. vaginalis (Solano-

González y col, 2007). De esta manera, cuando el parásito se encuentra en bajas condiciones de 

hierro, la proteína citoplasmática de tipo IRP se une al IRE-like encontrado en el RNAm de 

Catepsina L11, por lo que esta unión funciona como represor de la traducción y por lo tanto no se 

esperaría expresión de la proteína en bajo hierro. Por otro lado, si el parásito se encuentra en 

condiciones de alto hierro una proteína tipo IRP en el citoplasma no tendría la capacidad de unirse a 

la estructura tipo IRE localizada en su RNAm por lo que no hay actividad represora para la 

maquinaria de traducción de la Catepsina L11. Para demostrar lo anterior, se necesitan otras 

estrategias experimentales como ensayos de RT-PCR para determinar el nivel de regulación de la 

Catepsina L11 y los ensayos de unión RNA-proteína en el sistema homólogo. En otros parásitos se 

ha reportado la importante función de las proteasas en los diferentes mecanismos de patogenicidad 

(León-Sicairos y col, 2015 in press; Solano-González y col, 2007; Park y col, 2001,) así como el 

efecto del hierro en la expresión diferencial a nivel de RNA y proteína. Por lo anterior, aunque no 

está reportada la función específica de la Catepsina L11 en Giardia posiblemente esta también se 

regule por hierro y participa en alguno de los mecanismos de patogenicidad además de proporcionar 

nutrimentos al patógeno y de esta manera se pudiera explicar que G. duodenalis provoca una 

disminución de hierro en suero sanguíneo de su hospedero (Monajemzadeh y Monajemzadeh, 

2008).  

Como es bien sabido, las proteínas ribosomales son fundamentales en la síntesis de proteínas 

(Jones-Dylan y col, 2013). En E. histolytica, se observó una expresión diferencial por hierro en la 

proteína ribosomal PRL21 y nuestro equipo de trabajo reportó que contiene un IRE en su RNAm 

(Hernández-Peña y col, 2015 en revisión). La RPL13 de G. duodenalis contiene una estructura tallo-

burbuja de 28 nt en la región 5´ traducida y presenta el motivo GUU específico para protozoarios 

(Torres-Romero y Arroyo; 2009) y una citosina no apareada en el tallo medio. Además, los ensayos 

de retardamiento en geles de poliacrilamida (Figura 45) muestran la formación de complejos 

ribonucleoproteícos entre los RNAm de Giardia con la proteína IRP de humano lo que sugiere la 

existencia de un mecanismo de regulación postranscripcional por hierro tipo IRE/IRP similar al ser 
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humano. Esta proteína ribosomal presentaría el mismo panorama que el descrito anteriormente para 

la Catepsina L11, ya que contiene el IRE-like en la región 5´ UTR.  

Finalmente, para nuestro conocimiento este es el primer estudio relacionado con el efecto del hierro 

en el crecimiento y el mecanismo de regulación por hierro tipo IRE/IRP en G. duodenalis. Nuestros 

datos podrían contribuir al entendimiento de la expresión regulatoria de genes en G. duodenalis, así 

como en el diagnóstico y tratamiento de la giardiasis y sus complicaciones. 
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IX  CONCLUSIÓN 

Las estructuras tallo-burbuja encontradas en RNAm de G. duodenalis, la unión del IRE-Catepsina 

L11, IRE-RPL13 y el efecto del hierro en el crecimiento del parásito sugieren la existencia de un 

mecanismo de regulación postranscripcional tipo IRE-IRP en este protozoario en su forma más 

primitiva. 
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X  PERSPECTIVAS 

1. Continuar con el estudio del efecto del hierro en el crecimiento del parásito utilizando otras 

concentraciones de hierro. 

2. Valorar el efecto del hierro sobre la adhesión de trofozoitos de G. duodenalis hacia células 

epiteliales en cultivo. 

3. Evaluar el daño citotóxico ejercido por los trofozoitos de G. duodenalis crecidos en 

diferentes concentraciones de hierro. 

4. Identificar proteínas expresadas diferencialmente en los trofozoitos de G. duodenalis 

crecidos en diferentes concentraciones de hierro. 

5. Evaluar la expresión diferencial por hierro de algunos genes utilizados como modelo de 

estudio. 

6. Continuar con el estudio del mecanismo de regulación por hierro en el sistema homólogo. 
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ABREVIATURAS 

A Adenina 

ADNc ácido desoxirribonucleico complementario 

APS persulfato de amonio 

C Citosina 

°C grados centígrados 

DNA ácido desoxirribonucleico 

G  Guanina 

g Gramo 

h Hora 

H2O  Agua 

HCl  ácido clorhídrico 

IPTG  isopropil-β-D-1-tiogalactopitanósido 

IRE elementos de respuesta al hierro 

IRP  proteínas reguladoras por hierro 

M Molar 

Mbp  mega pares de bases 

min  Minutos 

mL  Mililitros 

mM  Milimolar 

µL  Microlitros 

µM Micromolar 

nt  Nucleótidos 

pb par de bases 

PCR  reacción en cadena de la polimerasa 

pH potencial de hidrógeno 

PBS solución amortiguadora de fosfatos 

RNAm ácido ribonucleico mensajero 

rpm revoluciones por minuto 

s Segundos 
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TBE solución amortiguadora de Tris, borato y EDTA 

UTR región no codificante 

UV Ultravioleta 

V Voltios 
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APÉNDICE 

A  Preparación de medios de cultivo TYI-S-33 

1. Medio de cultivo en Bajo hierro 

 Fosfato de potasio dibásico 0.2525 g 

 Fosfato de potasio monobásico 0.1623 g 

 Peptona de caseína 5.0 g 

 Extracto de levadura 2.5 g 

 L-cisteína 0.5015 g 

 D-glucosa 2.5 g 

 Ácido ascórbico 0.0513 g 

 Resina Quelex 1.25 g 

 Cloruro de sodio 0.57 g 

 Bilis bovina 0.2095 g 

Una vez añadida la resina quelex, tapar el vaso de precipitado con papel aluminio y dejar en 

agitación durante 16 hrs, en un cuarto frío (4°C). 

Aforar a 250 ml de H2O desionizada y ajustar a un pH de 7.0. 

Realizar un pre-filtrado con embudo y papel fitro Whatman #2. 

Esterilizar por filtración al vacío. 

2. Medio de cultivo Normal 

 Fosfato de potasio dibásico 0.2525 g 

 Fosfato de potasio monobásico 0.1623 g 

 Peptona de caseína 5.0 g 

 Extracto de levadura 2.5 g 

 L-cisteína 0.5015 g 

 D-glucosa 2.5 g 

 Ácido ascórbico 0.0513 g 

 Citrato de amonio férrico 0.0062 g 

 Cloruro de sodio 0.57 g 

 Bilis bovina 0.2095 g 

Aforar a 250 ml de H2O desionizada y ajustar a un pH de 7.0. 
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Realizar un pre-filtrado con embudo y papel fitro Whatman #2. 

Esterilizar por filtración al vacío. 

3. Medio de cultivo en Alto hierro 

 Fosfato de potasio dibásico 0.2525 g 

 Fosfato de potasio monobásico 0.1623 g 

 Peptona de caseína 5.0 g 

 Extracto de levadura 2.5 g 

 L-cisteína 0.5015 g 

 D-glucosa 2.5 g 

 Ácido ascórbico 0.0513 g 

 Citrato de amonio férrico 0.0124 g 

 Cloruro de sodio 0.57 g 

 Bilis bovina 0.2095 g 

Aforar a 250 ml de H2O desionizada y ajustar a un pH de 7.0. 

Realizar un pre-filtrado con embudo y papel fitro Whatman #2. 

Esterilizar por filtración al vacío. 

B  Soluciones para la transcripción in vitro 

1. Acetato de sodio 3 M 

Disolver 40.8 g de acetato de sodio en 100 ml de H2O destilada y ajustar a un pH de 5.2 con ácido 

acético y esterilizar en autoclave. 

2. TBE 10X (Amortiguador de electroforesis) 

 108 g Tris base 

 55 g ácido bórico 

 40 ml EDTA 0.5 M pH 8 

Aforar a 1000 ml con agua destilada y se esteriliza. 

C  Soluciones para la inducción y purificación de la proteína recombinante 

1. Medio LB 

 Triptona                    10 g 
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 Extracto de levadura  5 g 

 Cloruro de sodio         5 g 

 Hidróxido de sodio     1ml 

Disolver todos los ingredientes en 800 ml de agua destilada y ajustar a un pH de 7 con el hidróxido 

de sodio 1N y llevar a un volumen final de 1000 ml. Esterilizar en autoclave. 

2. LB- ampicilina 

Se añade 1 µl de ampicilina por cada ml de medio LB. 

3. IPTG 100mM 

Se disolvieron 0.297 g en 12.5 ml de H2O inyectable. Se protege de la luz y se almacena a -20 °C. 

4. PBS 10 X 

 Cloruro de sodio                 80 g 

 Cloruro de potasio                2 g 

 Na2HPO47H2O                    11.5 g 

 KH2PO4                                                 2 g 

Aforar a 1000 ml y esterilizar. 

5. PBS 1X- tritón 1% (Buffer de lisis) 

 Tritón 100 x                 49.5 ml 

 PBS 1X                         0.5 ml 

6. Glutatión reducido 10mM 

 Glutatión reducido           0.76 g 

 Tris- HCl 50 mM pH 8      1.51375 g 

Se disolvieron en 250 ml de H2O desionizada y se llevó a un pH de 8 con HCl. 

D  Soluciones para electroforésis SDS-PAGE 

1. Acrilamida al 30%/Bisacrilamida al 0.8% 

 Acrilamida                    29.2 g 

 Bisacrilamida                0.8  g 

Disolver en 40 ml de agua destilada y una vez disuelto aforar a 100 ml. 
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Filtrar a través de papel filtro “Whatman” No. 1 

Almacenar a 4°C hasta un mes, previamente protegido de la luz. 

2. Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 

 Tris base                  27.23 g 

Disolver en 80 ml de H2O destilada ya ajustar a un pH de 8.8 con HCl. 

Aforar a un volumen final de 150 ml con H2O destilada y almacenar a 4°C. 

3. Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 

 Tris base                  6 g 

Disolver en 60 ml de H2O destilada ya ajustar a un pH de 6.8 con HCl. 

Aforar a un volumen final de 100 ml con H2O destilada y almacenar a 4°C. 

4. SDS 10 % 

Disolver 10 g en 90 ml de H2O destilada y llevar a un aforo de 100 ml. 

5. Persulfato de amonio al 10% 

Disolver 0.01 g en 1 ml deH2O destilada y almacenar a -4 °C. 

E  Solución colorante de proteínas (azul brillante de coomassie) 

 Metanol                      45 ml 

 Ácido acético              10 ml 

 Agua destilada            45 ml 

 Azul de Coomassie       0.25 g 

Tapar perfectamente el matraz y disolver. Almacenarse a temperatura ambiente. 

F  Solución decolorante de geles de poliacrilamida 

 Metanol                     45 ml 

 Ácido acético            10 ml 

 Agua destilada          45 ml 

Tapar perfectamente el matraz y disolver. Almacenarse a temperatura ambiente. 
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G  Formulación de geles de poliacrilamida al 7 % 

1. Gel separador 

Soluciones 1 gel 2 geles 

Agua destilada 2.55 ml 5.1 ml 

Acrilamida al 30 1.15 ml 2.3 ml 

Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 1.25 ml 2.5 ml 

SDS 10% 0.05 ml 0.1 ml 

APS 10% 75 µl 150 µl 

TEMED 10 µl 20 l 

2. Gel concentrador 

Soluciones 1 gel 2 geles 

Agua destilada 1.525 ml 3.05 ml 

Acrilamida al 30 0.325 ml 0.65 ml 

Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 0.6 ml 1.2 ml 

SDS 10% 25 µl 50 µl 

APS 10% 50 µl 100 µl 

TEMED 7.5 µl 15 µl 

 

H  Preparación de geles para retardos (6%) 

Acrilamida al 30% 3 ml 

TBE 10 X 0.75 ml 

Agua desionizada 11.25 ml 

APS 10% 200 µl 

TEMED 50 µl 

 

 

  



160 

 

ANEXOS 

A  Presentación en Congresos Nacionales e Internacionales: 

1. CONGRESO INTERNACIONAL DE INGENIERÍA BIOQUÍMICA, XIX CONGRESO 

NACIONAL DE INGENIERÍA BIOQUÍMICA Y XII JORNADAS CIENTÍFICAS DE 

BIOMEDICINA Y BIOTECNOLOGÍA MOLECULAR, Mazatlán, Sinaloa, México 9-11 abril del 

2014; titulo de ponencia: Estructuras tallo-burbuja en RNAm que codifican proteínas de 

virulencia en Giardia duodenalis. Laura Yuliana Plata Guzmán, Jeanett Chávez Ontiveros, 

Rossana Arroyo Verástegui,  Cuauhtemoc Reyes Moreno, Jorge Milán Carrillo, José Antonio 

Garzón Tiznado y Claudia del Rosario León Sicairos. 

 

2. XXXIV ENCUENTRO NACIONAL Y III CONGRESO INTERNACIONAL DE LA ACADEMIA 

MEXICANA DE INVESTIGACIÓN Y DOCENCIA EN INGENIERIA QUIMICA A. C, Mazatlán, 

Sinaloa, México 7-10 mayo del 2014; titulo de ponencia:El RNAm de la FeSOD de E. 

histolytica contiene un IRE-like en su 3’ UTR. Jorge Hernandez-Peña, Laura Yuliana Plata-

Guzmán, Dulce Xitlalic Beltrán-Mendoza, Rosana Arroyo, José Antonio Garzón-Tiznado, 

Claudia del Rosario León-Sicairos. 

 

3. SEGUNDO ENCUENTRO DE JÓVENES INVESTIGADORES EN EL ESTADO DE 

SINALOA ORGANIZADO POR EL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGÍA Y 

LA UNIVERSIDAD POLITÉCNICA DE SINALOA, Mazatlán, Sinaloa, México, 25 y 26 de 

septiembre de 2014; título: Análisis in silico de una proteína reguladora de hierro (IRP) en E. 

histolytica. José Gorgonio Acuña Ochoa, Vianca Lizeth Ibarra García, Mario León Barraza, 

José Antonio Cruz Cárdenas, Jesús Rodrigo Payán Benitez, Jesús Christian Grimaldy 

Olivas, Claudia del Roario León Sicairos, Laura Yuliana Plata Guzmán, Liliana Soto Castro 

y José Antonio Garzón Tiznado. 

 

4. 13TH INTERNATIONAL CONGRESS OF PARASITOLOGY, THE MEXICAN SOCIETY OF 

PARASITOLOGY Y THE WORLD FEDERATION OF PARASITOLOGISTS. MEXICO CITY, 

MEXICO, 10th-15 th AUGUST, 2014. 1) Iron Regulatory Proteins in the G. duodenalis 

genome. Laura Plata, Liliana Soto, Rossana Arroyo, Cuauhtémoc Reyes, Jorge Milán, José 

Antonio Garzón, Claudia del Roario León. 2) Iron Regulatory Protein-Like y Differential Gene 
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Expression in E. histolytica. Liliana Soto, Laura Yuliana Plata-Guzmán, Magda Reyes-

López, Guillermo Ortiz-Estrada, Leticia Michelli Valle-García, Mireya de la Garza, Rossana 

Arroyo, José Antonio Garzón-Tiznado, Claudia del Rosario León-Sicairos. 

 

5. XXX CONGRESO NACIONAL DE BIOQUÍMICA. Guadalajara, Jalisco, México, 2-8 de 

noviembre del 2014.1) Homologue sequences to Iron Regulatory Protein in Giardia 

duodenalis genome. Laura Yuliana, Plata-Guzmán; Liliana, Soto-Castro; Milagro de Jesús, 

Luque-Ramírez; Jeanett, Chávez-Ontiveros; Héctor Samuel, López-Moreno; Rossana, 

Arroyo; Cuauhtémoc, Reyes-Moreno; Jorge, Milán-Carrillo; José Antonio, Garzón-Tiznado; 

Claudia del Rosario, León-Sicairos.2) Homologue sequences to Iron Regulatory Protein in 

Entamoeba histolytica genome. Leticia Michelli Valle-García, Liliana Soto-Castro, Laura 

Yuliana Plata-Guzmán, José Gorgonio Acuña Ochoa, Vianca Lizeth Ibarra García, Mario 

León Barraza, José Antonio Cruz Cárdenas, Jesús Rodrigo Payán Benitez, Jesús Christian 

Grimaldy Olivas, Rossana Arroyo, José Antonio Garzón-Tiznado, Claudia del Rosario León-

Sicairos. 
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1. CONGRESO INTERNACIONAL DE INGENIERÍA BIOQUÍMICA, XIX CONGRESO 

NACIONAL DE INGENIERÍA BIOQUÍMICA Y XII JORNADAS CIENTÍFICAS DE 

BIOMEDICINA Y BIOTECNOLOGÍA MOLECULAR 
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Estructuras tallo-burbuja en RNAm que codifican proteínas de virulencia en Giardia duodenalis
.Laura Yuliana Plata Guzmán,  Jeanett Chávez Ontiveros, Rossana Arroyo Verástegui,  Cuauhtemoc Reyes Moreno,  Jorge Milán 

Carrillo, José Antonio Garzón Tiznado y Claudia del Rosario León Sicairos.

Universidad Autónoma de Sinaloa (UAS). Programa Regional del Noroeste para el Doctorado en Biotecnología de la Facultad de Ciencias Químico 
Biológicas. Av. De las Américas y Josefa Ortiz (Cd. Universitaria). Culiacán, Sin., México. C.P. 80030.

E-mail claudia_leonsicairos@yahoo.com.mx

Las enfermedades infecciosas representan un grave problema de salud pública

causando grandes pérdidas económicas a nivel mundial. El parásito protozoario

Giardia duodenalis es el agente causal de la giardiasis, una de las enfermedades

intestinales más frecuente especialmente en niños, entre sus complicaciones se

encuentra el “síndrome de mala absorción de nutrimentos”. Estudios recientes

muestran la gran de necesidad de Giardia por el hierro y la relación directa de la

presencia de esta parasitosis con anemia en niños. Sin embargo, los mecanismos

para mantener la homeostasis celular en estos organismos han sido poco estudiados.

La regulación postranscripcional por el sistema IRE/IRP es la más estudiada en el

humano y se compone de proteínas citoplásmicas reguladoras de hierro que

interactúan con elementos de respuesta a hierro (IREs), los cuales son estructuras de

tallo-burbuja conservadas que se encuentran en las regiones no traducidas (UTR) de

los RNAm que codifican proteínas relacionadas a la homeostasis del hierro (Figura 1).

El almacén de hierro celular regula la unión de las proteínas IRP por mecanismos

distintos. Cuando los niveles de hierro son altos se inhibe la actividad de unión al IRE,
sin embargo cuando los niveles de hierro celular son bajos, la IRP se une al IRE.

Proteínas de virulencia

Genoma de G.duodenalis

GenBank

UTR Señal/Secuencia

5 Region rica en T/A

3 
AGTPuAA

Variantes

Zuker Mfold

Introducción Resultados y Discusión

Materiales y Métodos

Desarrollo Experimental

El estudio de este mecanismo se ha extendido a eucariontes primitivos como T.

vaginalis donde se encontró un IRE en la región 5’ traducida de la cisteín proteinasa 4

(2) y otro en la región 3’ UTR de la cisteín proteinasa 12 (1) involucradas en virulencia.

Por su cercanía evolutiva y la importancia del hierro entre ambos protozoarios, se

hipotetiza que Giardia también pudiera presentar estructuras tallo burbuja en RNAm

que codifican proteínas de virulencia. El objetivo de este proyecto fue buscar

estructuras tallo-burbuja en RNAm que codifican para proteínas de virulencia de este

protozoario.

Figura 1. Sistema de Regulación IRE/IRP. Proteínas involucradas en el

almacenamiento de hierro.

Primeramente, se utilizó la base de datos de la secuencia del genoma de G.

duodenalis en busca de genes que codifican proteínas de virulencia. Los extremos de

las secuencias se delimitaron de acuerdo a los motivos reportados para este parásito;

la formación de estructuras secundarias se analizaron mediante el programa Zuker

mfold y se encontraron IREs-like en veinticinco RNAm analizados.

Los resultados muestran que en veinticinco RNAm analizados (Cuadro 1), se formaron

treinta estructuras tallo-burbuja (Figura 2) debido a que en cinco se encontraron

estructuras en ambos extremos.

Proteína Gen ID Región Secuencia del tallo-burbuja
Catepsina B precursor GL50803_14019 5´ RC auuu[u]aaaAUGaagcucuuucuccucgccgcugcagcuuucucugcgcccgcccu

Catepsina B precursor GL50803_14019 3´ UTR cuucgaugagUAAgcaaugaauacucuUGUAAAcggaagauc[u]cagacaa

Catepsina B precursor GL50803_16779 5´ RC ga[u]uaaAUGaagcucuuucuccucgccgcugcagcuuucucugcgcccgccc

Catepsina B precursor GL50803_16779 3´ RC/UTR aguaauagguggguucuuugagaacUAAcuggugaauccauuuuauAGUAAAucauggc[c]

aggagggu

Catepsina B precursor GL50803_10217 3´ UTR gacUAGcgccugucuucauacauagcuaccauugcccuaauggguagaAGUAAAcguuuuu

[c]ugguc

Catepsina B precursor GL50803_16468 3´ UTR gcagugaagUAAacgUCCAAAggcuuuuuggga[a]aaagucaugcccggg

Catepsina B precursor GL50803_16160 5´ RC cac[c]aguuAUGgaugcauugauugagccaaacaugcuuuuagcuaaagucu

Catepsina B precursor GL50803_16160 3´ UTR gagUGAauccgcuuuuguccucaacugugucuggugguccgguuaaGCUAAAaaguuaca

[g]cg

Catepsina B precursor GL50803_17516 5´ RC aaauccuu[u]aaaAUGaggcuucugauccuucugauugcaucccuagccgag

Catepsina B precursor GL50803_15564 5´ RC gucagacggc[a]ccAUGcgcgcgggaauccucugguggcgcugucggucuag

Catepsina B-like 

cisteína proteinasa 3 

precursor

GL50803_114165 5´ RC ggccacggaaa[u]aaaAUGaugguacuucuaccauucuugcuauugcuauauggcacacuu

Catepsina L-like 

proteasa

GL50803_3099 5´ RC uaauauuuaaaaga[a]ccauaAUGuauacuuuguugguguucauacugucgaauccuc

Catepsina L-like 

proteasa

GL50803_137680 5´ UTR/RC cugaaggacuuuuau[a]aaaguagugAUGugguuguccuauuuucuggugaucuuuuug

Catepsina L precursor GL50803_17607 3´ UTR uugggUGAcuauauaugguuacuuaaggagcgcuauagccccCUCAAAcuggccaac[c]uu

Catepsina L precursor GL50803_9548 5´ RC uag[c]gugcuAUGgugucgaugcuuugugccacaacaaucuuuuggcuagg

Catepsina L precursor GL50803_3169 5´ RC cuaagaca[u]cucacAUGuuagcgcuauugcucuuuauugucugcuguguuu

Catepsina L precursor GL50803_3169 3´ UTR gaagUAGgugcggaugacuucuaacuauuAGUGAAuaguagug[a]auagu

Catepsina L precursor GL50803_16380 3´ RC/UTR gaugguugagUAAauugcccggguugGUGAAugugcucuggccuugg[u]caa

Catepsina L precursor GL50803_14983 3´ RC/UTR cgguaguuaacaaaagaaaaagcUAAAGUAAAuucugugga[c]gcugucu

Cisteín proteasa GL50803_113656 5´ UTR/RC ggccca[a]aaaaggaccggAUGuugcugcuuaccuugucuuuccucugcgcg

Cisteín proteasa GL50803_113656 3´ RC/UTR cgcacaagggcgugUAGcgccuagcgCCCGAAcuccucguc[g]uagagg

Cisteín proteasa GL50803_114773 3´ RC/UTR cgcacaagggcgugUAGcgccuagcgCCCGAAcuccucguc[g]uagagg

Cisteín proteasa GL50803_114915 3´ RC/UTR cgcacaagggcgugUAGcgccuagcgCCCGAAcuccucguc[g]uagagg

Cisteín proteasa GL50803_112831 3´ RC/UTR cgcacaagggcgugUAGcgccuagcgCCCGAAcuccucguc[g]uagagg

Dipeptidil-peptidasa I 

precursor

GL50803_14566 5´ RC ggccagaaaa[a]aaucAUGcuuuucaucuuggcgcuccugggacucuuauuaucagauacu

Dipeptidil-peptidasa I 

precursor
GL50803_28651

3´ UTR augcauuaUAGaugcacugaguguuuaacugagugcuuaucgcCAUAAAgacucac[c]uau

Enquistación-especifíca 

proteasa

GL50803_22553 3´ RC/UTR gugaggagcuaagcaugcuuucaaauccaUGAAGUAAAugauuccaca[a]guacaauuaca

Proteína hipotética GL50803_6369 5´ UTR/RC gaga[u]gagacucauAUGacuacuggauugcucguaacucuuggggagaag

Proteína hipotética GL50803_113303 3´ UTR cucauUGAcacacucuGAUGAAcuagaugguaaaucuaucc[u]aagcaaa

Sentrin especifíca 

proteasa

GL50803_16438 3´ UTR gagcucugcUAGgccuaugggucuggugucuaaguuguguUUGAAAacccuacuc[u]gcc

Cuadro 1. IRE’s-like en proteínas de virulencia de G. duodenalis

Esta es la primera evidencia de estructuras IRE-like en Giardia por lo que se podría

sugerir la presencia de un mecanismo de regulación por hierro similar al típico IRE/IRP

reportado en humano.

.

Figura 2. Estructuras tallo-burbuja en RNAm que codifican proteínas de virulencia.

Características No. de secuencias

Total 25

Estructura tallo-burbuja 30

Motivo GUU/UUG (Parásitos protozoarios) 8

Motivo GGCACA (Tvcp4) 1

Motivo CAGUGN (Humano) 1

Motivo CUUUC/CUUC 6

Cuadro 2. Resumen
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BACKGROUND

Iron is an important element for the survival of all living cells including

protozoan parasites. Recent studies show the great necessity of Giardia

by iron and the direct relationship of the presence of this parasite in

children with anemia (3). However, mechanisms to maintain cellular

homeostasis in these organisms have been poorly studied.

Posttranscriptional regulation by the IRE/IRP system (Figure 1) is

studied in humans and consists of iron cytoplasmic regulatory proteins

that interact with iron responsive elements (IRE). Cellular iron store

regulates the binding of IRP-1 and IRP-2 proteins by different

mechanisms (1), when iron levels are high the IRP binding activity is

inhibited, however, when cellular iron levels are low, the IRP binds to

IRE.

Iron uptake
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mAconitase

Ferroportin
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Heme synthesis

TCA cycle
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mAconitase

Ferroportin

TfR1

DMT1

TfR1

DMT1

Inactive IRP1/2

Fe

Degradation

Proteasomal of IRP2

Inactivaction of IRP1

(Assembly the group Fe-S)

METHODS

RESULTS

Giardia genome shared homology with: human IRP GL50803_14790

(32%) and GL50803_7555 (20%), IRP-1A protein of D. melanogaster

GL50803_11099 (35%), GL50803_103818 (33%), GL50803_14790

(30%), GL50803_16220 (30%) and GL50803_86821 (26%), IRP-1B

protein of D. melanogaster GL50803_11389 (32%) and

GL50803_93551 (27%), IRP-like of P. falciparum GL50803_12174

(38%), GL50803_17385 (38%), GL50803_28635 (30%),

GL50803_35341 (25%) and GL50803_9327 (23%), see Figure 2.

CONCLUSION

Figure 1. IRE/IRP system. Proteins involved in iron storage (Hentze y

cols., 2004).

Recently in T. vaginalis, were found stem-loop structures which bind to

both recombinant human IRP and cytoplasmic extracts of the parasite in

low iron conditions (2,4). By their evolutionary proximity and the

importance of iron in these protozoa, it is hypothesized that G.

duodenalis may also have some iron regulatory proteins. The aim of this

study was to search iron regulatory proteins in G. duodenalis to suggest

a post-transcriptional IRE/IRP mechanism.

IRP sequences search were performed using as probe: cytoplasmic iron

regulatory protein 1 (Homo sapiens), iron regulatory protein 1A

(Drosophila melanogaster), iron regulatory protein 1B (Drosophila

melanogaster), iron regulatory protein (Plasmodium falciparum); which

were obtained from GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), used to search

for homologies in G. duodenalis genome (www.giardiadb.org).

This is the first evidence of IRP proteins in Giardia which may suggest

the presence of an IRE-IRP mechanism in this protozoa.
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BACKGROUND RESULTS

Iron is an important element for the survival of all living cells including

protozoan parasites. Recent studies show the great necessity of Giardia

duodenalis by iron and the direct relationship of the presence of this

parasite in children with anemia (3). However, mechanisms to maintain

cellular homeostasis in these organisms have been poorly studied.

Posttranscriptional regulation by the IRE/IRP system (Figure 1) is

studied in humans and consists of iron cytoplasmic regulatory proteins

that interact with iron responsive elements (IRE). Cellular iron store

regulates the binding of IRP-1 and IRP-2 proteins by different

mechanisms (1), when iron levels are high the IRP binding activity is

inhibited, however, when cellular iron levels are low, the IRP binds to

IRE.
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Figure 1. IRE/IRP system. Proteins involved in iron storage (Hentze y cols.,

2004).

Recently in T. vaginalis, were found stem-loop structures which bind to

both recombinant human IRP and cytoplasmic extracts of the parasite

in low iron conditions (2,4). By their evolutionary proximity and the

importance of iron in these protozoa, it is hypothesized that G.

duodenalis may also have some iron regulatory proteins. The aim of

this study was to search iron regulatory proteins in G. duodenalis to

suggest a post-transcriptional IRE/IRP mechanism.

METHODS

IRP sequences search were performed using as probe: cytoplasmic

iron regulatory protein 1 (Homo sapiens), iron regulatory protein 1A

(Drosophila melanogaster), iron regulatory protein 1B (Drosophila

melanogaster), iron regulatory protein (Plasmodium falciparum); which

were obtained from GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), used to search

for homologies in G. duodenalis genome (www.giardiadb.org).

Our data show that sequences in Giardia duodenalis genome shared

homology with: human IRP GL50803_14790 (32%) and GL50803_7555

(20%), IRP-1A protein of D. melanogaster GL50803_11099 (35%),

GL50803_103818 (33%), GL50803_14790 (30%), GL50803_16220

(30%) and GL50803_86821 (26%), IRP-1B protein of D. melanogaster

GL50803_11389 (32%) and GL50803_93551 (27%), IRP-like of P.

falciparum GL50803_12174 (38%), GL50803_17385 (38%),

GL50803_28635 (30%), GL50803_35341 (25%) and GL50803_9327

(23%). All of them encoded for hypothetical proteins, see Figure 2.

CONCLUSION

Figure 2. Multiple alignment in ClustalW between Human, Plasmodium

falciparum and Giardia duodenalis IRP sequences.

This is the first evidence of IRP-like proteins in Giardia duodenalis which

may suggest the presence of an IRE-IRP mechanism in this protozoon,

experimental studies to confirm that are in process.
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