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|. RESUMEN
Entamoeba histolyticay Giardia duodenalis, son dos protozoos que causan infecciones intestinales,
amebiasis y giardiosis respectivamente, ambas parasitosis tienen gran relevancia en la salud
publica a nivel mundial. En México, se ha reportado una prevalencia superior al 30% en algunas
zonas, entre ellas Sinaloa. Estos protozoarios requieren altas concentraciones de hierro para
sobrevivir y efectuar su patogenicidad; sin embargo, los mecanismos de homeostasis y efecto del
hierro en los amitocondriados aun se encuentran en estudio. En células eucariontes la homeostasis
del hierro se regula a través de un sistema post-trascripcional IRE/IRP (“Iron Responsive Element”
/ "Iron Regulatory Protein”). Los IREs son estructuras de tallo-burbuja localizados en las regiones
5’y 3" no traducidas (UTR) de los RNAm que codifican proteinas involucradas en el metabolismo
del hierro; las IRPs son proteinas reguladas por hierro que se unen a los IREs en condiciones de
restriccion de hierro y, dependiendo de la localizacién del IRE, pueden promover o inhibir la
traduccion de dichas proteinas. En E. histolytica y G. dodenalis hipotetizamos que la concentracion
de hierro puede modular la expresion de factores de virulencia (FV), entre los que podemos
encontrar proteinas tipo IRP que indicarian la presencia de un sistema tipo IRE/IRP. La
metodologia comprende una busqueda bibliogréafica y analisis in silico de FV que se modulan por
hierro en ambos protozoarios, posteriormente se identificaron y caracterizaron FV que pudiesen
actuar como proteinas tipo IRP, encontrando candidatos como actininas, actinas o chaperonas de
DNAK para E. histolytica y proteinas variantes de antigenos de superficie (VSP) para G. duodenalis.
Posteriormente, se estandarizaron metodologias para estudios de interaccion RNA-proteinas sin
marcaje radiactivo y se demostré de manera experimental la presencia de un sistema homologo
en G. duodenalis, al interactuar el IRE de Ferritina de humano (IREfeh) y un IRE de Actina de G.
duodenalis, ambos obtenidos por transcripcion in vitro, con extractos citoplasmaticos del parasito
en Ensayos de Cambio de Movilidad Electroforética con RNA (REMSA). Los resultados sugieren
la presencia de un sistema de regulacién postranscripcional homologo en G. duodenalis tipo
IRE/IRP. En conclusién, en este trabajo se describen factores de virulencia regulados por hierro y
se muestran resultados preliminares de la presencia e interaccion de elementos que integran el
mecanismo IRE/IRP en dos parasitos de importancia médica, lo que ayudaria en un futuro para la

busqueda de nuevos blancos farmacoldgicos.
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ABSTRACT

Entamoeba histolytica and Giardia duodenalis are two protozoa that cause intestinal infections,
amoebiasis and giardiosis respectively, both parasitoses have great relevance in public health
worldwide. In Mexico, a prevalence of more than 30% has been reported in some areas, including
Sinaloa. These protozoa require high concentrations of iron to survive and affect their pathogenicity;
however, the mechanisms of homeostasis and the effect of iron on amitochondriates remain under
study. In eukaryotic cells, iron homeostasis is regulated through a post-transcriptional IRE/IRP
system ((Iron Responsive Element / Iron Regulatory Protein). IREs are stem-loops structures
located in the 5'and 3’untranslated regions (UTR) of mRNA encoding proteins involved in iron
metabolism. IRPs are iron regulatory proteins that are capable to binds IREs in low iron conditions
and, depending on IRE location, can promote or inhibit proteins translation. In E. histolytica and G.
dodenalis we hypothetized that iron concentration could modulate the expression of virulence
factors (VF), including IRP-like proteins that would indicate the presence of a homologous IRE/IRP
system. The methodology used involve a bibliographic search and in silico analysis of VF that were
modulated by iron in both protozoa, then, VF that could act as IRP-like proteins were identified and
characterized, the results showed candidates such as actinins, actins or DNAk chaperones in E.
histolytica and proteins with specific surface antigen variants (VSP) in G. duodenalis. In addition,
RNA-proteins interactions without radiolabelling assays were standardized. Subsequently, the
presence of a homologous system in G. duodenalis was experimentally analyzed, by interacting the
human Ferritin IRE (IREfeh) and a G. duodenalis Actin IRE-like, both obtained by in vitro
transcription, with cytoplasmic extracts of the parasite in RNA-electrophoretic mobility shift assays
(REMSA). The results suggest the presence of a homologous postranscriptional regulation system
in G. duodenalis IRE/IRP-like. In conclusion, this work describes iron regulated virulence factors
and shows preliminary data of the presence and interaction of elements of the IRE/IRP mechanism
in two parasites of medical importance, which would help in the future in the search for new

pharmacological targets.
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Il. INTRODUCCION

Dos protozoarios responsables de enfermedades intestinales con gran impacto en la salud
publica a nivel mundial son Entamoeba histolytica y Giardia duodenalis, agentes causales de la
amebiasis y giardiasis respectivamente, tanto una como la otra constituyen parasitosis con gran
importancia epidemioldgica y clinica por su alta morbilidad y patogenicidad, su prevalencia se
concentra en paises desarrollados y en vias de desarrollo, asi como en sitios con higiene deficiente,
su mayor prevalencia es en poblacion pediatrica (Dominguez 2018; Vivancos et al. 2018)

Tanto E. histolytica como G. duodenalis son adquiridos por los humanos a través de la ruta
fecal-oral, mediante la ingesta de agua, alimentos o fomites contaminados con quistes maduros.
Para poder iniciar una infeccion, ambos parasitos necesitan ser ingeridos por el hospedero y
desarrollar procesos de desenquistamiento para su posterior colonizacién, infeccion, sobrevivencia
y virulencia y continuar con el enquistamiento, para completar con su ciclo biolégico (CDC, 2015,
2020).

El hierro es un elemento esencial para cualquier organismo viviente; sin embargo, su
deficiencia o exceso pueden ser dafiinos para las células, por su capacidad de generar especies
reactivas del oxigeno, por lo que su regulacion es un proceso meticuloso en los vertebrados (Pérez
et al. 2005), que va desde la modulacién de la absorcion del elemento por el organismo, hasta
mecanismos de regulacion post-transcripcionales entre los cuales el mas estudiado es el sistema
IRE/IRP, el cual es un sistema de control de la expresion de genes dependiente de la concentracién
de hierro en el organismo; para que este sea funcional se requiere de Elementos de Respuesta al
Hierro (IRE, por sus siglas en inglés) y Proteinas Reguladoras de Hierro (IRP, por sus siglas en
inglés). En los humanos, existen dos proteinas reguladoras de hierro conocidas como IRP1 e IRP2,
ambas con poder de union a los IREs del mRNA (Pantopoulos 2004; Zhou and Tan 2017). Los
IREs son estructuras de tallo-burbuja localizados en las regiones 5y 3" no traducidas (UTR) de los
RNAm que codifican proteinas involucradas en el metabolismo del hierro; las IRPs son proteinas
reguladas por hierro que se unen a los IREs en condiciones de restriccion de hierro y, dependiendo
de la localizacién del IRE, pueden promover o inhibir la traduccion (Pantopoulos 2004; Zhou
andTan 2017).
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Para E. histolyticay G. duodenalis se ha reportado una alta necesidad del metal; ademas,
de que esta puede estar relacionada directamente con su virulencia (Calla-Choque et al. 2014;
Figueroa-Angulo et al. 2015; Plata-Guzman et al. 2021, en preparacion). Por su parte, la obtencién
y metabolismo del hierro por algunos protozoarios patogenos (T.vaginalis, P. falciparumy T. gondlii)
es regulada por un mecanismo similar al sistema IRE/IRP para la expresion de factores de
virulencia (FV), los cuales se definen como todas aquellas moléculas involucradas en la pogresion
de los mecanismos de patogeniciadad y resistencia al hospedero (Figueroa-Angulo et al. 2015;
Loyevsky et al. 2001).

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se realizaron analisis bioinformaticos dentro
de los genomas de ambos protozoarios y se encontraron varias estructuras tipo tallo burbuja en las
regiones no traducidas de genes de diversos FV que se modulan por hierro, lo que sugiere la
presencia de un mecanismo de regulacion por hierro de tipo IRE/IRP similar al de eucariontes
superiores; ademas, se demostro experimentalmente que estos IREs son capaces de unirse a las
IRPs de humano (Plata-Guzman et al. 2021; en preparacioén, Quintero-Gallegos, 2016; Reyes-
Sanchez, 2016; Soto-Castro, et al. 2017).

Lo anterior, establece las bases para constituir el proposito de la investigacion que busca
identificar y caracterizar in silico factores de virulencia que sean regulados por hierro, asi como las
proteinas de regulacion de hierro (IRP-like) para estudiar posteriormente la interaccion de
elementos que sugieran la presencia del mecanismo de regulacion post-trasncripcional por hierro
del tipo IRE/IRP en E. histolytica'y G. duodenalis.

Comprender la biologia de este parasito a través de su respuesta al hierro puede
ayudarnos a generar conocimiento acerca de su metabolismo. Ademas, estos resultados pueden
aplicarse en un futuro para el bloqueo de moléculas que participan en la virulencia, desarrollo de

nuevas pruebas de diagndstico o blancos farmacoldgicos.
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lll. REVISION DE LITERATURA
A. Entamoeba histolytica
1. Generalidades

Entamoeba histolytica es un protozoario patdgeno, que parasita principalmente al ser
humano; ademés de ser capaz de infectar a mamiferos como perros, gatos, cerdos y ratas y
experimentalmente a conejos y roedores (OPS 2003). Este agente infeccioso es responsable de la
amebiasis en humanos, la cual se encuentra clasificada en dos tipos, amebiasis intestinales y extra-
intestinales; asi mismo puede ser asintomatica o provocar enfermedades graves como colitis
amebiana, absesos hepaticos e incluso provocar la muerte (Flores-Cuevas 2012; Ghosh et al.
2019).

Este parésito protozoario es capaz de infectar a personas de todo el mundo; sin embargo,
es mas comun en personas que viven en areas tropicales, con pocas condiciones de higiene y de
bajo nivel socioecondmico, a su vez, es mas frecuente en nifios y adultos jévenes, no obstante,
ataca a personas de cualquier edad (CDC, 2015; Ynfantes Almeyda, 2018).

Por su mecanismo de transmision, la amebiasis pertenece al grupo de las protozoosis
transmitidas por via fecal-oral, ya que las formas infectantes de los parasitos son ingeridas por
medio de los alimentos, bebidas, fémites o incluso las manos contaminadas con quistes del
protozoario (Kantor et al. 2018; Romero 2007).

E. histolytica es un comensal del intestino grueso, que en ocasiones puede invadir la
mucosa intestinal del humano y puede diseminarse por via hematica a diversos 6rganos como el
higado, pulmones, cerebro, entre otros (Flores-Cuevas 2012; Kantor et al. 2018).

2. Morfologia

E. histolytica se presenta en la naturaleza en dos estadios morfolégicos: trofozoitos (forma
invasiva) y quistes (forma infectiva) (Figura 1).

El trofozoito o0 amiba corresponde a la forma tréfica o vegetativa, mévil y activa, que emite
seudopodos vy filopodos a base de material protoplasmico locomotor y presenta un uroide en la
parte posterior conformada principalmente de miosina Il. Los trofozoitos viven en el intestino grueso
del hospedero (OPS 2003). La forma tréfica es extraordinariamente pleiomérfica: su contorno

puede ser alargado, redondo o irregular; esto por lo fluido de su citoplasma y la capacidad de
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restructuracion de su citoplasma, sus dimensiones varian de 10 a 60 um y mas frecuentemente
entre los 20 y 40 um. El prequiste es el estadio que se presenta cuando las condiciones del medio
ambiente son desfavorables para la vida del trofozoito, el cual se redondea y comienza a sintetizar
un polisacarido constituido de N-acetilglucosamina, que se deposita sobre su superficie,
deteniendo su reproduccién y movimiento. Ademas de ser esférico e inmévil, no existe
diferenciacion de ectoplasma y endoplasma, su pared se engruesa y cuenta con un solo nucleo.
Sin embargo, su metabolismo no cesa ya que parte de sus carbohidratos los almacena en forma
de glucdgeno el cual utiliza para obtener energia cuando se desenquista (Becerril-Flores et al.
2014; Torres-Guerrero et al. 1991).

El quiste es el elemento infectante en la naturaleza, sobrevive al suelo himedo durante
una semana por lo menos, si la temperatura oscila entre los 28 y 34°C, y hasta un mes, si la
temperatura es de 10°C. Presenta una forma esférica (oval o esférica) y mide aproximadamente
entre 5 y 20 micras; posee cuatro nlcleos y una pared gruesa en su forma madura de
aproximadamente 125 -150 nm de grosor y esta formada principalmente por quitina, en ocasiones
presenta una vacuola con glucogeno. El quiste es resistente al jugo gastrico y cifras habituales de

cloro en el agua (Campos-Peralta et al. 2011).
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Fig. 1. Estadios morfolégicos de Entamoeba histolytica. Trofozoitos (ambiente favorable o instestinal), prequistes y quistes (ambiente
adverso) (Becerril-Flores et al. 2014).
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3. Epidemiologia

Este parasito patdgeno es cosmopolita de elevada prevalencia, sin embargo el impacto
global es dificil de cuantificar, se calcula que la prevalencia promedio de la amebiasis en el mundo
es del 10%; sin embargo, esta no se puede calcular de forma eficiente por la presencia de especies
no patogénicas como E.dispar y E. moshkovskii, entre otras (Chacin-Bonilla 2013). Ademas de la
gran cantidad de asintomaticos (90%). Existen grupos de riesgo entre los que se destacan viajeros,
inmigrantes de zonas endémicas y hombres que tienen sexo con otros hombres (Dominguez 2018;
Jackson 1998; Shirley et al. 2018; Walsh 1986).

Se calcula que su prevalencia alcanza entre un 50 y 80% de los paises de ingresos bajos;
mientras que, en paises en desarrollo esta se estima entre el 1y el 40%; asi como en zonas
tropicales y subtropicales; sin embargo, la evidencia cientifica es muy escasa (Chacin-Bonilla,
2013).

Mundialmente es la tercera parasitosis mas importante, solo después de la malaria y
schistosomiasis, y es capaz de ocasionar la muerte. Se estima que ocasiona aproximadamente
entre 40 mil y 110 mil muertes al afio, colocandola como la segunda causa de muerte por
enfermedades parasitarias (Ali and Nozaki 2007; Lopez-Soto et al. 2009; Petter et al. 1994; Shirley
etal. 2019).

En México se ha documentado una seroprevalencia de E. histolyitca en algunas regiones
superior al 42% y ocupa el décimo lugar dentro de las patologias con mayor prevalencia en el pais
(Alvarado-Esquivel et al. 2015; Saavedra and Garcia 2017; Shirley et al. 2019). Segun el reporte
epidemioldgico para la semana 43 del afio 2020, se habian reportado a 159 386 casos de amebiasis
intestinal en México. Sinaloa por su parte, report6 a la semana 42 del 2020, 2 326 casos de los
cuales 1 070 pertenencen a personas de sexo masculino y 1 256 al sexo femenino (Figura 2).

Por otro lado, el Sistema de Vigilancia Epidemilégica de a Secretaria de Salud reportd 637
casos de absceso hepatico amebiano en México en el acumulado del 2019 para la semana 42;

mientras que, el acumulado para esta misma semana en 2020 es 463 casos a nivel nacional.

En Sinaloa, se presentaron 27 casos hasta la semana 42 del 2020, 23 de sexo masculino

y solo 4 de sexo femenino (Figura 3).
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Fig. 2. Casos por entidad federativa de amebiasis intestinal hasta la semana epidemiolégica 42
del 2020 (SSA, 2020).
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Fig. 3. Casos por entidad federativa de absceso hepatico amebiano hasta la semana
epidemioldgica 42 del 2020 (SSA, 2020).
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4. Ciclo biolégico

La parasitosis se adquiere al consumir los quistes maduros, estos se transmiten a través
de la ruta fecal-oral, consumiendo alimentos, bebidas y fémites contaminados, el principal
reservorio de E. histolytica es el hombre y aunque este patdgeno se puede encontrar en animales,
no existe evidencia que puede ocurrir transmisidn entre animales y humanos; sin embargo, se ha
reportado que el protozoario es capaz de transmitirse por algunas practicas sexuales (Campos-
Peralta, et al. 2011; Organizacion Panamericana de la Salud, 2003; Shirley et al. 2018).

Una vez que el quiste maduro es ingerido, desciende por el sistema digestivo hasta entrar
en contacto con los jugos digestivos, donde la pared de quitina del quiste es reblandecida y se
inicia el proceso de desenquistamiento, el quiste continta viajando por el tracto intestinal hasta
llegar a la seccion final del intestino delgado conocida como ileon, en donde se finaliza el
desenquistamiento, y finalmente se originan protoplastos desnudos tetranucleados que dan lugar
a formas trofozoiticas llamadas amébulas metaquisticas las cuales, las que crecen a trofozoitos
maduros que migran al ciego (intestino grueso) y se adhieren a la mucosa intestinal. Los trofozoitos
se reproducen por fisién binaria, y pueden continuar como trofozoitos o formar quistes, segun las
condiciones del medio, los trofozoitos se dividen en formas mas pequefias, dejan de alimentarse y
se rodean de una pared mas gruesa y resiste para dar lugar a su transformacion, al principio estos
son mononucleares; luego se subdividen por dos mitosis consecutivas, por lo que al finalizar
contienen 4 nucleos, las formas quisticas se expulsan por medio de las heces (Campos-Peralta et
al. 2011; Kantor et al. 2018; Organizacion Panamericana de la Salud, 2003) (Figura 4).

Los trofozoitos pueden colonizar la mucosa intestinal y ocasionar desde sintomas leves
hasta disenteria grave. Cuando ha invadido el epitelio intestinal, el parasito puede diseminarse a
través del torrente sanguineo, originando lesiones extra-intestinales principalmente en higado v,
con menor frecuencia en pulmon, cerebro, piel, 6rganos genitales, bazo y rifidén. Alternativamente,
bajo condiciones aun no determinadas, los trofozoitos se dividen por fision binaria y pueden
enquistarse para salir al ambiente con las heces y asi contaminar agua y alimentos, para infectar
de nuevo a otros individuos, completando su ciclo de vida (Campos-Peralta, et al. 2011; Kaur et al.
2004).
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Fig. 4. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. El parasito E. histolytica tiene dos estadios en su
ciclo de vida: trofozoito y quiste. La fase de infeccién comienza por la ingestion de alimentos, agua
o fémites contaminados con quistes, seguida de un porceso de exquistacion y colonizacion del

intestino dada por trofozoitos causando la enfermedad (CDC 2020).
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5. Manifestaciones clinicas de la amebiasis

El cuadro clinico producido por E. histolytica es conocido como amebiasis y solo en
alrededor del 10% al 20% de las personas que estan infectadas con E. histolytica se presentan
sintomas de la infeccidn, es decir que alrededor del 80% son asintomaticos al parasito (Dominguez,
2018; Secretaria de Salud, 2009). La amebiasis se clasifica por sus manifestaciones sintomaticas
y asintomaticas, por su localizacion intestinal o extra-intestinal y por su evoluciéon en aguda y
cronica (Flores-Cuevas, 2012; Saavedra and Garcia, 2017).

Los sintomas suelen ser muy leves y pueden incluir heces sueltas (diarrea) con pocas
heces, dolor de estomago y calambres estomacales. Por su parte, la disenteria amebiana es una
forma grave de amebiasis asociada con dolor estomacal, heces mezcladas con sangre y fiebre. En
raras ocasiones, E. histolytica evoluciona a formas graves como colitis ulcerosa y megacolon toxico
que pueden llegar a perforar el intestino u ocasionar un ameboma en donde se forma una masa
pseudotumoral que puede obstruir el colon. Otra manifestacién clinica de E. histolytica son las
amebiasis extraintestinales donde la mas frecuente es la invacién del higado formando un absceso
(una acumulacion de pus) conocido como Absceso Hepatico Amebiano o el agrandamiento del
higado (hepatomegalia). En un pequefio nimero de casos, se ha demostrado que se propagua a
otras partes del cuerpo, tales como los pulmones, corazdn o el cerebro, pero esto es muy poco
frecuente (Olivos-Garcia, et al. 2009; Petri, 2009; Saavedra and Garcia, 2017).

6. Diagnostico

El diagnostico en laboratorio de la amebiasis se lleva a cabo mediante técnicas
parasitoscopicas, inmunologicas, moleculares, imagenoldgicas e incluso histolégicas. El
diagnostico definitivo se realiza con base en las manifestaciones clinicas y la observacion de
quistes o trofozoitos obtenidos de muestras fecales, raspados o biopsias. Es importante enfatizar
que la mayor parte de los estudios de laboratorio no son Utiles para diferenciar E. histolytica, E.
dispar, E. Moshkovskii y E. bangladesi (Nowak, et al. 2015).

En el diagnéstico directo se requiere de heces fecales de los sujetos infectados para la
deteccidn de trofozoitos en la fase de diarrea. La inspeccidn debe hacerse de zonas de la muestra
con moco y/o sangre; sin embargo, se pueden requerir varias muestras de heces, ya que E.

histolytica no siempre se encuentra en la muestra. Los métodos directos utilizados son:
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1. Frotis fecal grueso en celofan

2. Frotis frescos con solucion salina y yodo

3. Método de concentracion

4. Frotis tefiidos con tincion permanente
(Chacin-Bonilla, 2013; OPS, 2020).

El diagndstico también se puede realizar a través de pruebas inmunoldgicas (ELISA,
contrainmunoelectroforesis, inmunofluorescencia indirecta). Por su parte, la prueba serologica de
deteccion de antigenos fecales de E. histolytica TechLab reporta una sensibilidad del 87% y una
especificidad mayor al 90%, sin embargo, el paciente puede dar postitivo después de afios de la
infeccion (Dominguez, 2018).

Algunos laboratorios, principalmente de investigacion, cuentan con técnicas moleculares

de mayor sensibilidad y especificidad:

e Reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés, PCR) para la
identificacion de especie y para deteccion cuantitativa. Esta puede realizarse
en punto final o en tiempo real.

e Cultivo de heces fecales y posterior analisis de izoenzimas.

7. Tratamiento y profilaxis

Se recomienda que todos los casos de infeccion con E. histolytica que manifiesten
sintomatologia sean tratados, el tratamiento debe ser prescrito por un médico y debe ser de
acuerdo a la localizacién del trofozoito, edad del paciente, severidad de las manifestaciones,
disponibilidad de farmacos, eficacia clinica y condiciones generales del paciente (embarazo,
inmunosuprimidos, entre otros) (Botero and Restrepo, 1992; Dominguez, 2018).

Existen drogas antiamibianas (antibiéticos) disponibles para tratar la amibiasis. Estos
antibidticos acttan en diferentes niveles del tejido del hospedero:

e Farmacos luminales: Teclozan o furoato, paromomicina, diyodohidroquinoleinas.

e Farmacos de contacto: Quinfamida, etofamida, diloxamida.

e Farmacos utilizados en formas invasivas de la enfermedad: Metronidazol, ornidazol,

hemezol, secnidazol, tinidazol, nitazoxanida.
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Estas Ultimas son las de mayor eleccidn, debido al que el 90% de los pacientes reaccionan
positivamente a estos tratamientos, siendo el tratamiento de primera eelccion el metronidazol; sin
embargo, tinidazol, es el mayor eficacia y asociado a menor cantidad de eventos adversos segun
|la literatura cientifica (Botero and Restrepo, 1992; Dominguez, 2018).

Las medidas de profilaxis van encaminadas a mejorar el saneamiento ambiental y mejorar la
higiene individual, el tratamiento de las personas infectadas, el examen de las personas en contacto
y la lucha contra las determinantes sociales de transmision del protozoario (Chacin-Bonilla, 2013).

8. Mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia (FV)

El origen de la enfermedad se encuentra influenciada por factores del hospedero, parasito
y del medio ambiente que afectan la susceptibilidad y desenlace de la infeccidn (Petri, et al. 2009).
En el hospedero, la susceptibilidad se afecta por factores como la desnutricién, edad, embarazo,
factores genéticos, género, uso de drogas, alcoholismo y microbiota (Bracha and Mirelman, 1983;
Cheng, et al. 2001; Dominguez, 2018; Petri, et al. 1987); mientras que, el genotipo del parasito
pareciera influir directamente en el desenlace de la enfermedad (Mann and Lockhart, 1998).

Aun cuando se conoce una amplia gama de manifestaciones clinico-patologicas de la
enfermedad y la capacidad destructiva de los trofozoitos de E. histolytica en los tejidos (sobre todo
en el intestino grueso e higado), todavia se desconoce porqué una minoria desarrolla la
enfermedad, asi mismo, aiin se encuentran en estudio los mecanismos intrinsecos de la amiba, los
microambientes que influyen en la destruccion de tejidos del hospederoy los procesos moleculares
inherentes a la patogenicidad (Anaya-Velazquez and Padilla-Vaca, 2011; Bernal, 1997; Ghosh et
al. 2019; Olivos-Garcia et al. 2011).

Los trofozoitos de E. histolytica son capaces de causar dafio a diversas lineas celulares,
entre las que se encuentran los enterocitos, donde son activados con el factor de transcripcion NF-
kappa B (Gémez et al. 2007; Zhang et al. 2000).

En el mecanismo patogénico de E. histolytica se distinguen tres pasos clave sobre la célula
blanco: adhesidn, citolisis y fagocitosis (Ghosh et al. 2019; Orozco et al. 1982), las cuales se
encuentran mediadas por factores de virulencia.

a) Adhesion. Es el primer paso para la invasion intestinal por los trofozoitos de E. histolytica

es el contacto y la adherencia a las células epiteliales del intestino del hospedero, las cuales se
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encuentran recubiertas con una capa de mucina (110 a 160 nm), la cual es principal obstaculo para
invadirlas y destruirlas. Para lograr disrumpirla, las lectinas de E. histolytica deben de entrar en
contacto con las glucoproteinas de mucosa de colon para asi lograr la protedlisis de MUC2 el
principal componente de la mucosa intestinal. Esta adherencia requiere de mecanismos
especificos que involucran moléculas de superficie de la amiba llamadas adhesinas y sus
receptores presentes en las células blanco, asi mismo, primero tiene que darse una colonizacion
del intestino por parte del paréasito para la posterior disrupcion de la mucosa (Gdémez et al. 2007;
Radvin, 1986; Trejos-Suarez and Castafio-Osorio, 2009).

Se han reportado algunas proteinas de E. histolytica involucradas en el contacto con las
células blanco. Entre las mas importantes podemos encontrar a las lectinas Gal-Lec y galactosa
IN-acetilgalactosamina -Gal/GalNac-. La Lectina Gal/GalNac es una adhesina que media la unién
del parésito a la célula blanco y existe evidencia que células que no expresan esta proteina son
resistentes a muerte por el parasito, también participa en la transduccion de sefiales y en la evasion
del sistema del complemento del huésped (Dominguez, 2018; Trejos-Suarez and Castafio-Osorio,
2009).

Gal/GalNac es una glucoproteina multimérica de 260 kDa, que reconoce residuos expuestos de
galactosa/Nacetil-D-galactosamina en las glucoproteinas de la membrana de la célula diana.
Gal/GalNAc estéa constituida por un heterodimero compuesto por la subunidad pesada (Hgl) de 170
kDa, disulfito ligado a un glucosilfosfatidilinositol (GPI), este complejo se encuentra ligado por
puentes disulfuro a la subunidad liviana (Lgl) de 30 0 35 kDa, la cual se encuentra unida por puentes
disulfuro y uniones no covalentes a la unidad intermedia (Igl) de 150 KDa (Cheng et al. 2001; Gémez
etal. 2007).

La subunidad pesada se codifica por 5 genes; el dominio citoplasmatico reconoce especificamente
la galactosa/N-acetil-D-galactosamina y su secuencia presenta homologia con las integrinas B2 y
(3750. La subunidad liviana participa en la regulacion de la adhesion y a la sefializacion de eventos
asociados con la virulencia (Tachibana et al. 2004).

La lectina Gal/GaINAc, puede ser inhibida por la misma mucina del intestino; sin embargo
E. histolytica responde con la secrecion de diferentes enzimas que degradan proteinas y

carbohidratos, como la glucosidasa, manosidasa, galactosidasa, fucocidasa, xilosidasa,
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glucoronidasa, N-acetil-Dgalactosaminidasa entre otras proteasas de cisteina, para generar la
alteracién de la mucosa y aumentar su afinidad por las proteasas y otras sustancias que la ameba
secreta (Godmez et al. 2007).

De las proteinas que participan en la adhesion, las lectinas presentes en la membrana
plasmatica de E. histolytica son las principales mediadoras de la adherencia de la amiba a células
epiteliales, eritrocitos y neutrofilos, entre otros.

Esta adherencia es lograda por la accién citolitica que el parasito posee, como proteasas y
amebaporos.

Ademas, se ha observado su participacion en histélisis y evasion del sistema inmune a
través de la union a factores del complemento, y la interrupcion de la formacion del ensamble del
complejo de ataque sobre la membrana de los trofozoitos (Arroyo and Orozco, 1987; Radvin, 1986).
Otro factor de virulencia altamente estudiado involucrado en la adhesién del parasito a la célula es
la adhesina EhADH112, la cual se encuentra dentro del complejo EhCPADH, la cual también
participa en los procesos de fagocitosis. Otros factores de virulencia involucrados con la adhesion
son la lectina L220 y la proteina rica en serina (SRHP) (Trejos-Suarez and Castafio-Osorio, 2009).
b) Citolisis. Cuando E. histolytica establece contacto con las células blanco, ocurre la
histdlisis. Este es el mecanismo al que E. histolytica debe su nombre por su capacidad para destruir
a los tejidos. Dicho mecanismo esta mediado principalmente por dos proteinas: las cistein-
proteasas (CPs) que tienen la capacidad de degradar la matriz extraelular y participar en los
procesos de lisis celular y los péptidos formadores de poros, llamados ameboporos, que forman
canales que permiten el paso de iones, agua y moléculas pequefias, rompiendo la osmosis celular
(Gomez et al. 2007; Keene et al. 1990).

Los amebaporos son enzimas proteoliticas (colagenasas y proteasas, que facilitan la invasién de
las células de huésped y son conocidas como “formadoras de poros” el proceso de invasion de
tejidos, la membrana es permeada y se implantan en la membrana bi-lipidica de la célula huésped
por la unién con fosfolipidos anionicos a bajo pH; alli se forman oligémeros, proceso mediado por
la interaccion péptido-péptido, y se expanden lateralmente, dando lugar a una molécula de mayor
tamafio. Esto causa la degradacién del colageno y los oligosacaridos de la matriz celular, formando

canales por los que se propagan iones (salida de Na* y K* y entrada de Ca?*), agua y otras
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pequefias moléculas; como resultado de este intercambio, el medio celular interno cambia y se
produce la citélisis por choque osmoético. Las amebaporos, son uno de los primordiales factores de
patogenia de E. histolytica, cuya funcién mas importante es eliminar las bacterias ingeridas dentro
de las vacuolas digestivas y pueden inducir la necrosis de células epiteliales y leucocitos durante
la invasion del parasito.

Otro factor considerado esencial para la habilidad de causar dafio son las proteasas de cisteina
(CPs), las cuales son enzimas proteoliticas capaces de degradar proteinas como la fibronectina, la
laminina y el colageno, entre otras; y a su vez, separan las células, facilitando la invasion. Las CPs
son secretadas por el protozoario dentro de su microambiente y estan involucradas en las
interacciones de la E. histolytica con la respuesta inmune del huésped. La evasion de la respuesta
inmune por proteasas de cisteina es causada por su capacidad de degradar las inmunoglobulinas
(como IgA e IgG, componentes de la respuesta inmune humoral) y la proteina precursora prolL-18,
(responsable de la maduracién de la citocina IL-18, clave en los procesos proinflamatorios y una
importante mediadora de la respuesta Th1); ademas, inducen la activacion de macrofagos y la
secrecion del IFN, eventos primordiales en el ataque contra los trofozoitos.

Ademas, la literatura ha reportado que la Lectina Gal/GalNac se encuentra involucrada en la
activacion de la captasa -3 que conduce a la apotosis, aunque el mecanismo no ha sido esclarecido
(Ghosh et al. 2019; Gomez et al. 2007).

c) Fagocitosis. Es un proceso activo considerado un mecanismo de patogenicidad. El
proceso de fagocitosis consiste en la ingestion de fragmentos celulares, células vivas, particulas
inertes y la tipica ingestion de globulos rojos (eritrofagocitosis). En este proceso, la union del
parasito puede estar mediada por fuerzas electrostaticas. Pero también existen mecanismos
sumamente especificos en los que intervienen moléculas de superficie, CPs, y componentes del
citoesqueleto (Bracha et al. 2002). Este proceso va complementado por la formacion del
fagolisosoma, dirigido por GTPasas y proteinas Rab, que actian como moduladores en la
regulacion de la fusion vesicular con las membranas de la célula blanco (Bracha et al. 2002; Young
et al. 1992).Recientemente se observo que E. histolytica, “muerde” las células vivas, provocando
la pérdida de la integridad de la membrana y la elevacién de la concentracion Ca2* intracelular y

causando la muerte de la célula, este mecanismo se ha conocido como “Trogocitosis”, asi mismo,
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se ha demostrado que factores de virulencia de vias de sefializacion como EhC2Pk y PI3K, regulan
parcialmente los procesos de fagitosis y trogocitosis (Ghosh et al. 2019; Ralston et al. 2014).

Durante estos procesos de colonizacién, disrupcion de la mucosa, adhesion, citélisis y fagocitosis
de E. histolityca, las células diana liberan diversos quimioatrayentes y citosinas proinflamatorias

que dan arranque a la respuesta inflamatoria aguda (Trejos-Suarez and Castafio-Osorio, 2009).

B. Giardia duodenalis (intestinalis o lamblia)

1. Generalidades

Giardia duodenalis es un protozoario patdgeno causal de la giardiasis, la parasitosis
intestinal mas comun y endémica en todo el mundo, que puede ocasionar diarrea aguda o
persistente, vomitos, mala absorcion con esteatorrea, disenteria, inflamacion del duodeno y
yeyuno, dolor abdominal, timpanismo e incluso puede colonizar la vesicula biliar; ademas, en
infantes puede ocasionar anemia, retraso del creciemto y/o congnicién; sin embargo, gran nimero
de las infecciones con este patdgeno son asintomaticas (Barros et al. 1994; Salud, 2008;
Thompson, 2008; Vivancos et al. 2018).

G. duodenalis es considerado OMS como un patogeno causal de una enfermedad tropical,
para el cual se ha repotado una prevalencia de hasta el 33% en estas regiones (tropicales y
subtropicales) en adultos (Bartelt and Sartor, 2015; Rivera et al. 2002), asi mismo presenta alta
incidencia en paises en vias de desarrollo y se ha asociado a brotes epidémicos importantes en
Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos de Norteamérica (Busatti et al.. 2013; Lane and Lloyd,
2002).

La giardiasis presenta una distribucion muy amplia, con 10-15% de la poblacién mundial
infectada en promedio, en algunas regiones la prevalencia de infeccion en nifios pequefios se
aproxima al 100%, los nifios de 1 a 5 afios son infectados con mayor frecuencia (Salud, 2008). Se
ha estimado que a nivel mundial alrededor de 280 millones de personas son infectadas anualmente,
principalmente en Latino América, Asia y Africa, de los cuales 500 mil sufren la enfermedad (AMSE
2016; Bartelt and Sartor, 2015; Mark-Carew et al.. 2013).

G. duodenalis es transmitida por la via fecal-oral a través de alimentos, fomites, agua o

incluso manos contaminadas con formas infectantes del patégeno (CDC, 2020).
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2. Morfologia
El agente causal de la giardiasis es G. duodenalis, un protozoario no invasivo,
microaerofilico, que se reproduce por divisidn binaria en la superficie de intestino delgado y en su

ciclo biologico presenta dos estadios: trofozoito y quiste (CDC 2020).

El trofozoito, o forma vegetativa o reproductiva de G. duodenalis, mide de 9 a 20 micras
de longitud por 5 a 15 de ancho y de 5 a 9 de grosor, es de aspecto piriforme (redondeados en su
porcion anterior y cada vez mas afilados en su extremo posterior) con una cara dorsal convexa,
una ventral concava, al ser vistos lateralmente son aplanados. La forma vegetativa de G.
duodenalis posee dos nucleos idénticos con endosoma y transcripcionalmente activos, dispuestos
simétricamente a los lados de la linea media longitudinal y en la mitad anterior del parasito con
forma ovoide y un cariosoma central, formado por cromatina o por granos finos que, en ocasiones,
pueden encontrarse dispersos en el nucleoplasma. La membrana nuclear, no esta cubierta de
cromatina (Fonte 2009; Lopez-Romero 2016). Los nucleos contienen genomas poliploides; sin
embargo, aun no esta claro el objetivo de estos. Para la adhesion, desprendimiento y movimiento,
G. duodenalis en su forma infectiva utiliza el citoesqueleto formado principalmente por proteinas
como la tubulina, giardina, actina, entre otras (Rivera et al. 2002). El citoesqueleto expone varias
estructuras microtubulares, como el disco ventral o adhesivo, los cuerpos medianos y los flagelos.
El disco adhesivo se ubica en la superficie ventral del trofozoito abarcando tres cuatras partes de
esta, es una estructura concava y bilobulada, de 0,4 p de grosor méximo, es una estructura rigida
y se encuentra fortalecida por microtibulos y cintas fibrosas dorsales (que cursan desde los

microtUbulos al citoplasma), se encuentra rodeada por un anillo de citoplasma contractil (Figura 5).

El disco adhesivo, es el responsable de la capacidad del parasito de adherirse a células del
hospedero funcionando como una ventosa (Fonte, 2009). Cuatro pares de flagelos emergen de
cada trofozoito: ventrales, anteriores, posteriores y caudales. Los flagelos, que son estructuras
moviles responsables de la locomocion del parasito, la cual se da por la rotacién alrededor de su
eje longitudinal para crear una fuerza de propulsion que ocasiona que G. duodenalis puede

alcanzar velocidades de 12-40 pm/s (Lenaghan et al. 2011).
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Los cuerpos medianos son elementos unicos del género Giardia y su funcién aun no se
define, han sido nombrados de diversas maneras por varios autores: cuerpos parabasales,
kinetoplastos y cuerpos cromatoidales. Sin embargo, los estudios de ultraestructura de alta
resolucion realizados hasta el presente niegan su participacion en las actividades biologicas a las
que aluden esas denominaciones, se encuentran situados encima de los axonemas de los flagelos
caudales, inmediatamente detras del disco adhesivo, se describen como un par de estructuras
alargadas, de coloracion oscura, ligeramente curvas, dispuestas de manera oblicua o transversal

y muy proximas entre si (Fonte 2009).
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— Kinetosomas
Nucleo

Disco adhesivo

—— Cuerpos medianos

Flagelos ventrales

e———————

Flagelos caudales

Fig. 5. Morfologia de trofozoitos de G. duodenalis. A) Trofozoito de G. duoedenalis en tincidn con
Giemsa y B) Diagrama correspondiente (Fonte, 2009).
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Asi mismo es importante mencionar que la entidad patégena de G. duodenalis carece de
mitocondrias y peroxisomas, y en su lugar presentan vestigios de estos organelos llamados
mitosomas, los cuales son minUsculos (<2 um), y manifiestan una importante reducciéon de
proteinas, presentan doble membranas y retienen la funcion mitocondrial: la biosintesis de Fe/S 'y
nucleolo (Heinz and Lithgow, 2013; Makiuchi and Nozaki, 2014). Otra caracteristica es que tienen
organelos como vacuolas,lisosomas, cisternas aplanadas semejantes al sistema de Golgi, y un

sistema reticular similar al reticulo endoplasmico rugoso (Campos-Peralta, et al. 2011).

Los quistes de G. duodenalis son el elemento infectante y de resistencia del
microorganismo en la naturaleza. Los quistes maduros pueden sobrevivir mas de dos meses en
agua a 8°C y alrededor de un mes a 21°C; sin embargo, son sensibles a la luz solar, desecacion y
temperaturas bajas (congelamiento), ademas de mostrar sensibilidad a soluciones desinfectantes
de sales de amonio cuaternario; sin embargo, las condiciones de cloracion normales en el agua de
consumo no los afectan. La dosis media infectante de la giardiasis para el hombre es de 10 quistes

(Organizacién Panamericana de la Salud, 2003).

Los quistes presentan una forma elipsoidal (oval o redondeada), que mide
aproximadamente entre 8 y 12 um de longitud por 5-8 um de ancho; los quistes presentan cuatro
nucleos a diferencia de los pre-quistes o inmaduros que solo presentan dos, el cariosoma nuclear
puede situarse en el centro o de forma excéntrica y la membrana nuclear carece de cromatina. El
citoplasma por su parte es granular, fino y separado de la pared quistica que presenta un espesor
de 0,3 um de espesor y es continua a la membrana plasmatica del parasito. La pared del quiste se
caracteriza por ser refractil y su porciéon externa esta compuesta por un complejo fibrilar que
contiene de 7 a 20 filamentos y se encuentra compuesta principalmente por N-acetilgalactosamina
(GalNAc), mientras que, la porcién interna de la pared es membranosa. Ambas se encuentran
separadas por el espacio periplasmico. En el citoplasma del quiste se observan también ocho
axonemas, dos laminas de microtbulos (10 a 20 microtubulos cada una), numerosos ribosomas,
vacuolas y fragmentos del disco ventral (Rivera et al. 2002; Soriano-Alcaraz, 2005; Tay-Zavala
2010; Uribarren-Berrueta, 2015). La actividad metabolica de los quistes es solo de un 10-20% de

la desarrollada por los trofozoitos.
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3. Epidemiologia

La giardiasis es una parasitosis cosmopolita que se puede desarrollar de forma endémica
0 epidémica, la prevalencia de la enfermedad flutua entre el 2 y el 4% de la poblacion adulta y el
8% de los infantes en los paises en desarrollo y se estima que en promedio entre el 10-15% de la
poblacién mundial se encuentra infectada con el parasito y del 20 al 30% en paises industrializados,
siendo la poblacion pediatrica la mayormente afectada (Dunn and Juergens, 2020; Fink and Singer,
2017).

Su mayor prevalencia se encuentra en zonas tropicales y subtropicales, asi como en
paises en desarrollo donde afecta hasta el 33% de los adultos (Dunn and Juergens, 2020; Goyal

et al. 2013; Organizacién Panamericana de la Salud, 2003; Soriano-Alcaraz, 2005).

Las personas pueden ser infectadas con una dosis minima infectiva de 10 quistes maduros
del parasito mediante el consumo de la forma infectiva de G. duodenalis, a través de agua,
alimentos o fomites contaminados, asi mismo, una persona infectada puede propagar la
enfermedad ya que esta llega a arrojar de 1 a 10 millones de quistes en sus evacuaciones diarias
(esto puede durar durante meses), por lo que la falta de higiene o hacinamiento son determinantes
en la distribucién de la enfermedad (Bartelt and Sartor, 2015; CDC, 2020). La prevalencia de la

enfermedad es inversamente proporcional a la sanidad ambiental (Vazquez and Campos, 2009).

El reservorio fundamental de G. duodenalis es el hombre, enfermo o como portador
asintomatico. Sin embargo, la infeccién esta muy extendida entre animales domésticos (perros,
gatos, pajaros, caballos, cabras, ovejas, vacas, entre otros) y en un amplio rango de mamiferos
salvajes y aves, esto aunado a la resistencia de los quistes de Giardia a las medidas
convencionales de tratamiento, ha contribuido a los brotes de giardiasis, que se encuentran
relacionados a agua recreativa y de consumo, asi como a vegetales no cocinados principalmente
(Bouzid, et al. 2008; Le Chavelier, et al. 1991).

La prevalencia de giardiosis en México fluctua entre el 2% y 50% en algunos estados
(Sinaloa, Sonora y Yucatan) (Garcia-Cervantes, et al. 2017; Gutiérrez-Jiménez, et al. 2017), asi
mismo, se calcula que en México existen 9 millones de personas con el agente patdégeno y la

giardiosis es la parasitosis mas comdn en la republica, en palabras de la Dra. Rosa Maria del
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Refugio Bermudez Cruz, cientifica del Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
(Cinvestav) “La mitad de la poblacion ha tenido o sufre el padecimiento” (PMFarma, 2015).

En México, hasta la semana 39 del 2020 se reportaron en el boletin de Vigilancia Epidemioldgica
de la Secretaria de Salud (SSA) 8,924 casos de giardiasis, a nivel nacional de los cuales 920
corresponden al estado de Sinaloa (Figura 6), ocupando el segundo lugar en casos de giardiasis a
nivel nacional, después del estado de Chiapas (SSA, 2020).

En el estado de Sinaloa la literatura ha reportado un 31% de prevalencia de la enfermedad, ademas
de que el genotipo Al es el mas prevalente en las familias y la presencia de el genotipo B (Garcia-
Cervantes et al. 2017)
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Giardiasis
CIE-10° Rev.
ENTIDAD AO71
FEDERATIVA
2020 2019 |
Sem. Acum Acum.
M | F
Aguascalientes - 2 8 14
Baia California 1 17 15 63
Baia California Sur 1 & 15 45
Campeche 3 41 43 151
Coahuila - 9 13 38
Colima 1 40 35 66
Chiapas 7| 238 267 1190
Chihuahua 2 26 28 124
Ciudad de México 6 75 89 339
Duranao - 3 9 24
Guanaiuato 1 19 34 54
Guerrero 4 97 106 423
Hidalao 1 32 36 105
Jalisco 9 78 70 191
Mexico 1 P2 1o 729
Michoacan - 16 27 93
Morelos - 5 8 19
Navarit 3 25 36 181
Nuevo Ledn 4 29 40 168
Oaxaca 4| 200 B4 838
Puebla 5| 10 154 327
Querétaro - [ 15 40
QOuintana Roo 1 58 83 188
San Luis Potosi 2 69 123 30
L Sinaloa | ns sl ez0] §

i) 1 I B =7 R VA
Tabasco & 105 18 277
Tamaulipas - 87 101 216
Tlaxcala 1 7 19 32
Veracruz 13| 209 n 859
Yucatan 1 83 88 428
Zacatecas 3 32 31 99
TOTAL 94| 2029 2339| B924

Fig. 6. Casos nuevos de giardiasis hasta la semana 39 del 2020 en los Estados Unidos
Mexicanos (SSA, 2020).
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4. Ciclo biolégico

En el ciclo vital del parasito incluyen dos estadios que permiten su reproduccion y
sobrevivencia. La forma patogénica del parasito es conocida como trofozoito y es capaz de
adherirse a las células del intestino y ocasionar las manifestaciones clinicas de la giardiasis, en
tanto que el quiste constituye la entidad de resistencia y trasmision de la giardiasis. Para llevar a
cabo su ciclo biolégico el parasito realiza dos procesos de diferenciacion en el hospedero: el

desenquistamiento y el enquistamiento (Rascén and Mckerrow, 2013).

La infeccién ocurre cuando un hospedero suceptible ingiere quistes viables y maduros de
G. duodenalis (10 quistes), ya sea por agua, alimentos, manos o fémites contaminados, una vez
que estos arriban en el estomago inicia el proceso de desenquistamiento desencadenado por la
actividad de las enzimas hidroliticas pancreaticas asi como por el medio acido de este érgano (pH
2) y culmina en el duodeno bajo la influencia de secreciones pancreéticas cuando se rompe la
pared quistica y emerge del quiste una masa tetranucleada de protoplasma denominada excizoito,
el cual se dividide dos veces por fisidén binaria para formar 4 trofozoitos que se adhieren a las
microvellosidades intestinales del duodeno y se dividen por fision binaria longitudinal, donde
pueden colonizar la mucosa intestinal o desplazarse libremente. Los trofozoitos crecen hasta que
el pH se vueve alcalino y el colesterol disminuye por las sales biliares en la parte distal del intestimo
y se presentan las condiciones apropiadas para sefializacion del proceso de enquistamiento el cual
se realiza principalmente en el yeyuno, probablemente por la accion de la bilis (Adam, 2001;
Vivancos et al. 2018).

Los quistes son expulsados por el huésped principalmente en evacuaciones no diarréicas
y permanecen en estado de latencia en el medio ambiente por semanas o meses (Figura 7), debido
a las caracteristicas, particularmente de la pared del quiste, puede sobrevivir en el medio externo
aun y cuando se presentan variaciones drasticas de pH, sin embargo, su supervivencia se ve
mermada en ambientes secos 0 con temperaturas superiores a los 25°C (Arguello-Garcia et al.
2002; Bartelt and Sartor, 2015; INSHT, 2015).
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Contaminacion de agua, alimentos
manos/fomites con quistes
infectantes

Los trofozoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el
medio ambiente

A = Forma infectante
A = Forma diagnodstica

! /] \ —

) \
N Trofozoitos

Fig. 7. Ciclo biolégico de G. duodenalis. El parasito tiene dos estadios en su ciclo de vida: trofozoito

Quiste

y quiste. La fase de infeccién comienza por la ingestion de alimentos, agua o fémites contaminados
con quistes, seguida de un proceso de exquistacion y colonizacion del intestino dada por trofozoitos

causando la enfermedad (CDC, 2020).
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5. Manifestaciones clinicas de la giardiasis

En los humanos la giardiasis puede ser desde asintomatica o causar malestares
intestinales transitorios hasta diarreas agudas o crénicas con heces espesas 0 estratorreicas y
multiples complicaciones. En los pacientes con giardiasis la sintomatologia clinica puede
manifestarse de 9 a 20 dias después del consumo del ente infectante. La duracién de la fase aguda
de los sintomas es de 3 a 4 dias y no es mortal para los humanos (Escobedo and Cimerman, 2007;
Robertson et al. 2010; Wolfe, 1992). Sin embargo, los sintomas de la giardiasis presentan alta
variabilidad de persona a persona, esto depende de factores individuales de la respuesta
inmunitaria principalmente, el estado nutricional del hospedero, la microbiota del hospedero, la
presencia de enteropatdgenos coinfectantes ademés de factores intrinsecos del parasito como la
virulencia del aislado, la dosis infectante o la duracion de la parasitosis (Bartelt and Sartor, 2015;
Wolfe, 1992). Un punto para destacar es que en la giardiasis el periodo de latencia y la duracion
de la infeccién no guardan relacién con el tamafio del indculo. Hasta un 60% de los pacientes
infectados por G. duodenalis cursan con una infeccién asintomatica. La giardiosis asintomatica es
mas frecuente en nifios y adultos de areas endémicas donde las reinfecciones son muy frecuentes
(Soriano-Alcaraz, 2005).

Aunque la giardiasis suele resolverse de forma espontanea, con un curso auto limitado, en
otras ocasiones la parasitacidn puede durar semanas 0 meses en ausencia de tratamiento.
Ademas, las formas agudas pueden evolucionar, en un numero limitado de casos, a infeccion
cronica, con mayor frecuencia entre la poblacion infantil (Cabrera-Licona et al. 2020; Soriano-
Alcaraz, 2005).

La sintomatologia gastrointestinal es la mas frecuente y comprende un amplio espectro de
manifestaciones clinicas que pueden darse de manera aguda, sub-aguda o crénica. Una fase
aguda suele incluir desde diarrea explosiva, acuosa y maloliente, generalmente acompafada de
nauseas, anorexia, gorgoteo abdominal y dolor abdominal de localizacion epigastrica y, algunas
veces, fiebre moderada y escalofrios (Wolfe, 1992). Otras veces las heces son pastosas, matinales
o0 postprandiales sobre todo, de color amarillento o claro (Diaz and Fernandez-Alonso, 1996);
mientras que, las fases sub-agudas o cronicas pueden extenderse varios meses y se encuentran

caracterizadas por malestar abdominal acompafiado de dolor epigastrico difuso, asi como diarreas
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que pueden persistir o alternar con periodos de estrefiimiento, pérdida de peso, retrasos en el
crecimiento y disension abdominal, asi como anorexia, eructos con olor azufre, flatulencias, en
algunos casos es posible que se presente cefalea (Cordingley and Crawford, 1986; Korman and
Deckelbaum, 1993). Otra manifestacion clinica asociada a la giardiosis es la mala absorcién de
grasas (acompafiada de esteatorrea), glucosa, xilosa, asi como de vitaminas (A, B12y E), hierro 'y
acido folico (Cordingley and Crawford, 1986; Korman and Deckelbaum, 1993; Meyer and
Radulescu, 1979).

Las complicaciones de la giardiasis pueden incluir sindrome del intestino irritable, fatiga
cronica, alergias alimentarias, anemia, artritis reactiva, desnutricion, deterioro de la cognicion,
incluso manifestaciones oculares inflamatorias (Bartelt and Sartor, 2015).

6. Diagndstico

El diagnéstico de la giardiosis se establece con la identificacion del parasito en las heces del
paciente (estandar de oro) y alteraciones bioquimicas o hematoldgicas del huésped; aunque el
primer paso para su diagndstico es la anamnesis, la cual enlista los sintomas del paciente (Alparo
Herrera, 2005; Salud, 2008). EI método recomendado por los parasitdlogos es el examen con
microscopia oOptica de las heces para la identificacion de quistes y en algunas ocasiones de los
trofozoitos en muestras de heces. Los examenes deben realizarse en tres muestras fecales a
intervalos entre dos o tres dias por un periodo méaximo de 10 dias, la necesidad de examinar al
menos dos o tres muestras se debe, como es sabido, a la irregular eliminacion del parasito en las
heces fecales, observandose una gran variabilidad en el nimero de quistes excretados, incluso se
han descrito para G. duodenalis periodos negativos que pueden durar varios dias donde dicha
eliminacion es nula (Diaz and Ferndndez-Alonso Borrajo, 1996). El examen se realiza directamente

en fresco, las muestras se tifien con tricromo o hematoxilina férrica (Rivera et al. 2002).

En algunos pacientes con diarrea crénica y malabsorcidn, pueden dar resultados de falsos
negativos, en estos casos se puede recurrir a una biopsia del tejido intestinal. La muestra duodenal
puede obtenerse bien, con la utilizacion del Enterotest, o bien, por eséfago-gastro-duodenoscopia
con aspiracién o biopsia duodenal. La biopsia duodenal puede ser obtenida sin endoscopia

utilizando una sonda nasogastrica (tubo de Rubin) unida a una capsula de Crosby o Carey
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(enfermedad de Whipple, enfermedad de Crohn, linfoma, esprue, ciclosporidiosis, criptosporidiosis,
etc).
Otras formas de realizar el diagnostico de la giardiasis son a través de:
e Deteccidn de antigenos en heces (Diaz and Fernandez-Alonso Borrajo, 1996; Rivera et
al. 2002; Wolfe, 1992).
e Deteccidn por PCR en heces (Ghosh et al. 2000).

e Métodos serologicos (Cabrera-Licona et al. 2020).

7. Tratamiento y profilaxis

Existe un gran nimero de farmacos para el tratamiento de la giardiasis entre los que
podemos encontrar diversas familias como 5-nitrofuranos, 5-nitroimidazoles, 5-nitrotiazoles,
aminoglucosidos y bencimidazoles. La familia de los 5-nitroimidazoles (5-Nl) es la mas usada para
el tratamiento por su alta efectividad y alto costo, esta familia incluye metronidazol tinidazol,
secnidazol y el ornidazol, que en sus formas reducidas (grupo nitro) provocan la formacion de
compuestos inestabes y toxicos, modificacion en la estructura helicoidal del DNA del parasito con
ruptura de sus hebras y pérdida de sus funciones (Cabrera-Licona et al. 2020; Liu and Weller, 1996;
Vivancos et al. 2018).

El metronidazol y el tinidazol son los que han demostrado in vitro una mayor actividad. El
metronidazol se administra en dosis de 15 a 20 mg/K/dia fraccionado en 3 dosis por un periodo de
7 dias (Vazquez, 2001). Este farmaco, de manera ocasional, pude provocar cefalea, nauseas,
vertigo, diarrea, sabor metalico y hepatotoxicidad.

8. Mecanismos de patogenia y factores de virulencia

Uno de los aspectos de gran relevancia actual en el estudio de la giardiasis es su
patogenesis, por lo que definir los mecanismos patogénicos de esta infeccion se vuelve de gran
relevancia. La patogénesis de G. duodenalis es un proceso que involcra los productos del parasito
(factores de virulencia) y la respuesta inflamatoria del sistema inmune del hospedero que concluyen
en lesiones a la mucosa, dafio a los enterocitos, pérdida del borde cepillo de las células epitelales,
acortamiento de las microvellosiades y pérdida de la funcionalidad de la barrera epitelial y
modificacion de la microflora intestinal (Meloni et al. 1995; Scott et al. 2000; Vivancos et al. 2018).
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Factores dependientes de G. duodenalis: El proceso de patogénesis es multifactorial y

comienza con la adhesion del parasito hacia los enterocitos del duodeno. La adhesion de los
trofozoitos al epitelio intestinal es a través de un disco ventral especializado, el cual es crucial para

iniciar la colonizacion, asi como para mantener la infeccion (Dunn and Juergens, 2020).

Las a-giardinas, son receptores especificos relacionadas a las anexinas que son altamente
expresadas en Giardia, las cuales estan implicadas en la unién del parasito a la mucosa intestinal,
asi como en el montaje y desmontaje del citoesqueleto que marca la transicién de trofozoitos
infecciosos transmisibles a quiste, éstas en cojunto con el disco ventral, establecen interacciones

receptor-ligando alterando la topografia del enterocito (Yoshida et al. 2011)

Se han propuesto diferentes mecanismos posibles de adhesion de este parasito: A)
Adhesion por factores fisicos ocasionada por fuerza de succion por debajo del disco ventral por
movimientos propulsivos de los flagelos ventrales; generando presion negativa a su vez
ocasionada por fuerza hidrodindmica, B) Procesos mecanicos relacionados con proteinas
contractiles del disco ventral y del fleco ventrolateral, entre las que podemos destacar la miocina,
la actina, tropomiocina, giardinas, vinculinas, entre otras; ademas de moléculas de superficie que
permiten la union el trofozoito a receptores especificos en las células epiteliales del hospedero, C)
Mecanismos enzimaticos donde algunas enzimas atacan a las glicoproteinas de los enterocitos y
alteran las microvellosides, D) Téxicos, donde se sugiere la presencia de toxinas, que dafian el
epitelio intestinal, la literatura reporta una VSP (Proteinas variantes de superficie, por sus siglas en
inglés) con un 57% de homologia con la sarafotoxina, encontrada en la vivora de cascabel y E)
Barreras Mecanicas, lograda por la colonizacién excesiva de los trofozoitos en el yeyuno y duodeno
(Rodas, 2014). Con el propdsito de estudiar el fenémeno de adhesion del parasito a células
epiteliales se han empleado diversos modelos, los cuales han aportado conocimientos en cuanto
a los factores que participan en la adhesion del parasito a la célula hospedera, pero se conoce
poco sobre las moléculas que se expresan durante esta interaccion y que pueden jugar un papel

importante en el establecimiento del parasito.

La patogénesis de la giardiasis se puede describir en mecanismos especificos entre los

que se encuentran:
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a) Lesién directa de la mucosa intestinal, ocasionada por los parasitos como la
respuesta inmune del hospedero.

b) Impedimento de la absorcion de grasas y vitaminas liposolubles, por barrera
mecanica de parasitos y competencia con el huésped.

c) Falta de conjugacion de sales biliares por crecimiento de microbiota intestinal
excesiva.

d) Reduccion de enzimas en la mucosa por la diarrea acuosa.

e) Produccion de enterotoxinas por trofozoitos.
(Alparo-Herrera, 2005).

Por su parte, la respuesta inmune del hospedero responde con la activacion e incremento
de los linfocitos T por la presencia de VSPs en el trofozoito, que se traduce la secrecion de citosinas
y activacion de macréfagos que logran la atrofia de las microvellosidades, la cual representa un
factor clave en la produccion de las enfermedades diarreicas a través de malabsorcion y mala
digestion. Estudios previos, en los cuales se han utilizado parasitos de pacientes con
sintomatologia de giardiasis, han establecido que Giardia causa un fenémeno de malabsorcién de
carbohidratos como glucosa, vitaminas como vitamina B2 y K™, sodio y agua, asi como una
reduccion o pérdida en la actividad de la disacaridasas como son: lactasa, maltasa, sacarasa, etc.
debido a la pérdida de la superficie absorbente del epitelio intestinal (Alparo-Herrera, 2005).
Ademas, debido a este fenomeno de malabsorcién, se observa una hipersecrecion de cloro y
electrolitos que provoca acumulacién de fluidos en el lumen de intestino durante la infeccién
cronica. Asimismo, se ha descrito la reduccion y distorsion del borde de las microvellosidades,
aumento en el indice mitotico de las células de las criptas epiteliales, interferencia en el

metabolismo de sales y &cidos biliares (Gomollén, 2010).

Algunas proteasas de tipo cisteina son liberadas por el trofozoito, la principal funcién de las
cistein proteasas se encuentra en los procesos de enquistamiento y desenquistamiento. El
transcrito de la cistein proteasa 2 (CP2) se sobreexpresa en las etapas vegetativa y de
enquistamiento de los trofozoitos. La CP2 participa en la degradacién de proteinas de la pared
quistica y se encuentra localizada en vesiculas especificas para el enquistamiento; dichas

vesiculas contienen los materiales precursores necesarios para la formacion de la pared del quiste
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(Rascoén and Mckerrow, 2013). La actividad atribuida a otras proteasas se ha observado en cultivos
de G. duodenalis e independientemente del analisis del genoma se ha confirmado la presencia de
serina, treonina, metalo, aspartico y aminopeptidasas. Sin embargo, sélo dos proteasas han sido
caracterizadas parcialmente en Giardia; la dipeptidil peptidasa IV (DPP IV) y la proproteina
convertasa subtilisina (GSPC), ambas son proteasas de serina que se encuentran implicadas en
los procesos de enquistamiento (DPP IV y GSPC) y desenquistamiento (GSPC) (Rascén and
Mckerrow, 2013).

Factores dependientes del hospedador: Una de las variables determinantes es el sistema inmune

del hospedador como la hipogammaglobulinemia (congénita, comun variable, ligada al cromosoma
X), o el déficit selectivo de IgA (afecta al 10% de la poblacién). Otros factores son los antigenos de
histocompatibilidad (HLA): HLA-A1, A2, B8 y B12. La malnutricion caldrico-proteica aumenta la
gravedad de la giardiosis por disminucion de la produccidn de enterocitos en los villis intestinales

y la microbiota del mismo (Soriano-Alcaraz, 2005).

C. Homeostasis del hierro
1. Absorcion del hierro

El hierro es un elemento esencial para la vida por su participacién en procesos de
reduccion y oxidacidn del metabolismo de todos los organismos vivos, puede encontrarse en dos
estados de oxidacion estables: Fe?* (ferroso) y Fe3* (férrico), lo que le permite participar en
reacciones que controlan el flujo de electrones a través de rutas bioenérgicas, la sintesis de DNA,
el aporte de oxigeno a los tejidos, como cofactor de proteinas que participan en el metabolismo del
oxigeno y transporte de electrones (Guevara, 2020; Ortiz, 2019; Pérez et al. 2005).

En el ser humano el metabolismo del hierro es de suma importancia, la captacion del hierro
se lleva a cabo en el duodeno y yeyuno proximal, a través de diversas vias en los enterocitos, la
cual puede darse en cualquiera de sus estados de oxidacion. En su estado ferroroso (hierro
inorganico) la absorcion se da a través del Transportador de Metales Divalentes 1 (DMT1), también
conocido como DCT1 (“Divalent metal transporter” 1), o Nramp2 (“Natural-resistence-associated
macrophage protein” 2). En caso de ser necesario el DcytB (Citocromo B duodenal), situado en la
cara apical del enterocito es capaz de reducir el hierro dietario para absorberlo por esta via, algunas

sustancias como la vitamina C y algunos azucares pueden participar su absorcion (Latunde-Dada
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et al. 2002; Ortiz, 2019). Mientras que, en su estado férrico, la absorcidn se realiza a través de una
proteina miembro de la familia de las integrinas, Bs-integrina, la cual transfiere el ion a la proteina
chaperona mobilferrina o por el trasportador acarreador de hemoproteinas (“Heme Carrier Protein”,
HCP1), sin embargo, este es muy poco absorbible (Conrad et al. 1993; Sermini et al. 2017).

Una ruta alterna para la absorcdn del metal es a través del grupo hemo, el cual es liberado
de la mioglobina y hemoglobina por la accion de enzimas pacreéticas e introducido a la célula del
intestino por una metaloporfina intacta (Ortiz, 2019; Uzel and Conrad, 1998). Una vez en el interior,
sin importar la via de absorcion el i6n es reducido a su forma ferrosa, por la paraferritina, la cual es
un complejo proteico citoplasmatico conformado por R3-integrina, mobilferrina, flavin
monooxigenasa y 32-microglobulina y utiliza una cadena de transporte de electrones con energia
derivada de NADPH para llevar a cabo la reduccion del hierro absorbido (Worthington et al. 2001).

Una vez dentro de la célula, este puede ser almacenado en la ferritina o puede ser liberado
por la cara basolateral del enterocito mediante la proteina ferroportina, también llamada como Iregl
(“Iron-regulated transporter” 1) o MTP1 (“Metal transporter protein” 1), este paso es mediado por la
hormona hepcidina (Sermini et al. 2017).

Si la concentracién de hierro en el organismo es elevada, esta hormona se libera en
grandes cantidades, secuestrando a la proteina ferroportina y por consecuencia inhibiendo la
liberacion del hierro por la cara basolateral del enterocito. Esta hormona regula negativamente la
absorcién del hierro (Garcia-Rosolen et al. 2010).

Una vez liberado el hierro por la cara basolateral del enterocito, es nuevamente oxidado
(Fe®*) por la ferroxidasa ceruloplasmina en plasma o por la hepaestina en la membrana basolateral
del enterocito. El hierro férrico es capturado por la Tf en la circulacién y, por medio de esta proteina,
el hierro se transporta por el torrente sanguineo a las diversas células del organismo,
principalmente a los precursores eritroides y a los hepatocitos en los cuales suele ser almacenado
en forma de ferritina. Las células internalizan el hierro mediante el receptor para transferrina (RTf),
el cual capta el hierro unido a transferrina. EI complejo Tf-RTf que se encuentra en la superficie
celular es endocitado y posteriormente acidificado en el endosoma. Esta acidificacion causa un
cambio conformacional en el complejo Tf-RTf permitiendo la liberacion del hierro de este,

abandonado el endosoma por medio del DMT1. El hierro intracelular suele ser utilizado
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rapidamente para la sintesis de proteinas que lo requieran, mientras que el excedente de hierro es

secuestrado por la ferritina (Pantopoulos, 2004; Wang and Pantopoulos, 2011).

2, Homeostasis del hierro en la célula

En el organismo, el hierro se encuentra formando parte de dos compartimientos: uno
funcional y otro de depdsito. EI compartimiento funcional estd conformado por los diversos
compuestos celulares que participan o cumplen funciones metabolicas y enzimaticas; mientras que
el compartimiento de depdsito contiene la reserva corporal del metal (almacenamiento y transporte)
(Ortiz, 2019).

El transporte de hierro unido a la Transferrina —Tf- plasmatica facilita el intercambio del
metal entre ambos compartimientos. El exceso de hierro se deposita intracelularmente asociado a
ferritina y hemosiderina, fundamentalmente en el sistema monocito-macréfago del bazo, el higado
y la médula 6sea (Villegas-Martinez, 2018). En los organismos, el metal debe estar unido a una
proteina ya que su presencia aislada produce dafios graves en los tejidos. La toxicidad es
ocasionada por la habilidad del hierro libre de generar radicales hidroxilos que en ocasiones causan
la peroxidacion de las membranas lipidicas y otros constituyentes celulares como proteinas, lipidos
y acidos nucleicos (Crichton et al. 2002; Ortiz, 2019). Por esta razén, la absorcion y concentracion
de este metal son reguladas cuidadosamente. Cuando existe poco hierro se produce anemia;
mientras que, si existe hierro en exceso, causa dafio en los érganos por siderosis.

En procariotas, la regulacion por hierro se da principalmente por la proteina represora Fur
la cual regula los genes que estan involucrados en la captacion de hierro y la biosintesis de
sideroforos (queladores especificos para Fe3*) en repuesta al nivel de hierro en la célula. La
secuencia que reconoce Fur es GATAATGATAATCATTATC conocida como caja Fur (Hantke,
2001).

En eucariotas, el hierro se encuentra formando parte de dos compartimientos: uno
funcional y otro de depésito. El transporte de hierro unido a la Tf facilita el intercambio de metal
entre ambos compartimientos. El exceso de hierro se deposita intracelularmente asociado a Ft, por
otra parte, Tf se une al rTF y este complejo es endocitado y acidificado por una bomba de protones
en el endosoma temprano por lo que se afecta la conformacion del complejo Tf/rTf para liberar el

hierro (Ortiz, 2019; Sermini et al. 2017; Villegas-Martinez, 2018). Las proteinas que participan en
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la captura, almacenamiento, utilizacion y transporte de este metal deben ser reguladas
coordinadamente. Las sefiales y mecanismos regulatorios que orquestan su secrecion involucran
la modulacion de la transcripcion, estabilidad del RNAm, traduccion y modificaciones
postraduccionales (Hentze et al. 2004; Pérez et al. 2005; Sermini et al. 2017).
a) Sistema tipo IRE/IRP
La expresion de las proteinas clave involucradas en el metabolismo del hierro son controlados post-
transcripcionalmente por los niveles intracelulares del metal. EI mecanismo de regulacién es
mediado por interacciones especificas entre secuencias IRE localizadas en los respectivos RNAm
y proteinas citoplasméticas denominadas IRP. La regulacién post-transcripcional por el sistema
IRE/IRP es la méas estudiada. En el ser humano las proteinas citoplasmicas reguladoras de hierro,
IRP-1 e IRP-2, interactuan con IREs (Pantopoulos, 2004; Wessling-Resnick, 2020).

1) Elementos de respuesta a hierro (IREs)
Los IREs son secuencias de nucleétidos filogenéticamente conservadas, estan constituidas por
~30 bases de longitud que forman una estructura secundaria en forma de horquilla (“hairpin” o
“stem-loop”) o también conocidas como tallo-burbuja conservadas, que contienen el motivo
CAGUNGN vy se localizan en las regiones no codificantes o no traducidas (UTR) de los RNAm,
situadas en los extremos 5’ 0 3’ de los RNAm y, dependiendo de la posicion, difiere el efecto que
ocasiona su interaccion con las IRP (Figura 8) las cuales actuan como sensores del contenido
celular de hierro (Joshi et al. 2012; Pantopoulos, 2004; Selezneva et al. 2013; Zhou and Tan, 2017).
Las IREs situadas en la region UTR 5’ actuan regulando la union del mensajero al ribosoma o sea,
controlando la iniciacion de la traduccion y aquellas ubicadas en la region UTR 3’, modulan la
estabilidad o degradacion del RNAm por accion de endorribonucleasas que codifican proteinas

relacionadas a la homeostasis del hierro (Pantopoulos, 2004; Wessling-Resnick, 2020).
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Fig. 81. Motivos tipicos de Elementos de Respuesta al Hierro —IRE, por sus siglas en inglés-. Los
IREs son estructuras tallo-burbuja de 28 a 36 nucledtidos que presentan caracteristicas como un

asa o protuberancia y motivo de unidén conservados en la burbuja (Modificado de Pantopoulos,
2004; Zhou and Tan, 2017).
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2) Proteinas Reguladoras de Hierro (IRPs)

Las proteinas IRPs (Proteinas Reguladoras de Hierro) también denominadas como IFR 6
IRE-BP interactuan con los IREs, en mamiferos se han reportado dos proteinas, la IRP1 e IRP2,
ambas comparten amplia homologia, ya que son 57% idénticas y 79% similares; sin embargo,
estas no comparten secuencias similares para la unién con los mRNAs conocidas, pero ambas
pueden actuar como potenciadores o inhibidores de la traduccion (Basilion et al. 1994; Samaniego
et al. 1994; Volz, 2008; Zhou and Tan, 2017).

Proteina Reguladora de Hierro 1 (IRP1)

La proteina IRP1, se localiza en el citosol en condiciones normales, se expresa de manera
predominante en higado, rifion y grasa parda, tiene un peso molecular de 98 kDa, una longitud de
889 aminoacidos (aa) y contiene un grupo 4Fe-4S. La IRP1 es miembro de la familia de las
aconitasas, es decir que tiene actividad en ciclo de Krebs y como proteina de unidén al RNA
convirtiéndola en una proteina bifuncional (Khan et al. 2017; Meyron-Holtz et al. 2004).

La IRP1 exibe 4 dominios y un “link” de cambio conformacional que cambia la proteina de
su conformacion aconitasa a IRP o viceversa (Figura 9) (Dupuy et al. 2006; Volz, 2008).

La unién IRP1- RNA ocurre principalmente a través de enlaces hechos al bucle terminal y
al tallo que interrumpen en la C a través de sitios separados, aproximadamente dos docenas de
enlaces participan en la interaccién, porporcionando afinidad y especificidad (Khan et al. 2017). Se
han identificado 24 aminoacidos que se unen a los IREs (Butt et al. 1996; Dupuy et al. 2006; Volz,
2008) en el dominio 1 son H126 y R149, dominio 2 L262, R269, N298 y E302, en el dominio 3
S371, K379, T438, N439, N535, R536 y L551 y el en dominio 4 S681, P682, G684, N685, R688,
S708, R713, R728, R780, D781 y W782.
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Fig. 9. Estructura lineal de la proteina IRP1 y representacion del IRE. A. Representacion lineal por
dominios de la proteina IRP. B. Secuencia en amino&cidos de la IRP1 y aminoacidos de unién al
IRE. Amarillo: Dominio 1 (1 al 240 aa). Verde: Dominio 2 (241-367 aa) Azul: Dominio 3 (367-604
aa). Gris: “Link” (605-660 aa). Rojo: Dominio 4 (661-889 aa). En blanco los amino&cidos que
interaccionan con el RNA. C. Resumen esquematico de las interacciones RNA-proteina. D.
Aconitasa/Proteina Reguladora de Hierro 1 —IRP1-. Diferencias en la posicién del dominio entre

aconitasa (izquierda) y la IRP: Complejo RNA-Proteina (derecha) (Dupuy et al. 2006; Volz, 2008).
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Proteina Reguladora de Hierro 2 (IRP2)

La IRP-2 es 60-70% idéntica a IRP1 pero mantiene diferencias funtamentales como la
presencia de una insercion de 73 aa, como la ausencia del cluster Fe-S, de actividad aconitasa y
en condiciones donde la concentracion de hierro es elevada es degradada via proteosoma; sin
embargo, presenta elevada afinidad a secuencias IRE en condiciones de restriccion de hierro (Jiao
etal. 2019; Joshi et al. 2012).

La IRP2 esta constituida por 4 dominios con un total de 964 aa (Figura 10) y presenta un
peso molecular de 106 kDa, estructuralmente, la diferencia mas relevante es que dentro del primer
dominio presenta una region rica en prolina y cisteina en extremo amino-terminal, en un tramo de
73 aa al que se le han atribuido funciones en la deteccion del hierro y en la degradacion mediada
por proteosoma, la cual es regulada por los sitios de oxidacion de tres residuos de cisteina (C168,
C174 y C178) (Joshi et al. 2012; Samaniego et al. 1994)

Los aminoacidos de unién a los IREs en el RNAm que presenta IRP2 son K611, R616,
R774 y R855, ademas se ha comprobado que la sustitucion por residuos de glutamina en una

posicion no afecta la afinidad sobre los IREs (Butt et al. 1996).
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Fig. 10. Proteina Reguladora de Hierro 2 —IRP2-. A. Comparacion de las proteinas IRP1 vs IRP2
(lwai et al. 1995). B. Secuencia de amino&cidos y dominios de la proteina IRP2. Dominio 1:
Amarillo. En rosa se encuentra representado el inserto de 73 aminoacidos que sirve como sefal
para la degradacion via proteosoma. C, cisteinas de oxidacién. Dominio 2: Verde. Dominio 3. Azul.
Ky R, aminoacido de enlace al IRE. “Link”: Gris. Dominio 4: Rojo. R, aminoacidos de enlace al IRE
(Butt et al. 1996).
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Regulacion por el sistema IRE/IRP para ferritina (Ft) y el receptor de transferrina (RTf).

En el sistema IRE/IRP los ejemplos mas estudiados son el receptor de transferrina RTf y
ferritina FT, los cuales se ejemplifican en la Figura 11.

La secuencia IRE localizada en el extremo 5-UTR del RNAm de ferritina (cadena liviana y
pesada) y de la enzima d-aminolevulinato sintetasa es reconocida por la proteina IRP y este
complejo IRE/IRP inhibe/bloquea su traduccion (Muckenthaler et al. 1998; Pérez et al. 2005).

El segundo tipo de regulacion ocurre cuando el IRE esta localizado en el extremo 3°-UTR
del RNAm. El receptor de transferrina, por ejemplo, posee cinco estructuras altamente conservadas
de IREs en esta region y sirven para estabilizar el RNAm cuando se une la IRP, es decir la
interaccion IRE-IRP protege al mensajero de la degradacion, permitiendo, de esta manera, su
traduccidn con la consecuente sintesis del receptor (Hentze and Kuhnt, 1996; Pérez et al. 2005).

La mayoria de los IREs son estructuralmente similares. Los IREs candnicos tienen 31
nucledtidos de los cuales seis forman una burbuja con la secuencia consenso 5-CAGUGN-3", un
tallo de cinco bases apareadas, una pequefa asa o protuberancia asimétrica con una citocina no
apareada en la hebra 5" y un tallo adicional de longitud variable (Joshi et al. 2012).

El almacén de hierro intracelular regula la union de las proteinas IRP-1 e IRP-2 por
mecanismos distintos, cuando los niveles de hierro son altos, un grupo 4Fe-4S de la IRP-1 se
ensambla y se inhibe la actividad de union al IRE por lo que se convierte en aconitasa, mientras
que IRP2 es degradada via proteasoma, se ha relacionado a esta degradacion la insercion de 73
aminoacidos ricos en prolina y cisteina en el extremo amino-terminal (Guo et al. 1995; Khan et al.
2017).
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3. Importancia del hierro para microorganismos patégenos

Cualquier microorganismo invasor que llega a un hospedero necesita adquirir hierro con el
fin de adherirse, infectar, crecer, establecerse, colonizar y dafiar a la célula o al tejido blanco. Asi,
si un microorganismo patdogeno posee diversos sistemas de adquisicion de hierro, tendra
capacidad para multiplicarse dentro de diversos nichos, por lo que estos son cruciales en el
establecimiento y progresion de una enfermedad (Vaca-Pacheco et al. 2010).

El papel de hierro es contradictorio por un lado es cofactor en procesos biolégicos y por el
otro puede ser tdxico y en concentraciones elevadas favorecer las infecciones, por lo que la
concentracion de hierro en circulacion debe ser practicamente nula, ya que de encontrarse libre
puede generar la reaccion de Fenton y generar especies reactivas al oxigeno que ocasionen dafio.
En el cuerpo humano en su mayoria se encuentra unido a proteinas, tales como transferrina (Tf)
en suero, hemoglobina (Hb) y ferritina (Ft) dentro de células y Lf en mucosas y fluidos
extracelulares, entre otras; siendo la fuente de hierro mas abundante dentro de una infeccion por
patogenos la transferrina (del Castillo-Rueda and Khosravi-Shahi, 2010; Loépez-Soto, Gonzalez-
Robles, et al. 2009; Reyes-Lopez et al. 2012; Sheldon et al. 2016).

Sin embargo, obtener hierro del hospedero es complicado, debido a que el hospedero
responde durante la infeccion del microorganismo patdégeno con diversas estragias para disminuir
la diposnibilidad del cation en el lugar de la infeccion, entre las que destacan:

e Sintesis de hepcidina regulada positivamente para la reduccién de hierro en el
suero.

e Aumento de la sintesis de Ft, con el fin de mantener al hierro en el almacenaje
celular.

e Disminucion de la sintesis de Tf, con el objetivo de disminuir la cantidad de hierro
circulante.

e Liberacion Apo-Tf (sin hierro) por neutréfilos en el sitio de infeccién, con el
proposito de capturar el hierro disponible en los fluidos extracelulares; ademas, se
ha reportado que esta molécula ha presentado accién microbicida en algunos

patdgenos.
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Captacion del hierro a través de fagositosis de la holo-Lf por macréfagos, ya que
esta molécula es reportada como una de las fuentes principales de donde algunos
patdgenos obtienen el hierro.

(Ledn-Sicairos et al. 2017; Vaca-Pacheco et al. 2010; Wessling-Resnick, 2020).

Por su parte, el microrganismo también cuenta con sofisticadas técnicas para adquirir el

hierro de las fuentes disponibles:

Produccion de sideréforos, los cuales son capaces de obtener el hierro de
proteinas como la holo-Tf y la holo-Lf, éstos solo se presentan en bacterias y
hongos. Los siderdforos son compuestos de bajo peso molecular (menos de 1
kDa) que tienen una alta afinidad por hierro y lo captan de holoLf (proteina que
contiene hierro).

Reduccidn del complejo Fe3* a Fe*?2 por ferroreductasas, las cuales son capaces
de liberar el hierro.

La generacion de receptores (proteinas de superficie) especificas para las

proteinas que contienen el hierro.

o Secrecion de proteasas que separan el hierro de las proteinas de transporte.

Las ultimas tres son usadas por bacterias, hongos y algunos protozoarios. Todos los

anteriores son considerados mecanismos de virulencia de los patégenos (Lopez-Soto et al. 2009;
Vaca-Pacheco et al. 2010).

Los mecanismos de utilizacién del hierro de la holoLf por bacterias y hongos son bien

conocidos, no asi los de protozoarios.

Los organismos amitocondriados Trichomonas vaginalis, G. duodenalis y E. histolytica,

reciben gran interés debido a su infectividad. Aunque la posicién evolutiva exacta de estos

protozoarios permanece incierta, existen evidencias que los ubican en una posicién muy cercana

en la evolucion (Vanacova et al. 2003). Por lo anterior, hemos tomado como modelo de estudio del

mecanismo de regulacidn por hierro a E. histolytica y G. duodenallis.
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a). Entamoeba histolytica

1) Importancia del hierro

E. histolytica necesita del metal para efectuar sus procesos metabolicos y sobrevivir dentro del
huésped, la literatura sefiala que requiere grandes cantidades del metal para crecer en forma
dptima, in vitro requiere ~100 um lo que sobrepasa los requerientos de otros patégenos incluidas
bacterias, hongos y eucariontes superiores (<6 um); se reporta que la concentracidn de hierro en
el parésito esta vinculada a la virulencia de éste en el huésped (Reyes-Lopez et al. 2012; Sheldon
et al. 2016; Soto-Castro et al. 2017).

El parasito obtiene como fuente de hierro a las proteinas presentes en el huésped, como
son la lactoferrina ubicada en las mucosas, la hemoglobina presente en los eritrocitos, la
transferrina en el suero hematico y la ferritina, proteina abundante en el higado, bazo y cerebro
(Ledn-Sicairos et al. 2005; Lépez-Soto et al. 2009; Reyes-Ldpez et al. 2012; Vaca-Pacheco et al.
2010).

E. histolytica puede fagocitar eritrocitos y obtener hierro a través de hemoglobinasas
neutras que actuan frente a la hemoglobina (Serrano-Luna et al. 1998); asi como la proteina
Ehhmbp45 (Cruz-Castafieda and Olivares-Trejo, 2008) y puede utilizar holoTf para crecer,
endocitandola por varias vias; sin embargo, la mas usual es a través de vesiculas que contiene
colesterol y una proteina similar caveolina y recubiertas de clatrina. Asi mismo, se ha reportado
que E. histolytica endocita y degrada ferritina y la usa como fuente de hierro para crecer in vitro
(Lépez-Soto et al. 2009).

2) Metabolismo del hierro

El genoma de E. histolytica revela gran homologia en rutas metabdlicas con otros
protozoarios como G. duodenalis y T. vaginalis (Loftus et al. 2005) y al igual que ellos, E. histolytica
no posee mitocondria pero en su lugar presenta un organelo llamado mitosoma en el cual se han
encontrado genes que codifican para proteinas chaperonas (cpn60) y Nicotinamina Adenina
Dinucléotido/ Nicotinamina Adenina Dinucléotido Fosfato (NAP/NADP) las cuales son idénticas en
secuencia a aquéllas presentes en la mitocondria, lo que apoya la teoria de que este

microorganismo experimentd el mismo evento endosimbiotico que llevd al establecimiento de una

56



mitocondria ancestral mas que a aquella que propone que es una célula eucaridtica
premitocondriada (Ankarklev et al. 2010; Muller, 2000).

A la fecha, a pesar de los avances en el conocimiento de la bioquimica del parasito y de la
secuenciacion completa de su genoma, las funciones bioldgicas de los mitosomas permanecen en
estudio, sin embargo se ha demostrado que las proteinas presentes en el mitosoma estan
involucradas en la biosintesis de los clusters Fe-S, los cuales son cofactores esenciales en la
catalisis y transporte de electrones (Ankarklev et al. 2010; Pyrih et al. 2016).

3) Efecto del hierro en la virulencia

Se ha reportado que la concentracion de hierro en el medio ambiente influye sobre las
proteinas y los genes que participan en la virulencia de algunos protozoarios como T. vaginalis. El
hierro modula negativamente algunas CPs, ya que a concentraciones altas de hierro en el medio
de cultivo se reduce la actividad y expresion de superficie de estas CPs (Alvarez-Sanchez et al.
2000; Hernandez-Gutiérrez et al. 2003).

En E. histolytica, mediante ensayos de “Northern blot” utilizando cDNA de parasitos
crecidos en condiciones normales y de retriccidn hierro, se observo regulacion negativa por hierro
de seis diferentes CPs (CP1, CP2, CP3, CP4, CP5y CP6) (Park et al. 2001). Por otra parte, Lee
et al. (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 hamster chino) (Lee et al. 2008).
Estos estudios mostraron que la ausencia de hierro en el medio afecta el crecimiento de los
parasitos, no asi con una concentracion elevada de este cation. Sin embargo, la capacidad
adhesiva y citotdxica de las amibas aumenta en altas concentraciones de hierro (285 um) (Lee et
al. 2008). Por otro lado, Cruz-Castafieda y Olivares-Trejo identificaron una proteina 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-Castafieda and Olivares-Trejo, 2008).

Los mecanismos por los cuales ocurre esta modulacién aun estan siendo estudiados,
nuestro grupo de trabajo ha reportado la presencia de estructuras similares a los IREs de eucariotes
en las UTRs de RNAm’s de algunos factores de viulencia modulados por hierro como Actina y
Ehhmbp26'y éstos IRE-like se unen a proteinas citoplasmaticas tipo IRP (Soto-Castro, et al. 2017)

por lo que suponemos que E. histolytica modula la expresion de factores de virulencia a través de
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un sistema tipo IRE-IRP. Este mecanismo lo pudiera utilizar para regular diferentes genes, por
ejemplo, aquéllos que participan en la virulencia del parasito y no solo aquellos que participan en
el metabolismo del hierro como se sabe hoy para eucariontes superiores, lo cual representa una
especializacion en este sistema de regulacion de la homeostasis del hierro.
b). Giardia duodenalis

1. Importancia del hierro

La literatura reporta que protozoarios amitocondriados como T. vaginalis y E. histolytica
tienen requerimentos superiores a los organismos eucariotes y que pueden sobrevivir a
concentraciones superiores de hierro que otros patdgenos incluidos bacterias, hongos y
eucariontes superiores, las cuales son <6 um (Lépez-Soto et al. 2009; Torres-Romero and Arroyo
2009). Sin embargo, no exiten reportes que nos indiquen los requerimentos especificos de G.
duodenalis, no obstante, esto hace suponer que los requerimentos por este parasito son
igualmente superiores. Por su parte, Plata et al. (2021, en preparacion), analizaron el
comportamiento del parasito en distintas concentraciones de hierro, y concluyeron que el trofozoito
de G. duodenalis es capaz de crecer y sobrevivir en condiciones muy elevadas de hierro (300 y
500 mM) hasta por 96 h, lo que sugiere que estos parasitos presentan alta adaptabilidad al medio
en el que se desarrollan, de igual manera sugiere que este parasito cuenta con mecanismos
especificos para el metabolismo de este cation. Dichos estudios, demostraron la necesidad del
protozoo por el hierro ya que en codiciones restrigidas de este, el parasito fue incapaz de sobrevivir,
incluso en periodos de 24 h (Plata-Guzman et al. 2021, en preparacion).

G. duodenalis, como se ha mencionado anteriormente carece de mitocodrias, las cuales
son la maquinaria para la fabricacién de energia en las células eucariéticas, en su lugar posee
hidrogenosomas o mitosomas, y se denominan de acuerdo a la funcion que realizan, los
hidrogenosomas producen hidrégeno, mientras que, los mitosomas contienen las proteinas de
sulfuro de hierro (Fe-S), las cuales presentan una funcién esencial para el crecimiento y
sobreviviencia del paréasito (Heinz and Lithgow, 2013).

En Giardia, se ha reportado que estas proteinas son expresadas durante el enquistamiento
del parasito y estan relacionadas con el ciclo de piruvatos, asi mismo, las moléculas con centro Fe-

S tienen funciones esenciales como la transferencia de electrones y la propiedad de catalizar la
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oxidacién de dinucledtidos de adenina residuos (NADPH y NADH) asi como enzimas que dependen
del metal como ferredoxina, entre otras (Ankarklev et al. 2010; Pyrih et al. 2016).

Sin embargo, los estudios acerca de la adquisidn, metabolismo y relacion con la viruleia
del parasito son nulos.

c) Presencia de IREs en protozoarios

Se ha reportado la presencia de estructuras IRE (elementos en trans) en protozoarios tanto
en las regiones UTR-5°0 3'de algunos RNAm asi como proteinas tipo IRP (Calla-Choque et al.
2014; Figueroa-Angulo et al. 2012; Plata-Guzman et al. 2021; en preparacion, Soto-Castro et al.
2017).

Uno de los protozarios mas estudiados es Trichomonas vaginalis por su relevancia
epidemioldgica y clinica; es el agente causal de la tricomoniasis, la enfermedad de transmisién
sexual mas comun en el mundo que no es transmitida por virus. Se han identificado y caracterizado
dos IRE-like que regulan factores de virulencia del parasito como son las CPs: TvCP4 y TvCP12,
ambas muestran los elementos caracteristicos de los IREs de los mamiferos, ambos con estructura
tallo-burbuja compuesto de una burbuja, un tallo superior, una protuberancia y un tallo inferior; sin
embargo, no son completamente idénticas. Ensayos en extractos citoplasmaticos sugieren que
existe un mecanismo de regulacion post-transcripcional paralelo para la homesotasis del hierro en
el parasito (Figueroa-Angulo et al. 2015). Por su parte, Tvcp4, es una CP de T. vaginalis involucrada
con la hemolisis. Tvcp4 contiene un IRE-like localizado en la regidn 5°-UTR del RNAm y es regulada
positivamente por hierro (Figura 12b) (Solano-Gonzalez et al. 2007), su IRE-like muestra las
caracteristicas de las estructura tallo-burbuja y presenta una secuencia de 6 nt en su burbuja
GGCACA (Figura 12a) (Figueroa-Angulo et al. 2015). Ademas de Tvcp4, se ha reportado un
segundo IRE-like en T. vaginalis localizado en la regiéon 3-UTR en el RNAm del factor de virulencia
TvCP12, el cual es regulado negativamente por hierro (Figura 13) ( Figueroa-Angulo et al. 2012;
Ledn-Sicairos et al. 2005). La funcionalidad de ambos sitios fue probada por Figueroa-Angulo et al.
(2015), por REMSA, usando para su interaccion proteinas recombinantes de IRP-1 (hIRP-1),
proteinas citoplasmaticas de T. vaginalis crecidas en diversas condiciones de hierro (Figueroa-
Angulo et al. 2015).
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Por otra parte, se reportaron IREs en algunos RNAm que codifican para proteinas
hipotéticas del parasito protozoario Plasmodium falciparum, asi como la IRP lo que sugiere la
presencia de este mecanismo de regulacion por hierro (Loyevsky et al. 2001; Militello et al. 2004),

sin embargo, otros aspectos como su regulacion o funcién permanecen sin estudio.
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Fig. 12. IRE-like de Tvcp4 de T. vaginalis. a. Estructura tallo-burbuja o IRE-like de tvcp4. b. IRE-like de tvcp4 localizada en la region 5°-UTR
del RNAm, en el gen que codifica para TvCP4. El diagrama indica la localizacién del promotor, IRE-like y region codificante. c. La figura

muestra la interacion con IRE-like fvcp4 y proteinas de unidn citoplasméticas en diferentes condiciones de hierro (Figueroa-Angulo et al.
2015).
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Fig. 13. IRE-like de Tvcp12 de T. vaginalis. a. Estructura tallo —burbuja o IRE-like de Tvcp12. b. IRE-like tvep12 localizado en la regidn 3'-
UTR del RNAm, en el gen que codifica para TvCP12. El diagrama indica la localizacidén del promotor, IRE-like y region codificante. c. La
figura muestra la interacidn con IRE-like tvep12 y proteinas de unidn citoplasmaticas en diferentes condiciones de hierro (Figueroa-Angulo
etal. 2015).
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d) Presencia de proteinas de union a RNA en protozoarios (IRPs)

En los ultimos afios se han reportado estudios del mecanismo de regulacion por hierro y
aunque es ampliamente estudiado en eucariontes, la investigacion en protozoarios es reciente. Las
estructuras IRP-like han sido identificadas en parasitos como Leishmania tarentoloae, Plasmodium
falciparum, Trichomonas vaginalis, Toxoplasma, Trypanosomas, Tritrichimonas y Entamoeba
(Figueroa-Angulo et al. 2015). Dentro de estas investigaciones se han descrito que las proteinas
IRP son altamente conservadas en esta clase de microorganismos (Volz, 2008); sin embargo, en
algunas especies la secuencia de estas proteinas no han sido descritas, a pesar de que muestran
regulacion post-transcripcional por hierro en alguno de sus genes (Cuadro 1).

Meehan et al. (2000) identificaron la presencia de proteinas en los extractos
citoplasmaticos de Leishmania tarentolae que interactuaban con el IRE del parésito (IRE de H-
ferritina, el IRE nativo, IREs mutantes AC [IRE sin nucledtidos C12 y C18] e IRE C+G (IRE con
sustitucion de C por G en posicién 12); sin embargo, la unién no es dependiente de hierro,
concluyendo que posiblemente la interaccion en L. tarentoloae pueda no estar relacionada a la
homeostasis del hierro, la expresion pudiera ser relevante al crecimiento intracelular del parasito
(Meehan and Connell, 2000).

Por su parte, para Plasmodium falciparum se identifico en la base de datos GenBank un
cDNA similar a la IRP de humano (Muckenthaler et al. 1998). Posteriormente, en el 2001, otro
equipo clono esta secuencia, la expresaron y demostraron la union de la proteina al IRE consenso
de mamiferos en ensayos de movilidad electroforética, a esta proteina la nombraron PfIRPa
(Loyevsky et al. 2001). La PflIRPa presenta una similitud del 47 % y del 40% con la IRP1 y IRP2
respectivamente, difiere solamente en 2 aa de los sitios activos en la IRP1, la primera diferencia se
encuentra en el aa 88 (fenilalanina), el cual es necesario para el soporte de los enlaces de
hidrégeno de los residuos del sitio activo de la aconitasa y es reemplazado por Leucina 101. La
segunda discordancia es entre la arginina 699, la cual es sustituida con lisina 711 en PfIRPa. Los
aminoacidos que son indispensables para la afinidad del enlace al IRE en la IRP1 Arg536, Arg541
y Arg780 estan presentes en las posiciones Arg550, Arg555 y Arg792 en la PfIRPa (Loyevsky et
al. 2001).
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En Trichomonas vaginalis, en 2007 se reportd una proteina de union al IRE de ferritina de
~08 kDa, la cual fue encontrada en los extractos citoplasmaticos del parasito crecidos en
condiciones de hierro restringido, lo que sugiere la presencia del mecanismo de regulacion del
hierro IRE/IRP en el protozoario (Solano-Gonzalez et al. 2007).

Interesantemente, los analisis in silico del genoma de trichomonas coincidian en la
ausencia de genes que codifican para IRP, IRP-like 0 aconitasas; sin embargo, los experimentos
(Entrecruzamiento con UV, “Northwestern blot’, REMSA, entre otros) expusieron en sus resultados
que la proteina a-Actinin denominada como TvACTN3 es una proteina con capacidad de unirse al
IREfer y al IRE atipico de tvcp4, y se proponia que ésta podria participar en la regulacion post-
transcripcional por hierro en un mecanismo paralelo al sistema IRE-IRP. La TVACTNS tiene un
peso molecular de 135 kDa y estd conformada por 3 dominios, siendo el dominio Il el responsable
de la unioén al RNA, donde mediante andlisis in silico se detectaron diversos motivos de union a
RNA en la region 230-662, sin embargo los aminoacidos de union no se han identificado (Calla-
Choque et al. 2014).

Ademas, se reportd que ambos IRE-like (TvCP4 y TvcP12) de T. vaginalis, interactian con
las mismas proteinas citoplasmaticas del parasito que interacttan con el IRE-fer de humano, pero
con diferente intensidad, una de las proteinas identificadas con la capacidad de formar complejos
proteina —RNA en T. vaginalis fue HSP70, la cual tiene un peso de 70 kDa, y tiene funciones
asociadas con la sintesis y maduracion de proteinas, traslocacion transmembranal en organelos,
entre otras (Figueroa-Angulo et al. 2015).

La TvHSP70 tiene la capacidad de formar complejos con TvCP4 y TvCP12, y regular su
expresion diferencial. En el genoma de T. vaginalis se encontraron 11 secuencias que codifican
TvHsp70, las cuales mediante analisis de protedmica se sugiere que se expresan de acuerdo con
las condiciones en las que el parasito se cultiva, en los parasitos crecidos en condiciones de hierro
alto se observé que estas se degradan por actividad protedlica desconocida, se sospecha que esta
pueda ser por una ruta de ubiquinizacién parecida a la de la IRP2 humana, a través de ensayos de
inmunolocalizacion se logro determinar su presencia de forma mas fuerte en paréasitos crecidos en

condiciones de hierro restringido (Figueroa-Angulo et al. 2015).
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Otro proteina con capacidad de unirse al RNA en el parasito es la a-Actinina, la cual
pertenece al subgrupo de las espectrinas (ya que presentan repeticiones de espectrina) y su
funcion esta asociada a la regulacion de la actividad de varios receptores, su union al citoesquelto,
por lo que se le confieren funciones trans-membranales y a su vez sirven como andamio para
conectar vias de sefializacion, ésta tiene una masa molecular que varia de 94-103 KDa (Figueroa-
Angulo et al. 2015). Se han encontrado 5 secuencias en el genoma de T. vaginalis que codifican
para esta proteina (Carlton et al. 2007). Las a-Actinina expresadas en el parasito presentan
diversos pesos moleculares, esto porque varia el numero de espectrinas presentes en cada una,
de estas cinco, las proteinas TVACTN1, 2y 3 se sobreexpresaron en condiciones de restriccion de
hierro; mientras que TVACTN4 y 5 no se expresaron, cuando la condicion de hierro fue manipulada
(Calla-Choque et al. 2014).

Interesantemente, ensayos de entrecruzamiento con luz U.V. revelaron que TVACTNZ2 y
TvACTN3 forman complejos de RNA-proteina con los IRE-like de TvCP4 yTvCP12 (Figueroa-
Angulo et al. 2015).

TvACTN3 es una proteina con peso molecular de 135 KDa, que contiene tres dominios
funcionales e interactla especificamente con el IRE de TvCP4, a través de su tercer dominio,
dentro del cual presenta varios sitios de unién al RNA putativo. TVACTN3 se localiza en el
citoplasma tanto en condiciones de hierro restringido como alto; sin embargo, presenta un cambio
en su distribucién de acuerdo a la condicién de hierro, cuando las condiciones de hierro se
encuentran restringidas estas se dispersan en el citoplasma; mientras que, en condiciones de alto
hierro se observan racimos de TVACTN, lo que sugiere que en condiciones de alto hierro esta
desempefie funciones en el citoesqueleto, por el contrario, cuando el hierro es restringido adquiere
funciones de union al mRNA (Figueroa-Angulo et al. 2015).

Por su parte, TVACTN2 tiene un peso molecular de 110 kDa, y es capaz de formar
complejos RNA-proteina con TvCP4 y 12 en condiciones de hierro restringido, TVACTN2 se
sobreexpresa en esta condicion de hierro. En el caso de la actina o TVACT, que constituye el 10%
de las proteinas totales del parasito, se demostré capacidad de interaccion con los IREs de TvCP4
y TvCP12 en condiciones de restriccion de hierro (Figueroa-Angulo et al. 2015), sin embargo, faltan

estudios para confirmar su funcionalidad en el sistema paralelo al IRE/RP.
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Por la cercania evolutiva de E. histolytica y G. duodenalis se sopecha de la presencia de
un sistema paralelo al sistema de T. vaginalis. En nuestro equipo de trabajo han logrado identificar
IREs putativos de E. histolytica que son capaces de interaccionar con proteinas de extractos
citoplasmaticos de T. vaginalis y E. histolytica, formando complejos IRE/IRPlike sin embargo, hacen
falta mas estudios para la identificacidn y caracterizacion de estas proteinas (Soto-Castro, et al.
2017).

Por su parte para G. duodenalis nuestro grupo de trabajo ha logrado identificar estructuras
IREs putativas del parasito (Plata-Guzman, et al.2021, en preparacion) asi como la presencia de
proteinas capaces de reconocer a las proteinas IRP humanas en los extractos citoplasmaticos de
G. duodenalis (Reyes-Sanchez, 2016). Pese a esto no se han identificado, ni caracterizado

proteinas tipo IRPs en el parasito.
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Cuadro 1. Caracteristicas de Proteinas Reguladoras de Hierro IRP de humano y de proteinas tipo

IRP en parasitos protozoarios.

NUMERO DE BASE DE

ORGANISMO LONGITUD KDa

ACCESO DATOS
Humano IRP1 98 NP_001265281.1 GenBank
Humano IRP2 104 NP_004127.1 GenBank
Leishamania ssp No identificada

P. falciparum PfIRP 104.8 AJ012289 GenBank
T. vaginalis TvACTN3 135 TVAG_239310 TrichoDB
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IV.  JUSTIFICACION

E. histolytica y G. duodenalis son agentes causales de enfermedades intestinales de alta
relevancia epidemioldgica, por su elevada prevalencia, patogenicidad y morbilidad a nivel mundial.
Estos protozoarios requieren del hierro para su crecimiento, metabolismo, supervivencia y
virulencia; sin embargo, el papel del cation es pobremente entendido. El estudio de los factores de
virulencia regulados por hierro, asi como esclarecer el mecanismo de regulacion por dicho cation
puede ayudarnos a comprender la biologia de estos parasitos, su evolucion y sus mecanismos de
patogenicidad; ademas de anticipar el bloqueo de las moléculas que participen en la virulencia,

desarrollo de nuevas pruebas de diagndstico o blancos farmacoldgicos en un futuro.
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

|dentificar y caracterizar in silico factores de virulencia modulados por hierro, asi como las
proteinas reguladoras de hierro (IRP-like), que sugieran la presencia de mecanismos de regulacion

post-transcripcional por hierro del tipo IRE/IRP en E. histolytica y G. duodenalis

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar factores de virulencia que regulen su expresion dependiendo de la
concentracion de hierro en E. histolytica.

2. ldentificar factores de virulencia que regulen su expresién dependiendo de la
concentracién de hierro en G. duodenalis.

3. ldentificar y caracterizar in silico la presencia de proteinas tipo IRP (unién a RNA) en el
proteoma de E. histolytica.

4. |dentificar y caracterizar in silico la presencia de proteinas tipo IRP (unién a RNA) en el
proteoma de G. duodenalis.

5. Estandarizar metodologias de interaccion RNA-proteinas sin marcaje radioactivo (REMSA,
Ensayos de Cambio en la Movilidad Electroforética con RNA) en G. duodenalis.

6. Determinar la presencia de un sistema heterélogo tipo IRE/IRP en G. duodenalis.

7. Determinar la presencia de un sistema homélogo tipo IRE/IRP en G. duodenalis.
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V. MATERIALES Y METODOS
A. MATERIALES
a. Cultivo de parasitos
G. duodenalis
Se empled un cultivo del aislado WB de G. duodenalis, el cual fue donado gentilmente por
la Dra. Guadalupe Ortega Pierres del departamento de Genética y Biologia Molecular del
CINVESTAV- Instituto Politécnico Nacional (IPN) y Dr. Héctor Samuel Lépez Moreno de nuestra
Facultad.
b. Reactivos
Los reactivos requeridos para el proyecto se adquirieron principalmente de casas
comerciales como Promega, Invitrogen, Bio-Rad y SIGMA.
B. METODOS
1. Busqueda de FV modulados por hierro en E. histolytica'y G. duodenalis
Se realizd una busqueda en la literatura sobre genes de FV, es decir, involucrados en los
mecanismos de patogenicidad de ambos parasitos que modularan su expresion dependiente de la
concentracion de hierro en E. histolytica y G. duodenalis. Ademas, se consultaron las bases de
datos de los genomas de ambos parasitos y se realizaron analisis in silico que complementara la
informacidn bibliografica.

2. ldentificacion de proteinas tipo IRPs
a. Analisis bioinformatico del proteoma de los parasitos E. histolytica y G. duodenalis

Sondeo de proteinas tipo IRP en los proteomas de E. histolytica y G. duodenalis
Mediante andlisis in silico se buscaron secuencias aminoacidicas de las proteinas IRP1 e
IRP2 de Homo sapiens en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Infomation,

por sus siglas en inglés) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), estas secuencias fueron utilizadas como

sondas en los programas AmoebaDB (http:/amoebadb.org/amoeba/) y GiardiaDB

(http://giardiadb.org/giardiadb/). Otras secuencias sondas que fueron utilizadas en el anélisis in
silico son las proteinas tipo IRP reportadas en la literatura para los protozoarios T. vaginalis y P.

falciparum (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Secuencias de proteinas IRP o tipo IRP utilizadas para buscar al ortdlogo de IRP en el

proteoma de E. histolytica.

PESO . BASE
NUMERO DE
ORGANISMO NOMBRE MOLECULAR DE REFERENCIAS
ACCESO
(KDa) DATOS
(Hentze and Kuhnt, 1996)
IRP-BP1 98 P21399.3  GenBank
H. sapiens (Hentze and Kuhnt, 1996)
IRP2 106 P48200.3 GenBank (Hentze and Kuhnt, 1996)
P. falciparum PfIRP 104.8 AJ012289  GenBank (Loyevsky et al. 2003)
TVvACTN3 135 TVAG_239310 TrichoDB (Calla-Choque et al. 2014)
(Figueroa-Angulo et al.
TvACT2 931 TVAG_190450 TrichoDB
2015)
TvHSP70-4 659 TVAG_044510 TrichoDB (Arroyo et al. 2015)
T. vaginalis
(Figueroa-Angulo et al.
376 TVAG_054030 TrichoDB
2015)
TVACT
(Figueroa-Angulo et al.
376 TVAG_200190 TrichoDB
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Busqueda de motivos de union a acidos nucleicos en posibles ortologos
Una vez sondeadas las secuencias aminoacidicas en el proteoma, se obtuvieron los

posibles ortdlogos, los cuales se analizaron en el programa SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/) y PROSITE (https://prosite.expasy.org/) ambas bases de datos de dominios,

familias y sitios funcionales de proteinas, en los cuales se buscé la presencia de sitios de unién a
acidos nucleicos y RNA.
Modelado en 3D de las secuencias aminoacidicas

Para realizar el modelaje de los posibles ortdlogos de RBP’s se tomaron en cuenta los
siguientes factores de inclusion, que el posible ortdlogo presentara sitios de unidn y/o presentara
un tamafio molecular aprooximado a lo obtenido experimentalmente por el grupo de trabajo (Soto-
Castro et al. 2017).

El modelaje se realiz6 en 3D para su representacion espacial, en el programa Expasy:

Swiss Model (https://swissmodel.expasy.org/interactive) el cual ofrece un resumen de todos los

modelos incorporados en el proyecto (secuencia del posible ortélogo introducida), este programa
realiza el modelado a través de homologias con proteinas obtenidas experimentalmente, asi mismo
para aceptar como fiable un modelo utiliza dos estimadores:

1. GMQE el cual realiza una estimacion global de la calidad del modelo, que combina
propiedades de la alineacion objetivo-plantilla y el método de busqueda de la
plantilla.

La puntuacién GMQE resultante se expresa como un numero entre 0 y 1, lo que
refleja la precision esperada de un modelo creado con esa alineacion y plantilla y la
cobertura del objetivo. Los niumeros mas altos indican una mayor fiabilidad.

2. QMEAN es un estimador compuesto basado en diferentes propiedades geométricas
y proporciona estimaciones de calidad absolutas tanto globales (es decir para toda
la estructura) como locales (por residuo) sobre la base de un solo modelo. Las
puntuaciones de -4.0 0 menos son una indicacién de modelos con baja calidad. Esto
también se destaca por un cambio del simbolo de "aprobacién” a un simbolo de

"aprobacion” al lado del puntaje.
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Para la seleccion del modelo primero obtuvimos todos los posibles modelos tridimensionales de
las secuencias candidatas, y de acuerdo con los estimadores del programa se selecciond el mejor
modelo en caso de formarse.

3. Presencia del mecanismo de regulacion por hierro a nivel post-transcripcional por

interacciones RNA-proteinas en sistema homdlogo y heterdlogo en G. duodenalis

a. Cultivo de Giardia duodenalis.

El cultivo se realizd en medio TYI-S-33 enriquecido con suero fetal bovino al 10%, bilis 1
g/L, pH de 7.0, 50 pg/ml de gentamicina y se pre-filtrd con membranas de 0.45um.

Al medio de cultivo se le afiadié citrato de amonio férrico (sigma) a una concentracion de
110 pm para obtener las condiciones de alto hierro, y resina quelex para la condicion de hierro
restringido (7.7 pM).

Las giardias fueron incubadas a una temperatura constante de 37°C y fueron observadas
en microscopio invertido (leica) cada 24 h, para su vigilar su correcto crecimiento. Los parasitos se
cosecharon en tubos falcom de 15 ml por enfriamiento a 4°C, se centrifugaron a 1500 rpm durante
8 min (Bagchi et al. 2012), posteriormente se decant6 el sobrenadante, luego la pastilla se
resuspendi6 en 1.5 ml de suero fetal bovino; se homogenizd y se resuspendié en 13.5 ml de medio
nuevo, finalmente se incubd a 37°C por 24 h (Tasca et al. 2005). El cultivo se observd
periddicamente en un microscopio invertido (Leica) para verificar su crecimiento y descartar
contaminacion, hasta que alcanzaron la fase logaritmica. En el momento que alcanzaron la fase
logaritmica, los trofozoitos fueron decantados en tubos falcom de 15 ml, se centrifugaron a 1500
rpm durante 5 min a 4°C posteriormente se decantd el sobrenadante, luego la pastilla se procesé

de acuerdo con los ensayos necesarios.

b. Extractos citoplasmicos de Giardia duodenalis

Se utilizaron trofozoitos cultivados en tubos de vidrio con tapén de rosca (3 tubos, por
condicion de hierro), éstos se encontraban en fase logaritmica con una concentracion de ~1x106 a

5x108 cel/ml. El cultivo se realiz6 en las condiciones antes mencionadas, pero se afiadid 1x de
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antibidtico y antimicético (150 pl/15ml) (INVITROGEN). Los paraitos fueron centrifugados a 1500
rpm, durante 8 min a 4°C, se obtuvo una pastiilla, se deseché el sobrenadante y se afiadieron 15
ml de PBS 1X frio, se homogenizo la muestra y se realiz6 un lavado, se homogenizd y se colocaron
10 pL en la camara de Neubauer para realizar el conteo de trofozoitos, hasta obtener una
concentracion ~ 60 a 90 millones de células por ml. Posteriormente, se centrifugaron a 2280 rpm
(1000 xg) por 10 min a 4°C, de la cual se obtuvo una pastilla la cual se lavo con PBS 1X frio, ésta
se resupendio y se colocd en un tubo esteéril de 50 ml con tapa de rosca. La pastilla se obtuvo por
centrifugacion (se removid el sobrenadante) y se estimé el volumen de células empaquetadas
(PCV, “packed cell volumen”, por sus siglas en inglés). El calculo de PCV se realiz6 por observacion
de volumen en una micropipeta. La pastilla obtenida se resuspendi6 en 250 pl de buffer de lisis A
(10mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgClz, 10mM KCI) por 100 pl de PCV. Las células resuspendidas
se transferieron a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml, la pastilla se pre-refrigerd y se sometié a
congelacién a -80°C durante 24h y se procedié a su descongelacion, esto con el proposito de
ayudar en la lisis de las células. Los trofozoitos se almacenaron a -80°C en buffer de lisis A por
periodos menores a una semana. Después, la muestra se removi6 de los congeladores (-80°C) e
inmediatamente se le afiadié la mezcla de inhibidores de proteasas 100x (BIOSHOP) a 1Xy DTT
a una concentracion final de 1mM. El descongelamiento de la muestra se realiz6 a temperatura
ambiente e inmediatamente se colocd en hielo. Posteriormente, se afiadié Nonidet P-40 (NP-40)
para obtener una concentracion final de 0.2%. Se procedi6 a romper los cumulos de células en el
lisado con una puntilla estéril, que pudiera insertarse en el tubo de microcentrifuga. Una vez que
se lograron deshacer los cumulos se centrifugd a 3300 xg por 1 min a 4°C. El sobrenadante que
contiene las proteinas citoplasmaticas fue removido y se almacend a -80°C. La integridad de EC
se corrobord, por lo que una muestra del lote (una de cada condicion) era descongelada, se afiadia
buffer de corrida 2X, se hervian de 3 a 5 min y se centrifugaban a 10 000 rpm a 4°C durante 1 m,
para correr una electroforesis SDS-PAGE a 120V por 90 m. Para tefiir los EC se utilizd como
colorante a Azul de Coomassie por 40 min, posteriormente se colocaron 20 min en solucion

decolorante para su observacion en luz visible y registro.
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c. Obtencion de amplicones por PCR

Los amplicones se generaron por PCR, los oligonucleétidos contenian la secuencia de union
de la T7 RNA polimerasa para los ensayos de transcripcion in vitro. EI DNA utilizado para la
transcripcion in vitro fue el de los amplicones Ferritina de humano y Actina de G. duodenalis,
correspondientes a las estructuras tallo-burbuja encontradas en las 5" 6 3"-UTR en los RNAm
analizados de G. duodenalis (Plata-Guzman et al. 2021, en preparacion). La reaccion en cadena
de la polimerasa se realizé como indica la casa comercial (INVITROGEN), se afiadieron 12 ul de
Buffer 10X, 2.4 pl de dNTP’s, 3.6 ul de MgCly, 2ul de los oligonucledtidos (1 pg/ ul), 0.5 pl de la
enzima Taq polimerasa y 97.5 ul de H20 inyectable; para un volumen final de reaccion de 120 pl.
La temperatura de alineamiento para Ferritina es 67.7°C y de 82.1°C para Actina. Las condiciones
para la PCR fueron: temperatura inicial 95°C por 5 min, desnaturalizaciéon 95° por 1 min, se utilizd
un gradiente de 67-84°C como temperatura de alineamiento, para la extension 72°C por 2 min y
para la extension 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, tefiido con 0.5 pl de Gel
Red (BIOTIUM).

d. Transcripcion in vitro de IREs

Los transcritos se generaron con el kit AMBION® siguiendo la metodologia previamente
estandarizada en el laboratorio (Plata-Guzman et al, 2021, en preparacion) y el DNA molde que se
obtuvo de los productos de PCR de cada amplicon. La reaccion de transcripcion se llevé a cabo de
la siguiente forma; 2 pl buffer (10X), 2 ul ATP (75 mM), 2 ul CTP (75 mM), 2 ul GTP (75 mM), 2
UTP (75 mM), 8 ul de DNA templado, 2 pl de la enzima T7, en un volumen final de 20 pl. La
reaccion se mezcld gentilmente y se incubd 37°C por 3 h. Posterior a la incubacion, se le agregé 1
I de DNAsa Turbo y de nuevo se incubd a 37°C por 20-25 min para degradar el DNA molde. Para
precipitar los transcritos se adicionaron 115 ul de H20 grado inyectable, 15 ul de acetato de sodio
3M'y 300 pl de etanol absoluto, se mezclé y se colocaron a -70°C por 24 h. Para empastillar el
RNA, los transcritos se centrifugaron a 13,000 rpm por 20 min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante
y la pastilla se secd a temperatura ambiente en campana sin flujo de aire para evitar la

contaminaciéon por RNasas. La pastilla se resuspendio en 20 ul de H2O libre de nucleasas
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(AMBION), vy, para la formacién de las horquillas, se calentaron a 65°C durante 15m, para su
posterior enfriamiento a temperatura ambiente.

La integridad de los transcritos se visualizd por electroforesis en un gel de agarosa al 3%, en
amortiguador de corrida TBE 1X a 80 V, 50 min. El almacenaje de los transcritos se realizo a -

20°C, solo se congelaban una vez para evitar la degracion del RNA.

e. Ensayos de cambio de movilidad electroforética de RNA (REMSA, por sus siglas en
inglés).

Los REMSA se realizaron sin luz para evitar la posible degradacidén de RNA por fotosensibilidad.
En tubos eppendorf se realizaron las siguientes mezclas e incubaciones: se agregaron 10ul de
Binding Buffer 5X, 1 ul de B-mercaptoetanol y 16 pl de los EC (obtenidos de cultivos de parésitos
crecidos en condiciones de restriccion, normal y alto hierro), esta mezcla se dejé incubar durante
20 min a 4°C en hielo, posteriormente se agregaron 5 ul del RNA (IRE del parasito), esta
interaccion se llevo a cabo durante 20 min a 4°C en hielo, posteriormente se afiadio 3 ul de RNAsa
A, una vez afiadida se incub6 por 60 min a temperatura ambiente, se agregaron 2 pl de buffer 6X
EMSA por cada 10 ul de muestra a cada interaccion. La electroforesis se realizo en gel de agarosa
al 1% a 80V por 50m.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Identificacién de factores de virulencia que modulan su expresion en base a la

concentracion de hierro en E. histolytica

Se realiz6 una busqueda bibliografica de factores de virulencia que se han sido reportados
en la literatura dependientes de la concentracion de hierro en el parasito, estos estudios han
demostrado que E. histolytica posee un sistema de respuesta al estrés por hierro (Lee et al. 2008;
Park et al. 2001; Soto-Castro et al. 2017).

Diversos investigadores identificaron varios genes implicados en la traduccion de factores
de viulencia en deficiencia de hierro, incluidos los que codifican el factor de elongacion EF-1a'y
cinco proteinas ribosomicas, estos datos sugieren que los niveles de restriccion de hierro aumentan
la necesidad de la maquinaria de traduccion. Ademas, se identificaron diversas proteinas que se
modulan postiva o negativamente de acuerdo a la presencia de hierro entre las que podemos
encontrar las Cistein Proteinasas (CPs), proteinas de union a la hemoglobina, proteinas implicadas
en las reacciones de Oxido-reduccion, del citoesqueleto y del metabolismo (Park et al. 2001; Cruz-
Castafieda and Olivares-Trejo 2008, Lee et al. 2008; Cruz-Castafieda et al. 2009, Lopez-Soto et al.
2009, Serrano-Luna et al. 2013, Hernandez-Cuevas et al. 2014; Soto-Castro et al. 2017) (Figura
14).
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Fig. 14. Regulacion de FV dependientes de hierro en E. histolytica. A. Medio en restriccion
de hierro; B: Medio enriquecido con hierro. Cistein Proteinasas: CPs, Proteinas de unién a la
hemoglobina: Ehhmbp, proteinas implicadas en las reacciones de 6xido-reduccion; Fe-SOD, y

citoesqueleto: Actinas.
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a. Cistein Proteinasas

Estas proteinas son enzimas involucradas en la adhesion, en la degradacion de tejidos y
en la defensa contra el hospedero (Levican et al. 2007; Ning et al. 2012). Las CPs con mayor
expresion son EhCP1, EhCP2 y EhCP5 , que son responsables de aproximadamente el 90% de
la actividad enzimatica (Serrano-Luna et al. 2013).
EhCP1 puede digerir colageno y se encuentra en la superficie de la célula y en las vacuolas
internas. Lee et al. (2014) demostraron que su inhibicion reducia la capacidad del parasito de
adherirse al colageno y laminina de los enterocitos; por lo tanto, se ha demostrado su importancia
en la patogenia (Lee et al. 2014).
EhCP2 se encuentra dentro de la membrana interna y en la superficie de la ameba. EhCP2 puede
digerir proteoglicanos, cartilago y colageno de la membrana renal, funciona como una caspasa-1
contra la pro-IL-1B y se asocia con membranas (He et al. 2010; Serrano-Luna et al. 2013; Zhang
et al. 2000). Recientemente, se demostré que EhCP2 se sobreexpresa en hamsteres infectados
con amebas, lo que indica que EhCP2 juega un papel importante en la virulencia (Sanchez et al.
2016).
EhCP5 es responsable de degradar la capa de mucina, favoreciendo la invasién del parasito y se
sobreexpresa en el proceso de absceso hepatico amenbiano (ALA, por su siglas en inglés), el cual
es causado por E. histolytica cuando esta se transporta por torrente sanguineo desde los intestinos
al higado, ALA es el resultado de la acumulacion de pus en respuesta a la invasion del parasito al
higado. La variabilidad en el gen puede hacer que la cepa sea mas virulenta y agresiva (Ackers
and Mirelman, 2006; Rostami et al. 2017; Serrano-Luna et al. 2013; Trejos-Suarez and Castafio-
Osorio, 2009). Ademés, EhCP5 es altamente expresada en la cepa HM1: IMSS in vitro y juega un
papel fundamental in vivo. EhCP5 es capaz de adherirse a las células avB3 que desencadenan la
produccion de mucina por las células calciformes y tiene un papel clave en la patogenia de
amebiasis (Cornick et al. 2016; Marie and Petri, 2014; Sanchez et al. 2016).
Otras proteasas reguladas por el hierro incluyen EhCP4y EhCP6. EhCP4 participa en la resistencia
al sistema inmunne, funciona como una citocina de prolL-18, IgA, 1gG y C3 del complemento,
mientras que EhCP6 responde al estrés y se describe como catepsina-L-like (Gosh and Rahab,

2015; Serrano-Luna et al. 2013). La regulacién de la CPs por el hierro fue demostrada por Park et
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al. quienes compararon patrones de expresion génica en medios bajo concentraciones de hierro
normales y restringidas utilizando ensayos de “Northern blot”.
Los genes EhCP1-6 se sobreexpresan en condiciones limitadas de hierro (Park et al. 2001). En el
Cuadro 3, se resumen las EhCP que son reguladas por hierro y se proporciona una descripcion de
su funcion durante la patogenia.

b. Proteinas de unién a Hb

Entamoeba histolytica utiliza Hb para adquirir hierro del huésped (Lopez-Soto et al. 2009).
Cruz-Castafieda et al. (2008,2009) demostraron que la expresion de Ehhmbp45 y Ehhmbp26 esta
modulada por hierro. Estas proteinas se expresan en trofozoitos cultivados en medios privados de
hierro pero suplementados con Hb; por lo tanto, es probable que estén regulados negativamente

por el hierro (Cruz-Castafieda and Olivares-Trejo, 2008; Cruz-Castafieda et al. 2009) (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Cistein proteinasas como factores de virulencia modulados por hierro en E. histolytica.

FACTOR DE , . CONCENTRACION
FUNCION REGULACION REFERENCIAS
VIRULENCIA DE HIERRO

Involucrada en el mecanismo de adhesion )
(Hernandez-Cuevas et al. 2014; Luaces

and Barrett, 1988; Park et al. 2001;
Trejos-Suarez and Castafio-Osorio,
2009; Zhang et al. 2000)

durante el proceso infeccioso de la amebiasis.
EhCP1 Es capaz de digerir al colageno nativo tipo 1, Positiva 360 pg/dl
y participar en la degradacion de la IgA'y

villina.

Involucrada en el mecanismo de adhesion, el

efecto citolitico y de fagocitosis durante el (Hernandez-Cuevas et al. 2014; Li et al.
EhCP2 proceso infecioso de la amebiasis. Capaz de Positiva 360 pg/dl 1995; Luaces and Barrett, 1988; Zhang
digerir colageno, proteoglicano y citoquinasa et al. 2000)
prolL-1.
Posiblemente asociada a la digestion de 3
EhCP3 . Positiva 360 pg/dl (Serrano-Luna et al. 2013)
nutrimentos.
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EhCP4

Involucrada en el mecanismo de adhesion, el
efecto citolitico y de fagocitosis durante el
proceso infecioso de la amebiasis. Capaz de
digerir la laminina, IgA, la proteina C3 del

complemento, citoquinasa prolL-1B y villina.

(He et al. 2010; Li et al. 1995; Moncada
et al. 2006; Park et al. 2001; Thibeaux et
al. 2012; Zhang et al. 2000)

EhCP5

EhCP6

Degrada un amplio espectro de sustratos
biologicos y sintéticos
(mucina, fibrindgeno, colageno, hemoglobina,
albumina de suero bovino, gelatina, 19G, Z-
Arg-Arg-pNA y Z-Ala-Arg-Arg-pNA pero no Z-
Phe-Arg-pNA y matriz extracelular).

Involucrada en mecanismos de respuesta al

estrés.

Positiva 360 pg/dl
Positiva 360 pg/dl
Positiva 360 pg/dl

(Ghosh and Raha, 2015; Lopez-Soto et
al. 2009; Park et al. 2001)

(Cruz-Castarieda et al. 2009)
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Cuadro 4. Proteinas de unién a hemoglobina como factores de virulencia modulados por hierro en E. histolytica.

FACTOR DE . ... CONCENTRACION
GENE ID FUNCION REGULACION REFERENCIAS
VIRULENCIA DE HIERRO
Posiblemente un hemdforo secretado para .
N S . (Cruz-Castafieda and Olivares-
Ehhmbp45 EHI_096540 facilitar la eliminacion del grupo hemo del Postiva 6.5 uM

. . Trejo, 2008)
hospedero durante la infeccion.

Posiblemente un hemaforo, que su sintesis

. . o (Cruz-Castafieda et al. 2011; Soto-
Ehhmbp26 EHI_022250 se ve activada en presencia de Positiva 6.5 uM

Castro et al. 2017)
hemoglobina.
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c. Proteinas de oxidacion y reduccion

Entre los factores de virulencia involucrados en las reacciones de oxidacidn-reduccion se
(Cuadro 5) encuentra la aldosa reductasa, que puede participar en la biosintesis de sider6foros y/o
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Hernandez-Cuevas et al. 2014). También
se identifico en este estudio a la enzima FeSOD que contiene hierro y es responsable de la
desintoxicacion de ROS vy la resistencia al metronidazol (lyer et al. 2014). La sobreexpresion de
esta enzima en condiciones de restriccion de hierro se evalu6 comparando medio normal y medio
con un quelante de hierro, revelando que la presencia de hierro ferroso aumenta la expresion de
FeSOD. Ademas, la regulacion a nivel transcripcional se demostré mediante anélisis de
transferencia “Northern blot” y un fragmento de la regién 5° del gen EhFeSOD mostré un 68% de
identidad con la secuencia consenso conocida como la 'caja de hierro' reportada en Escherichia
coli (Espinosa et al. 2009). Otro factor de virulencia regulado positivamente por el hierro es la
enzima EhADH2, que es responsable de internalizar la holo-Tf humana (Reyes-Lopez et al. 2012).

d. Proteinas de organizacion del citoesqueleto de actina

Actina y genes relacionados con la reorganizacion del citoesqueleto de actina, como los
que codifican actobindina y cofilina, se regulan positivamente en condiciones de restriccion de
hierro. Se propuso que la concentracién de hierro puede afectar la citoadherencia de trofozoitos a
enterocitos; por tanto, la virulencia y la patogenicidad se verian afectadas (Marie and Petri 2014;
Ning et al. 2012). La regulacién por hierro de los genes actobindina y cofilina también fue
demostrado por Hernandez-Cuevas et al. (Hernandez-Cuevas et al. 2014); ademas, la regulacién
positiva de la actina fue demostrada por RT-PCR semicuantitativa por nuestro grupo de trabajo
(Soto-Castro, et al. 2017) (Cuadro 6 y ura 15).
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Cuadro 5. Proteinas de Oxidacién-reduccion como factores de virulencia regulados por hierro en E. histolytica.

FACTOR DE . . CONCENTRACION
GENE ID FUNCION REGULACION REFERENCIAS
VIRULENCIA DE HIERRO
EH_157010, _ . . .
Posiblemente participa en la biosintesis de g 90.7uM + 84uM )
Aldosa reductasa EH_039190, = N Positiva (Hernandez-Cuevas et al. 2014)
sideroforos y/o formacion de ROS. de Hb
EH_107560
Superdxido . o
. Enzima responsable de la superoxidacion .
dismutasa que . S B (Bruchhaus and Tannich 1994;
. . EH_159160 del radical (O2N2), desintoxificacion incluida Positiva 123 uM
cotiene hierro (Fe- ) . Hernandez-Cuevas et al. 2014)
cuatro favoproteinas de azufre de hierro.
SOD)
Aldehydo/alcohol . o o
Envuelta en la internalizacion de B (Leodn-Sicairos et al. 2005;
dehydrogenasa-2 ND . Positiva Saturado de holo-Tf
transferrina humana. Reyes-Ldopez et al. 2011)
(EhADH2)
. L (Espinosa et al. 2009;
Aldehydo-alcohol Envuelta en la internalizacion de 3 90.7uM + 84uM de )
EHI_024240 _ Positiva Hernandez-Cuevas et al. 2014;
dehydrogenase 2 transferrina humana. Hb )
Reyes-Lopez et al. 2011)
NADPH-dependente . ) (Black and DiRusso 2007,
. Envuelta en la homeostasis Redox a través L .
oxidoreductasa EHI_045340 - o . Positiva 90.7uM Hernandez-Cuevas et al. 2014;
de la reduccion de L-cisteina y hierro _
(ERNOy) Jeelani et al. 2010)

ND. No determinado
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Cuadro 6. Actina y proteinas de organizacion del citoesqueleto como factores de virulencia modulados por hierro en E. histolytica.

FACTOR DE . , CONCENTRACION
GENE ID FUNCION REGULACION REFERENCIAS
VIRULENCIA DE HIERRO
Posiblemente involucrada en la (Hernandez-
o EHI_158570 reorganizacion del citoesqueleto, . Cuevas et al.
Actobindina Negativa 123 uM
EHI_039020 correlacionada con los mecanismos de 2014; Lee et al.
adherencia. 2008)
Posiblemente involucrada en la (Hernandez-
3 reorganizacion del citoesqueleto, . Cuevas et al.
cofilina EHI_186840 Negativa 123 uM
correlacionada con los mecanismos de 2014; Lee et al.
adherencia. 2008)
Posiblemente involucrada en la (Hernéndez-
reorganizacion del citoesqueleto, Cuevas et al.
Actina EHI_173950 Negativa 6.5uM
correlacionada con los mecanismos de 2014; Lee et al.
adherencia. 2008)
Posiblemente involucrada en la (Hernandez-
Subnidades del EHI_199690 reorganizacion del citoesqueleto, . Cuevas et al.
. . . Negativa 123 uM
complejo ARP 2/3 EHI_045000 correlacionada con los mecanismos de 2014; Lee et al.
adherencia. 2008)
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S-
adenosylmethionina
sinthetasas (SAMS)

EHI_174250,
EHI_004920,
EHI_195110

EHI_195110

Responsable de la biosintesis de S-
adenosylmethionina sinthetasas (SAMS), Negativa

en muchas vias biosintéticas, incluida la

(Hernandez-
90.7 uM Cuevas et al.
2014; Levican et

conversion de metionina-cisteina y

L, Positiva
biosintesis de hemo.

al. 2007; Sabaty et

123 uM
al. 2010);
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bp

EhFESOD - 309
EhPRL21 - 460
Ehhmbp26 390

Ehactin 341

Fig. 15. Ensayos e RT-PCR semicuantitavivos con cebadores especificos para EncP5, EnFeSOD, EnPRL21, Ehhmbp26 y EhActin. Usado

DNACc de parasitos cultivados en restriccion de hierro (6.5uM: Carril L) y condiciones de exceso de hierro (250 uM: Carril H). El gen de B-

tubulina fue utilizado como control interno. Se dan los tamafios de los amplicones en pb: pares de bases (Modificado de Soto-Castro, et al.
2017).



e. Enzimas metabdlicas

La acil-CoA sintetasa es una enzima metabdlica implicada en la virulencia. La acil-CoA
sintetasa esta involucrada en la sintesis de novo de lipidos, catabolismo de acidos grasos, trafico
vesicular y remodelacion de la membrana en E. histolytica. La Acil-CoA sintetasa esta regulada por
el hierro (90,7 uM) en el transcriptoma del parasito (Black and DiRusso, 2007; Hernandez-Cuevas
et al. 2014) (Cuadro 7). Otro factor de virulencia es S-adenosilmetionina sintetasa SAM, que
participa en la biosintesis de SAM. En muchas vias biosintéticas, incluida la conversién de
metionina, de cisteina y biosintesis de hemo, SAM se regula positivamente en condiciones de
restriccion de hierro, mientras que se regulan de forma negativa en condiciones de 123 uM de
hierro (Hernandez-Cuevas et al. 2014; Levican et al. 2007; Sabaty et al. 2010). Las cisteina sintasas
CS1y CS2Yy la cisteina desulfurasa (NifS) estan involucradas en el metabolismo de la cisteina y
posiblemente sea parte del metabolismo del azufre que contienen aminoacidos en E.
histolytica. Estas sintasas se regulan positivamente en condiciones bajas en hierro
complementadas con Hb (Cuadro 7) (Ali et al. 2004; Hernandez-Cuevas et al. 2014; Mishra et al.
2012).
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Cuadro 7. Enzimas metabolicas como factores de virulencia regulados por hierro en E. histolytica.

FACTOR DE . . CONDICIONES
GENE ID FUNCION REGULACION REFERENCIAS
VIRULENCIA DE HIERRO
. _ . o _ ' (Ali and Nozaki 2007; Hernandez-
Cistein sintetasa Posiblemente participa en la biosintesis de 90.7uM + 84pM
EHI_171750 Positiva Cuevas et al. 2014; Mishra et al.
CS1 aminoacidos que contienen azufre. de Hb
2012)
. . . o . . (Ali and Nozaki 2007; Herndndez-
Cistein sintetasa Posiblemente participa en la biosintesis de 90.7uM + 84uM
EHI_190630 Positiva Cuevas et al. 2014; Mishra et al.
CS2 aminoacidos que contienen azufre. de Hb
2012)
. . o . . (Casadevall and Pirofski 2001;
Cistein desulfurasa Posiblemente participa en la biosintesis de B 90.7uM + 84uM . . .
. EH_136380 S . Positiva Cornick et al. 2016; Marie and Petri
NifEH_136380s aminoacidos que contienen azufre. de Hb 2014)
Enzima involucrada en la sintesis de novo
_ de lipidos, catabolismo de &cidos grasos, 3 90.7uM/ 90.7uM (Black and DiRusso 2007,
Acyl-CoA sintetasa  EHI_153060 _ y Positiva )
trafico vesicular y remodelacion de la + 84uM de Hb Hernéndez-Cuevas et al. 2014)
membrana en E. histolytica.
EHI_174250 (Hernéndez-Cuevas et al. 2014;
S-adenosilmetionina Responsable de la biosintesis de la S- . o
. EH_004920 S Negativa 90.7uM Levican et al. 2007; Sabaty et al.
sintetasa SAM adenosilmetionina, involucrada en las vias
EH_195110 2010)
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de biosintesis de la citeina metionina y

hemo.

EH_195110 Positiva 123 uM

ND. No determinado
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B. Identificacion de factores de virulencia que regulan su expresion en base a la
concentracién de hierro en G. duodenalis

Se realiz6 una busqueda bibliografica de FV reportados en la literatura dependientes de la
concentracion de hierro en el paréasito; sin embargo, los estudios reportados de modulacién de
genes dependiente de hierro en G. duodenalis son escasos y las brechas entre el conocimiento de
su biologia amplias. Sin embargo, diversos reportes sefialan la necesidad de altas concentraciones
de hierro por el parasito, ademas de una relacidn entre este y la anemia en nifios y animales,
conjuntamente apuntan a que Giardia posee un sistema de respuesta al estrés por hierro (Ansell
et al. 2015; De Carvalho et al. 2008; Peirasmaki et al. 2020; Vaca-Pacheco et al. 2010).
Recientemente, diversos investigadores identificaron varios genes implicados en la traduccion de
FV en deficiencia de hierro, incluidos los que codifican proteinas de respuesta al estrés oxidativo y
proteinas de membrana con alto contenido de cisteina, VSP, captesina B y dos proteinas similares
a la tenasina (Peirasmaki et al. 2020). En nuestro laboratorio también se encuentran en estudio
diferentes genes que codifican factores de virulencia y que son regulados negativamente por hierro
como algunas CPs, actinas y proteinas del matabolismo (Plata-Guzman et al. 2021, en revision).

a. Proteinas de respuesta al estrés oxidativo (PFOR, por sus siglas en inglés)

Ansell et al. (2015) sefialan que la expresion de diversas proteinas del parasito in vitro responden
especificamente al estés oxidativo inducido por hierro y oxigeno, entre las que podemos encontrar
un proteina similar a la ferritina (Secuestra el hierro) y una superéxido dismutasa, ambas proteinas
antioxidantes (Ansell et al. 2015).
Asi mismo, Peirasmaki et al. reportaron la regulacion negativa de diversos genes por hierro (Cuadro
8). Entre los que podemos encontrar Piruvato-flavodoxina dxidoreductasas, PFOR, esencial en el
metabolismo de los carbohidratos del parésito especialmente en la exquistacion, y la cual se
encuentra asociada a la respuesta del parasito al estrés oxidativo en el hospedero, se encuentran

regulados negativamente en agotamiento del hierro (Peirasmaki et al. 2020).
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b. Proteinas de membrana con alto contenido de cisteina (HCMP, por sus siglas en inglés).
Asi mismo, se report6 que la expresion de proteinas de membrana con alto contenido de cisteina
se ven afectadas por la presencia de hierro in vitro (Peirasmaki et al. 2020). Estas estan
consideradas FV debido a que la literatura sefiala que son importantes en la interaccion parasito
hospedero, esencialmente en el dafio a las células epiteliales intestinales.
Peimaraski et al. (2020) demostraron que estas proteinas son reguladas positivamente en
condiciones de restriccion de hierro (Cuadro 9), por lo que se sugiere estas podrian ayudar al

parasito a dafar el cepillo epitelial en el hospedero.
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Cuadro 8. Proteinas de respuesta al estrés oxidativo (PFOR) como factores de virulencia regulados por hierro en G. duodenalis.

FACTOR DE . . CONDICIONES
GENE ID FUNCION REGULACION REFERENCIAS
VIRULENCIA DE HIERRO
Piruvato-flavodoxina Esencial en el metabolismo de los Cultivo in vitro en _
o . o . . ' (Nifio and Wasserman 2010;
dxidoreductasas, ORF 17063 carbohidratos del parasito, especialmente Postiva presencia de _ .
S Peirasmaki et al. 2020)
PFOR en la exquistacion. quelantes
Piruvato-flavodoxina Esencial en el metabolismo de los Cultivo in vitro en
. . . . . . (Nifio and Wasserman 2010;
dxidoreductasas, ORF 114609  carbohidratos del parasito, especialmente Postiva presencia de . .
L Peirasmaki et al. 2020)
PFOR en la exquistacion. quelantes
ORF 32658 Cultivo in vitro en
Transportadores de Transportadores implicados en la absorcion . . (Peirasmaki et al. 2020; Vivancos
. . ORF 92246 . Postiva presencia de
cationes putativos de farmacos en el parasito. 2016)
ORF 96670 quelantes
Ferredoxina _ L _ )
A Cataliza la oxidacion del piruvato acetil-CoA, .
oOxidodismutasa ND . S o Postiva ND (Ansell et al. 2015)
PFOR activas en las exquistacion del parésito.

ND. No disponible
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Cuadro 9. Proteinas de membrana con alto contenido de cisteina (HCMP) como factores de virulencia regulados por hierro en G. duodenalis.

FACTOR DE . . CONDICIONES
GENE ID FUNCION REGULACION REFERENCIAS
VIRULENCIA DE HIERRO
) Son proteinas ricas en cisteina, importantes L
Proteinas de . y o Cultivo in vitro en
en la interaccion parasito hospedero, 3 , . _
membrana con alto HCMP 24880 . ) ) Positiva presencia de (Peirasmaki et al. 2020)
_ o esencialmente en el dafio a las células
contenido de cisteina S quelantes
epiteliales intestinales
Son proteinas ricas en cisteina, importantes o
Proteinas de . . . Cultivo in vitro en
en la interaccion paréasito hospedero, B . . .
membrana con alto HCMP 11309 Positiva presencia de (Peirasmaki et al. 2020)

contenido de cisteina

esencialmente en el dafo a las células

epiteliales intestinales

quelantes
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C. Busqueda in silico de la proteina tipo IRP (unién a RNA) en el proteoma de E.

histolytica y G. duodenalis

1. Entamoeba histolytica

a. Sondeo de proteinas IRP humanas en el proteoma, busqueda de motivos de union a

acidos nucleicos y modelado en 3D de posibles ortélogos

El analisis in silico en busqueda de ortélogos de las IRP1h e IRP2h en el proteoma de E.
histolytica, reveld tres productos proteicos que pudiesen actuar como IRP-like en el protozoario.
En el analisis de IRP1h se obtuvo solo una posible proteina para la cepa HM1:IMSS (Figura 16),
que pudiese ser ortologa de la proteina sonda, ésta se ha definido como una proteina hipotética
(EHI_131110A-p1) con un 39% de identidad; sin embargo, el procentaje positivo fue de un 67%, lo
que quiere decir que entre la IRP1h y el posible ortélogo existen un 37% de coincidencia idéntica
pero un 67% de coincidencia conservada (Cuadro 10), es decir que se conservaron aminoacidos
basicos, aminoacidos hidrofobos, por ejemplo; esto puede conferirle las mismas propiedades, sin
embargo, existe una diferencia entre la longitud de ambas proteinas, mientras que la IRP1h tiene
una longitud de 889 aa, la proteina hipotética cuenta con tan solo 154 aa, esta diferencia podria
significar una dificultad para el ortblogo para establecer la unién con los IREs en el protozoario,
esto debido a que los 24 aa involucrados en el ensamble del complejo IRE/IRP se encuentran
distribuidos a lo largo de los cuatro dominios de IRP1h, por lo que se realiz6 la busqueda de
dominios de unién a RNA en la proteina hipotética, en este analisis no se encontré la presencia de
dominios que predijeran, dentro de sus funciones en la célula, la unién entre RNA-proteina (Basilion
et al. 1994; Dupuy et al. 2006).
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http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_131110A&gene_source_id=EHI_131110

A)

5 Genes from Step 1
Strategy: BLAST

= T Click ona number in this table to limitfilter your results

Acanthamoeba Entamoeba Naegleria
Al |Ortholog [, PR : hictnii . £ P PAP—— s 1l M Fuleri
Results| Groups A.castellanii | E.dispar E histolytica ( nrGenes: 5) E.invadens | Emoshkovskii | Enuttalli | N.fowleri
str. Neff SAWTE0 [ HM-T:IMSS-A | HM-TIMSS-B | HM-1IMSS | HM-3:IMSS | KU27 IP1 Laredo P19 |ATCC 30863
5 1 0 ] 1 1 1 1 1 0 ] 0 0

B)

9 Genes from Step 1
Strategy: BLAST(2)

= T Click on a number in this table to limitfilter your results

Acanthamoeba Entamoeba Naegleria
Re};ults %nrlgilgg Acastellanii | E.dispar E.histolytica { nrGenes: 9) E.invadens | E.moshkovskii | Enuttalli | N.fowler
str. Neff SAWTED | HM-1:IMSS-A | HM-1:IMSS-B | HM-1:IMSS | HM-3:IMSS | KU27 IP1 Laredo P19 |ATCC 30863
] 2 0 0 2 2 2 2 1 0 0 0 0

Fig. 16. Resultados de analisis in silico de IRPs de Homo sapiens en el proteoma de E. hystolytica.
A) Utilizando la sonda IRP1. B) Utilizando la Sonda IRP2 de humano. Resultados del programa

Entamoeba Db.
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Cuadro 10. Posibles ortologos de IRP1 e IRP2 de humano en el proteoma de E. histolytica.

, ERO
PROTEINA LONGITUD IDENTIDAD* POSITIVOS
ID* NOMBRE LAR
SONDA* %) (%)
ACCESO* (KDa)
IRP-BP1  P21399.3 EHI_131110A-p1  Proteina hipotética 154 16.94 39 67%
Proteina rica en
EHI 050750A-p1  leucina/ Proteina 837 26
IRP2 P48200.3
fosfatasa 92.07 47
EHI_036510A-p1 Proteina hipotética 440 48.4 29 48

Proteina Sonda: Nombre corto de las proteinas reguladoras de hierro humanas sondeadas en el

proteoma de E. histolytica, Numero de Acceso: El numero de identificacion gendmica (ID) en NCBI,

ID: Numero de identificacion en AmoebaDB vy el porcentaje de Identidad (%): el cual nos dice el

porcentaje de similitud entre la secuencia sonda y la sencuencia detectada en el proteoma de E.

histolytica.
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http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_050750A&gene_source_id=EHI_050750
http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_036510A&gene_source_id=EHI_036510

A pesar de esto, puede ser posible que el ortdlogo detectado realice la funcién de IRP-like
en el parasito, esto podria ser posible si la proteina adquiriera en el plegamiento terciario una
estructura que permitiera la union al RNA, ademas que los programas para la busqueda de

dominios no estan especializados en protozoarios.

Los resultados para la IRP2h, arrojaron dos posibles ortélogos (Figura 16), uno de ellos se

defini6 como una proteina hipotética (EHI_036510A-p1) con 48% positivos y 29% de identidad, y

una longitud de 440 aa, estos resultados podrian conferirle al ortdlogo funciones de IRP-like, el
segundo ortdlogo detectado fue una proteina que contiene el dominio proteina fosfatasa 2C y
repeticiones ricas en leucina (EHI_050750A-p1), ésta presentd 47% positivos y una identidad del
26%, otro factor de similitud entre este ortélogo EHI_050750A-p1 y la IRP2h es la longitud, 837 y

963 aminoécidos respectivamente, por lo que se decidio realizar un alineamiento en el programa

bioinformatico Biology Workbench entre ellas para vislumbrar la presencia de los aminoacidos
detectados como responsables de la unién a RNA en la IRP2h (Figura 17), que son K611, R616,
R774 y R855 (Butt et al. 1996), encontrandose conservados uUnicamente los dos Ultimos
mencionados, sin embargo, en los experimentos realizados por Soto-Castro et al. (2017) se puede
observar que al interaccionar los extractos citoplasmaticos de E. histolytica y el péptido sintético
correspondiente a los residuos N-terminales 1-100 de la IRP2 humana (UnitProt P48200), se
observaron interaciones con pesos moleculares de 40 y 120 kDa (Figura 18), los cuales
corresponden a los pesos moleculares aproximados de los posibles ortélogos obtenidos en el
andlisis. Aunado a esto, a los dos posibles ortblogos se les analiz6 en busqueda de dominios de
unién de acidos nucleicos, sin embargo, la presencia de estos fue nula por lo que su posible papel
como proteina de unién a RNA se ve considerablemte debilitada debido, posiblemente, a que los
programas no estan disefiados para protozoarios, ademas que se necesita una mayor cantidad de
andlisis in vitro e in vivo para descartar su funcionalidad como proteinas IRP-like, conjuntamente
que, las proteinas pueden establecer interaciones dependientes de las estructura terciaria que

adquieran.
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IRP2 homo_sapiens
EHI_050750 Leucine_rich repe

IRP2 homo_sapiens
EHI_050750 Leucine_rich_repe

IRP2 homo_sapiens
EHI_050750 Leucine_rich_repe

IRP2_homo_sapiens
EHI 050750 Leucine rich repe

IRP2 homo_sapiens
EHI_050750_Leucine_rich repe

IRP2 homo_sapiens
EHI_ 050750 Leucine rich repe

IRPZ homo_sapiens
EHI 050750 Leucine rich repe

IRP2 homo_sapiens
EHI 050750 Leucine_rich_ repe

IRP2 homo_sapiens
EHI 050750 Leucine_rich repe

IRP2_homo_sapiens
EHI_050750_Leucine_rich_repe

IRP2_homo_sapiens
EHI_ 050750 Leucine_rich repe

IRPZ_ homo_sapiens
EHI_050750_Leucine_ rich repe

IRP2_homo_sapiens
EHI_050750 Leucine_rich repe

IRP2 homo_sapiens

EHI_050750_Leucine_rich_repe

IRPZ homo_sapiens
EHI_ 050750 Leucine_rich repe
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Fig. 17. Alineamiento en ClustalWW entre la IRP-2 de humano y la secuencia tipo IRP EHI_050750

de E. histolytica. Los resultados muestran un asterisco en color azul para indicar los aminoacidos

idénticos, en dos puntos verdes se indican los aminoacidos fuertemente conservados y con un

punto azul se indican los amino&cidos débilmente conservados. En circulo rojo se encuentran los

posibles aminoacidos responsables de la interaccion IRE/IRP.
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Fig. 18. Posibles IRPs en E. histolytica. Ensayo de Western Blot utilizando extractos
citoplasmaticos de E. histolytica en condiciones bajas de hierro (linea 1) y en condiciones de alto
hierro (linea 2). Se utilizé un anti-IRP2 (ThermoFisher Scientific), fabricado a partir de un péptido
sintético correspondiente a los residuos N-terminales 1-100 de la IRP2 humana (UnitProt P48200).

Adaptada de Reyes-Sanchez, 2016.
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Aunque ninguno de los posibles ortdlogos de IRPs en E. hisolytica presenté dominios de
unién a acidos nucleicos (DNA, RNA o ambos), se decidié realizar los modelos en 3D de los
posibles ortologos de IRP2h por su aproximacion al tamafio molecular de las bandas obtenidas en

los experimentos por Reyes-Sanchez (2016). El posible ortélogo EHI_050750A-p1 tiene un tamafio

molecular aproximado a los 92 kDa, cercano a la banda visualizada en un tamafio moleular de 100

kDa; mientras que EHI_036510A-p1 tiene un tamafio molecular aproximado a los 48 kDa, cercano

a la banda visualizada en un tamafio moleular entre los 37 y los 50 kDa, sin embargo, es importante
resaltar que estas bandas fueron reconociddas por anticuerpos policlonales con una fraccion
especifica de la IRP2 (residuos 1-100 de la region amino terminal de la IRP- 2 de humano), por lo
que su reconocimiento podria ser inespecifico o probablemente los tamafios de las IRPs del

parasito son diferentes a aquellos de las IRP de humano.

Se obtuvieron tres posibles modelos en 3D para el posible ortdlogo de la IRP2 con nimero

de identificacién EHI_050750A-p1 (Figura 19), de los cuales ninguno obtuvo estimadores fiables

de acuerdo al programa. El segundo posible ortélogo denominado como una proteina hipotética

con numero de identificacion EHI_036510A-p1, arrojo dos posibles modelos (Figura 20), sin

embargo, ninguno de los dos consiguio valores fiables de QMEAN y GMQE, por lo que no hay un

homélogo experimental de estos posibles modelos.

Estos resultados coinciden con lo reportado para T. vaginalis, quien tampoco expuso
ortélogos de IRP1 e IRP2 de H. sapiens en su proteoma (Torres-Romero and Arroyo, 2009), a su
vez esto sugiere que como en el caso de T. vaginalis, E. histolytica podria presentar un sistema
paralelo al IRE/IRP de eucariontes superiores, donde sean proteinas multifuncionales las que

actiien como RBP’s depediendo de la concentracidn intracelular de hierro en el protozoario.
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1) Brassinosteroide insensible 1 2) Receptor tipo Serina LRR 3) Receptor tipo Toll 3

GMQE: 0.43 GMQE: 0.43
QMEAN: -6.53 QMEAN: -7.45

Fig. 19. Modelo 3D del posible ortblogo de IRP2 de H. sapiens en E. histolytica denominado proteina rica en leucina EHI_050750A-p1).
GMQE: “Global Model Quality Estimate”, por sus siglas en inglés (Estimacion global de la calidad del modelo) y QMEAN, valor de Q. Manita

con pulgar hacia abajo significa que los estimadores no son fiables para el modelo obtenido.
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1) Tirosina aminomutasa 2) Fenilalanina Amino-liasa 1

GMQE: 0.58 GMQE: 0.57
QMEAN: -6.01 QMEAN: -5.51

Fig. 20. Modelo 3D del posible ortblogo de IRP2 de H. sapiens en E. histolytica denominado proteina hipotética (EHI_036510A-p1). GMQE:
“Global Model Quality Estimate”, por sus siglas en inglés (Estimacion global de la calidad del modelo) y QMEAN, valor de Q. Manita con

pulgar hacia abajo significa que los estimadores no son fiables para el modelo obtenido.
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b. Sondeo de proteinas tipo IRP de protozoarios en el proteoma y busqueda de motivos

de unioén a acidos nucleicos

1. Plasmodium falciparum

En el analisis in silico se incluy6 a la proteina de union a RNA reportada para P. falciparum
denominada PfIRPa (numero de acceso CAB41452.1), la cual tiene la capacidad de unirse a IREs
putativos del parésito asi como a IREs consenso de mamifero (Loyevsky et al. 2003). Al sondearse
la secuencia aminoacidica de esta proteina en el protema de E. histolytica en busca de ortblogos

no se obtuvo ningun candidato en el proteoma del parasito (Figura 21).
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0 Genes m Combine with another search

= T Click on a number in this table to limit/filter your results

Acanthamoeba Entamoeba Naeglena
All | Ortholog - - - _ - o X
Resuls | Groups A.castelianii | E.dispar E.histolytica  (nr Genes:0) E.invadens | E.moshkovskii | E.nuftalli[ - N.fowiern
str. Neff SANWTE0 | HM-1:IMSS-A JHM-1:1IMSS-Eff HM-1:IMSS | HM-2:1IMSS | KU27 IF1 Laredo P19 ATCC 30863
1] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fig. 21. Resultados de anélisis in silico de PflIRPa de Plasmodium falciparum en el proteoma de E.

hystolytica.
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2. Trichomonas vaginalis

En el analisis in silico se incluyeron las proteinas de unién a RNA reportadas para
Trichomonas vaginalis como la a-Actina 2 y 3 (TVACTN2: TVAG 190450 y TvACTN3: TVAG
239310; numero de identificacion), proteinas de choque térmico (HSP70-4: TVAG_044510) y
Actinas TVAG_054030, TVAG_200190), las cuales son proteinas multifuncionales que han
demostrado actuar en el sistema de regulacion por hierro en este miroorganismo (Calla-Choque et
al. 2014; Figueroa-Angulo et al. 2015). Ademés, el analisis in silico se suplementé con la busqueda
directa de actinas, proteinas de choque térmico 70 (HSP70) y proteinas relacionadas con el hierro,
todos los productos se analizaron en busqueda de sitios de unién a acidos nucleicos (Cuadro 11).

La proteina a-Actinina 2 (TVACTN2: TVAG_190450) de T. vaginalis, que es capaz de
unirse a los IREs putativos de TvCP4 y TvCP12 del parasito y participa en el sistema IRE/IRP
segun lo reportado por Calla-Choque et al (2014), es una proteina anotada en el proteoma del
parasito (TrichoDB) como una Kakapo putativa con una longitud aminoacidica de 931 aa, para la
cual se obtuvieron 14 posibles ortélogos para la cepa HM-1:IMSS (Figura 22), dentro de los cuales
solo uno mostré dominios de unién a acidos nucleicos.

El posible ortélogo con nimero de identificacién EHI_202460A-p1 (Cuadro 11) se
encuentra anotado como una proteina que contiene un dominio homélogo de calpolina, la cual
comparte 29% de identidad y 53% de positivos, al analizar su secuencia aminoacidica se
detectaron dominios con capacidad de unién a acidos nucleicos, denominados como TBOXy ProQ,
aunque solo este Ultimo expone capacidad de unién especifica a RNA. TBOX es un dominio que
participa en la regulacion de la transcripcion y es capaz de unirse a DNA durante la transcripcion
(Watter et al. 1998), mientras que ProQ es un dominio que se encuentra en la region terminal
carboxilo y es responsable de union a RNA, esto detectado en E. coli. EI dominio de unién consta
de 96 aa en el producto obtenido (Ghetu et al. 2000), es importante mencionar que Soto-Castro et
al. (2017), demostraron que existen proteinas con un peso molecular entre 20 y 30 kDa en los
extractos citoplasmaticos de E. histolytica que son capaces de unirse a los IREs putativos de Actina
y hemoglobinasa 26 del parésito e IREs de mamiferos, esto concuerda con el peso molecular del
producto, colocandola como fuerte candidata para ser proteina IRP-like (Figura 23).
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50 Genes from Step 1
Strategy: BLAST(8)

= T Click on a number in this table to limit/filter your results

Acanthamoeba Entamoeba MNaeglena
All | Ortholog A.castellanii | E.dispar E histolytica (nr Genes: 50 ) E.invadens | E.moshkovskii | E.nuttalli|  N.fowler
Resulis| Groups
str. Neff SAWTE0 | HM-1:IMSS-A| HM-1:IMS5-B | HM-1:IMSS | HM-3:IMSS | KU27 IP1 Laredo P19 | ATCC 30863
50 12 0 0 3 8 14 9 11 0 0 0 0

Fig. 22. Resultados de sondeo de TVACTN2 de T. vaginalis en el proteoma de E. histolytica.
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Cuadro 11. Secuencias aminoacidicas obtenidas de las sondas de T. vaginalis sondeadas en el proteoma de E. histolytica para identificar

posibles proteinas de union a acidos nucleicos.

PRODUCTOS PROTEINAS

SITIOS SITIOS NOMBRE

) NUMERO DE , NOMBRE DEL
PROTEINAS . PROTEICOS CON ID DE DEL
IDENTIFICACION PRODUCTO LONGITUD IDENTIDAD (%) , ,
SONDA POR SONDA DOMINIOS (E. histolytica) , UNION UNION SITIO DE
GENBANK i PROTEICO ,
(TOTAL) DE UNION* (TOTAL) ARNA UNION
Proteinas que
contienen dominios
TVACT3 TVAG 239310 14 1 EHI_202460A-p1 278 29 1 ProQ -
homologos de
Calponina
Proteinas que
contienen dominios
TvACT?2 TVAG 190450 14 1 EHI_202460A-p1 278 29 1 ProQ
homélogos de
Calponina
Proteina
EHI_092830.mRNA- mitocondrial de
HSP70-4 TVAG_044510 25 509 48 1 POP4

p1

110

choque térmico 70,

putativa


http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_202460A&gene_source_id=EHI_202460
http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_202460A&gene_source_id=EHI_202460
http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_092830.mRNA&gene_source_id=EHI_092830
http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_092830.mRNA&gene_source_id=EHI_092830

EHI_144080.mRNA-

Pseudogén de

proteina de choque

284 64 1 -
p1 térmico 70,
putativa
Proteina de
35EXOc*
EHI_034960A-p1  choque térmico 70, 295 52 3
HIRAN*
putativa
Pseudogén de
EHI_086790.mRNA- proteina de choque
141 71 1 -
p1 térmico 70,
putativa
TVAG_054030 15 1 EHI_043640A-p1  actin, putative 332 74 3 S4
ACT TVAG_200190 15 1 EHI_043640A-p1  actin, putative 332 74 3 S4
EHI_043640A-p1  actin, putative 332 74 3 S4
AAC47679.1
15 2 EHI_131230A-p1  actin, putative 876 36 3 CAT_RBD

Proteina Sonda: Nombre corto de las proteinas sondeadas en el proteoma de E. histolytica, Numero de Identificacion: El niumero de
identificacion gendmica (ID) en Gen bank, ID: Numero de identificacion en AmoebaDB y el porcentaje de Identidad (%): el cual nos dice el

porcentaje de similitud entre la secuencia sonda y la sencuencia detectada en el proteoma de E. histolityca. *Se puede unir a RNA o DNA.
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Fig. 23. Sistema homdélogo de E. histolytica: Interaccion entre IREs de Actina y Ehhmbp26 y

proteinas citoplasmicas. A). Ensayos de retardamiento en gel con IREs de Actina. B) Ensayos de

retardamiento en gel con IREs de Hemoglobinasa 26 (Adaptado de Soto-Castro et al. 2017).



Los resultados obtenidos del analisis para la proteina TVACN3 (TVAG_239310) de T.
vaginalis, la cual es una proteina con una secuencia aminoacidica de 1129 aa, con dos dominios
funcionales de calponinas en la region amino terminal, lo que le confiere la capacidad de unirse a
actinas, seguida de un dominio de repeticiones de espectrinas, en el centro dos dominios de manos
de EF en la regidn carboxilo (Calla-Choque et al. 2014), coinciden con los resultados para
TvACTNZ, se obtuvieron 14 productos que pudiesen ser ortologos de la proteina TVACTN3 en E.
histolyica HM-1:IMSS, (Figura 24) (Cuadro 12), sin embargo, es importante mencionar que 13 de
los productos obtenidos fueron los mismos que para TVACTN2 con excepcion del ortdlogo
EHI_155290A-p1 la cual se encuentra inscrita en como una proteina tipo Actina putativa, sin
embargo; el mismo ortologo (EHI_202460A-p1) fue el que expuso dominios de union a acidos
nucleicos y RNA, como se explicd anteriormente (Cuadro 12). Calla-Choque (2014) reporta que la
proteina sonda TvACT3 de T. vaginalis muestra cinco sitios de unién de acidos nucleicos,
BRIGHT/ARID (motivos de unién a DNA), B5 (motivo de unién a RNA), LA, KH, y Pumilio, ninguno
de estos fue detectado en el analisis in silico de los posibles ortdlogos de la proteina, por otro lado,
se destaca la presencia del dominio ProQ especifico para RNA.

Es importante sefialar que, aunque la interaccion en el sistema IRE/IRP es especifica
para RNA, la afinidad a DNA puede conferir funciones de unién importantes, ya que pueden estar
presentes bases nucléicas especificas tales como citosina, adenina y guanina, ademas que las
proteinas de union experimentan cambios conformacionales de acuerdo con el entorno interno de
la célula, tal como el IRP1 humano, dependiendo de la cantidad de hierro disponible.

Para ampliar la busqueda, la secuencia de aminoacidos de Trichomonas vaginalis alfa-
actinina-3  (GenBank:  AHW84749.1) se  investigd  directamente en  NCBI
(https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Esta se sonded en el proteoma de E. histolytica a través del
programa Amoeba db. Los resultados obtenidos fueron los mismos que para TVACT2 y TVvACT3,
14 productos protéicos, de los cuales sélo uno (EHI_202460A-p1) mostré sitios de union a acidos

nucleicos y mostré un solo dominio especifico para RNA.

113


http://amoebadb.org/amoeba/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=AmoebaDB&source_id=EHI_155290A&gene_source_id=EHI_155290

50 Genes from Step 1
Strategy: BLAST(8)

= T Click on a number in this table to limit/filter your results

Acanthamoeba Entamoeba Naegleria
R Al 10rtholog [ ot tanii E.dispar E histolytica  ( nr Genes: 50 ) E.invadens | E.moshkovskii | Enuttalli| N fowlern
esults | Groups b .
str. Neff SAWTSE0 | HM-1:IMSS-A | HM-1:IMSS-B | HM-1:IMSS | HM-3:IMS5 | KU27 IP1 Laredo P19 | ATCC 30863
50 12 0 0 8 8 14 9 1 0 0 0 0

Fig. 24. Resultados de sondeo de TVACTN3 de T. vaginalis en el proteoma de E. histolytica.
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El analisis también se realiz6 para la proteina HSP70-4 (TVAG_044510) reportada por
Figueroa-Angulo et al. (2015), como una RBP del sistema IRE/IRP en T. vaginalis, al utilizar esta
sonda se obtuvieron 25 posibles productos protéicos ortdlogos de la proteina en el aislado HM-1:
IMSS (Figura 25), en su mayoria anotadas como proteinas de choque térmico, putativas o
mitocodriales. Estos 25 ortblogos fueron analizados en busca de dominios de union a acidos
nucleicos y especificamente a RNA, dentro de los candidatos obtenidos cuatro mostraron sitios de
union a acidos nucleicos (EHI_092830.mRNA-p1, EHI_086790.mRNA-p1, EHI_144080.mRNA-p1
y EHI_034960A-p1) y solo dos de los posibles ortdlogos exibieron dominios de unién a RNA
(EHI_092830.mRNA-p1 y EHI_034960A-p1), mismo que se describen mas adelante (Figueroa-
Angulo et al. 2015).

EHI_092830.mRNA-p1, estd anotada como una proteina de choque térmico
mitocondrial, putativa con una longitud de 509 aa, y con una identidad del 48% y positivos del 66%,
es importante destacar que el porcentaje de identidad y de positivos resulta muy alto y prometedor
ya que es muy cercano al 50% y se trata de distintas especies, asi mismo, es necesario recalcar
que E. histolytica es un parasito amitocondriado, por lo que el nombre podria derivarse de sus
homologos en otras especies. Los dominios encontrados en EHI_092830.mRNA-p1 fueron
TOP1Ac con una secuencia de 153 aa (Wang, 2002), LytTR con una secuencia de 105 aa ambas
con funcién de unién a DNA 'y el dominio POP4 compuesto de 96 aa y que presenta funciones de
ribonucleasa y de unién a RNA (McGowan et al. 2002), éste Ultimo dominio le confiere una
caracteristica fundamental para desempefiar un posible papel como IRP-like; el peso molecular
aproximado de esta proteina es de 48 kDa, lo cual concide con el peso molecular de la proteina
detectada por la interacion con el anti-IRP2 de Reyes-Sanchez (Reyes-Sanchez, 2016). La
secuencia EHI_086790.mRNA-p1 al igual que EHI_092830.mRNA-p1 exibié el dominio TOP1Ac el
cual se describe anteriormente pero solo que en este ortologo tiene una logitud de 152 aa, ademas
es importante mencionar que tiene funciones de isomerosa (Perry and Mondragén, 2003). El
ortélogo EHI_086790.mRNA-p1 mostré una identidad de 47% y 66% de positivos y se encuentra

anotada como un pseudogén de proteina de choque térmico 70 putativa de E. histolytica.
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50 Genes from Step 1
Strategy: BLAST

= ¥ Click on a number in this table to limit/filter your results

Acanthamoeba Entamoeba MNaeglena
R All | Ortholog | o ctellanii E.dispar E histolytica ( nr Genes: 47 ) E.invadens E.nuttalli|  N.fowlen
esults| Groups b .
str. Neff SAWTE0 | HM-1:IMSS-A | HM-1:IMSS-B | HM-1:IMSS | HM-3:IMSS | KU27 IP1 P19 | ATCC 30863
50 6 i i 4 3 25 6 9 i 3 0

Fig. 25. Resultados de sondeo de HSP70-4 de T. vaginalis en el proteoma de E. histolytica.
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Otro de los productos obtenidos que exibié dominios de interacién proteina-acidos
nucleicos fue EHI_144080.mRNA-p1, el cual se encuentra anotado en el proteoma de E. histolytica
como proteina de choque térmico 70 putativa. El posible ortdlogo cuenta con un porcentaje de
identidad del 64% y 84 % de positivos, algo a realcar es que tiene 0% de “Gaps”; sin embargo,
existe amplia diferencia entre las longitudes de las proteinas, mientras que TvHsp70-4 tiene una
longitud de 659 aa y el posible ortblogo de 284 aa; sin embargo, mostrd un motivo de unién a acidos
nucleicos denominado ERCC4, el cual es un dominio con actividad de nucleasa y con capacidad
de unirse al DNA (Nishino et al. 2003). La longitud en el ortélogo es de 92 aa.

Por su parte, EHI_034960A-p1 es un posible ortdlogo de 295 aa anotado como proteina
putativa de choque térmico 70, con una identidad de 52% y 70% de positvos; mostré algunos
motivos de union a &cidos nucleicos como 35EXOc, el cual es un dominio con actividad de
exonuclesa 3'-5" lo que podria sugerir actividad de IRP-like en el parasito (Yang et al. 1998). Otro
de los dominios que mostrd el posible ortélogo fue el motivo HIRAN, el cual tiene actividad de
hidrolasa y tiene la capacidad de unirse a iones de Zinc y a acidos nucleicos, este dominio tiene
una logitud de 100 aa en el ortélogo (lyer et al. 2002), otros de los motivos encontrados fue Saint
el cual tiene la capacidad de unirse a cadenas de DNA (Boyer et al. 2004).

Este analisis se complementd con la busqueda directa de la proteina de choque HSP70
en el proteoma de T. vaginalis. Los resultados arrojaron 20 proteinas, de las cuales se selecciond
la proteina con el numero de identificacion AAB52423.1 (Genebank), es una proteina
citoplasmatica de choque térmico de 659 aminoacidos. Esta proteina se sonded en el proteoma
del aislado HM-1: IMSS de E. histolyitca y mostr6 26 posibles ortdlogos de la proteina, los mismos
posibles ortélogos arrogados por la proteina HSP70-4 de T. vaginalis.

El andlisis in silico de la actina se realizo a partir de proteinas con los nimeros de
identificacion TVAG_054030 y TVAG_200190, que son actinas de T. vaginalis y, segun lo reportado
por Figueroa-Angulo et al. 2015, podrian actuar como proteinas tipo IRP en T. vaginalis. Estas
proteinas se utilizaron como sondas en el proteoma de E. histolytica para reconocer si poseian
ortélogos en el paréasito. El andlisis arrojo 15 posibles ortdlogos (Figura 26), que eran los mismos
productos protéicos para ambas sondas (TVAG_054030 y TVAG_200190) y s6lo un producto de

los 15 posibles ortélogos mostrd un sitio de union de RNA con el nimero de identificacion
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EHI_043640A-p1, el cual tiene una longitud de 332 aa y comparte una identidad del 74% con las
proteinas sondas de T. vaginalis; el sitio de unidén encontrado se encuentra anotado como S4 y le
podria conferir la funcién de unién a RNA segun lo reportado por la literatura (Davies et al. 1998),
caracteristica que lo colocan como un candidato para ser proteina de union a RNA en E. histolytica
y participar en el sistema de regulacion post-transcripcional por hierro.

El analisis se complemento con la busqueda de actina en general. Se eligié como sonda
a AAC47679.1 (numero de identificacion en el banco de genes), ésta produjo un resultado de 15
productos posibles ortblogos (Figura 27) de los cuales solo dos mostraron sitios de union a RNA,
uno de ellos es el mismo producto encontrado para las proteinas sondas utilizadas anteriormente
(EHI_043640A-p1); mientras que, el otro producto que mostré dominios de unidn a acidos nucleicos
se encuentra marcado como actina putativa del parasito, con numero de identificacion
EHI_131230A-p1, el cual tiene una longitud de 876 aa y una identidad del 36%. Este posible
ortélogo presentd tres dominios de union a acidos nucleicos pero solo uno de union a RNA el cual
se encuentra anotado como CAT_RBD (Tilbeurgh et al. 1997). Estos resultados sugieren que
pudiese existir alguna actina en E. histolytica con doble funcion en el parasito y participar en un
sistema IRE/IRP-like, similar a lo encontrado en T. vaginalis (Solano-Gonzalez et al. 2007; Torres-

Romero and Arroyo, 2009; Figueroa-Angulo et al. 2015).
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50 Genes from Step 1
Strategy: BLAST

T Click on a number in this table to limit/filter your results

Acanthamoeba Entamoeba Naegleria
All | Ortholog A.castellanii | E.dispar E histolytica ( nr Genes: 50 ) E.invadens | E.moshkovskit | E.nuttalli|  N.fowler
Results| Groups
str. Neff SAWTE0 | HM-1:IMSS-A | HM-1:IMSS-B | HM-1:IM35 | HM-3:IMSS | KU27 IP1 Laredo P15 | ATCC 30863
50 8 0 0 6 7 15 7 15 0 0 0 0
= ¥ Click on a number in this table to limitfilter your results
Acanthamoeba Entamoeba Naeglena
Re}:uns %I‘trlgtlljlgsg Acastellanii | E.dispar C histolytica ( nr Genes: 50 ) E.invadens | E.moshkovskii | E nuttalli N.fowler
str. Neff SAWTE0 | HM-1:IMSS-A | HM-1:IMSS-B | HM-1:IMSS | HM-3:IMSS | KU27 IP1 Laredo P19 | ATCC 30863
50 g 0 0 G 7 15 7 15 0 0 0 0

50 Genes from Step 1
Strategy: BLAST(3)

= T Click on a number in this table to limitffitter your results
Acanthamoeba

Entamoeba Naeglena
Re}:uns %nrgﬂl;f A.castellanii | E.dispar E.histolytica ( nrGenes: 50 ) E.invadens | E.moshkovskii | Enuttalli| N fowleri
str. Neff SAWTED | HM-1:IMSS-A | HM-1:IMSS-B | HM-1:IMSS | HM-3:IMSS | KU27 IP1 Laredo P19 | ATCC 30863

50 8 0 0 6 7 15 7 15 0 0 0 0

Fig. 26. Resultados de ana

isis in silico de Actina (TvAC_054030 y de T. vaginalis en el proteoma
de E. histolytica. A) Sonda TVAG_054030. B) Sonda TVAG_200190. C) AC47679.1 Sonda
*Resultados del programa Entamoebadb.
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El anélisis in silico en busca de proteinas de unién a RNA en el aislado HM-1: IMSS de E.
histolytica se complementd con la busqueda directa en el programa Amoeba DB de las proteinas
relacionadas con el hierro, de este sondeo se obtuvieron de 454 productos proteicos (Figura 27)
que pudiesen tener un papel como IRP-like en el sistema post-transcriciponal por hierro en E.
histolytica, esto se realizo tomando en cuenta lo reportado en T. vaginalis donde las proteinas del

parasito pueden ser multifuncionales (Figueroa-Angulo et al. 2015).

Las 454 secuencias de aminoacidos fueron analizadas en busqueda de sitios de unién a
acidos nucleicos, donde 61 productos mostraron dominios de uniéon a acidos nucleicos y 30

productos mostraron dominios de union RNA dentro de la proteina (Cuadro 12).
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3533 Genes from Step 1
Strategy: Text

T Click on a number in this table to limitifilter your results

Acanthsmaoebs Enfamosbs Naegisns
R e;, hs D:n_c'f fj A casfellani E dlispar E histoyica (1571 E invadens | E moshkovski | Enutfalli | N fowien
str. Meff SANTED | HM-1:IME5-A | HM-1:IM35-B | HM-1:IME5 | HM-3:IM35 | KU2T IP1 Laredo P18 |ATCC 30883
432 325 230 252 454 278 319 367 318 254 254

Fig. 27. Resultados de analisis in silico de busqueda directa de “iron-related proteins™ en el
proteoma de E. histolytica. A) Sonda TVAG_054030. B) Sonda TVAG_200190. C) AAC47679.1

Sonda. *Resultados del programa Entamoebadb.
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Cuadro 12. Resultados de andlisis in silico de busqueda directa de “iron-related proteins™ en el proteoma de E. histolytica.

. # PROTEINAS CON PESO # DOMINIOS
NUMERO , NOMBRE DEL
NOMBRE DOMINIOSDE  LONGITUD MOLECULAR DE UNION A
DE ID , DOMINIO
UNION A AN KDa RNA
Complejo exonucleasa,
EHI_163510 1 263 29 1 S1
putativo
Proteina que contiene el
EHI_077270 11 1701 187 11 S1
dominio de union al RNA S1
EHI_169690 Ribonucleasa, putativa 1 278 31 1 Ribonucleasa_T2
S1
Proteina hipotética
EHI_017610 2566 282 3 ADEAMc
conservada
PolyA
Subunidad Il de la RNA
EHI_131150 polimerasa, putativa 1 180 19.8 1 S1
RNAr de la proteina de la
EHI_160440 2 517 56.87 2 S1
biogenesis RRPS, putativa
Subunidad 60S de la
EHI_170340  Proteina ribosomal L40, 1 56 6.16 1 Ribosomal_L40e

putativa
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Subunidad 60S de la

EHI_181180  Proteina ribosomal L2/L8, 257 28.27 Ribosomal_L2
putativa
Subunidad 60S de la
EHI_167520 Proteina ribosomal L3, 350 38.5 PolyA
putativa
Proteina hipotética
EHI_004770 233 25.63 S1
conservada
Proteina hipotética
EHI_078850 166 18.26 S1
conservada
EHI_004750  Proteina SRP54, putativa 487 53.57 SRP_SPB
S1
EHI_124060 Producto inespecifico 779 85.69 S1
S1
Proteina ribosomal L27a,
EHI_192090 149 16.39 Ribosomal_L18e
putativa
Proteina hipotética
EHI_179020 481 52.91 PWI

123



Subunidad alfa del factor 2

S1

EHI_005100 de iniciacion de la traduccion 3 299 33
EIF 2
de eucariontes putativo -
S1
MIF4G
EHI_151250 Proteina hipotética 18 2537 279.07
PolyA
EHI_129750 Familia Rho GTPasa 201 22.11
EHI_ 163470 Proteina hipotética 1 478 52.58 FDX-ABC
S1
EHI_ 156910 Proteina hipotética 4 137 15.07 S1
S1
methionyl-tRNA synthetasa,
EHI_079860 3 754 82.94 Unién a RNAt

putativa
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EHI_120630

Proteina hipotética

12

2524

277.64

ADEMc

conservada MIF4G
MIF4G
EHI_092930 Proteina hipotética 2 116 12.76 tRNA_bind
EHI_125760 Proteina hipotética 8 534 58.74 CAT_RBD
Subunidad 60 de la proteina
EHI_127200 1 257 28.27 Ribosomal_L2
ribosomal L2/L8, putativa
Factor de inicio de la
EHI_177460 1 155 17.05 elF_5a
traduccion elF-5A, putativo
Subunidad 60 de la proteina _
EHI_119590 _ _ 1 56 6.16 Ribosomal_L40e
ribosomal L40, putativa
S1
Proteina con dominio S1 de
EHI_033670 3 799 87.89 S
unién a RNA
S1
Proteina ribosomal L27a,
EHI_020370 1 133 14.63 Ribosomal_L18e
putativa
B5
EHI_164820 Proteina hipotética 21 1201 132.11 Ribosomal_L2
RIBOc
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EHI_140870 Proteina hipotética 2 128 14.08 S1
EHI_002150 Proteina hipotética 10 10016 1101.76 B3_4
EHI_047810 Proteina hipotética 3 769 84.59 Unidn a RNAt
Zalpha
RIBOc
EHI_174140 Proteina hipotética 17 1231 135.41
MIF4G
PUR
Factor de inicio de la
EHI_103300 1 171 18.81 elF-1a
traduccion elF-1A, putativo
Factor de inicio de la
EHI_151810 1 155 17.05 elF-5a
traduccion elF-5A, putativo
Proteina hipotética
EHI_184500 14 2505 275.55 MIF4G

conservada

ID: Numero de identificacion gendmico (ID) en AmoebaDB. *Se puede unir a RNA o DNA. AN: &cidos nucleicos.
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2. G. duodenalis

a. Sondeo de proteinas IRP de humano en el proteoma y busqueda de motivos de union

a acidos nucleicos y RNA

La presencia de estructuras tallo-burbuja en algunos RNAm de G. duodenalis reportados
por nuestro grupo de trabajo (Plata-Guzmén et al. 2021, en preparacion), representan los
elementos en cis del sistema de regulacion tipo IRE/IRP en este protozoario; por lo anterior, se
realizé un analisis in silico sobre el proteoma de G. duodenalis, en busca de proteinas tipo IRP en
el protozoario, los cuales representarian los elementos frans de dicho sistema.

El anélisis se inici6 con la busqueda de ortélogos de las proteinas IRP1 e IRP2 de
humano (IRP1h e IRP2h), en el caso de la proteina IRP2h no se obtuvo ningun posible ortélogo,
por otra parte, para la IRP1h (P21399.3) se obtuvo un unico producto proteico con numero de
acceso: GL50803_14790-t26_1-p1 (Figura 28), el cual presenta una identidad de 32% y 45% de
positivos con la IRP1h, su longitud fue 420 aa (46.2 kDa aproximadamente), es importante
mencionar que aunque el porcentaje de identidad se considere bueno por la divergencia entre los
organismos, la longitud de dicho producto es casi la mitad que la de IRP1h. Asi mismo, en el anélisis
donde se buscaron motivos de unién a acidos nucleicos en el posible ortdlogol no mostrd dominios
con esta funcién por lo que posiblemente no se desempefie como proteina de uniéon a RNAm, sin
embargo, es necesario destacar que las herramientas de analisis no se encuentran especializadas
en protozoos, ademas que, la funcién se encuentra dictaminada una vez que los polipéptidos
adquieren su conformacién terciaria. Es importante mencionar que Giardia es un protozoario

amitocondriado por lo que no se esperaria que posea proteinas aconitasas.
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Giardia Spironucleus
ReJ::LIts %TEEL;]E G Assemblage AZ | G . Assemblage A 3. Assemblage B G Assemblage £ | 3.salmonicida
isolate DH isolate WB Isolate GS_B | isolate GS isolate P15 ATCCH037T
3 2 0 1 1 1 0 0
B)
» GL5@883_14799-t26_1-pl | transcript=GL38803_14798-t26_1 | gene=GL58383_14790
organism=Giardia_Assemblage A isolate WB |

gene_product=hypothetical protein | transcript_product=hypothetical
protein | location=GLCHRE1:466729-467991(-) | protein_length=428

seguence_SO=chromosome | SO=protein_coding
Length=423

Score = 32.8@ bits (71), Exp

= 2.3, Method: Compositional matrix adjust.
Identities =

33/74 (45%), Gaps = 2/74 (3%)

Fig. 28. Resultados de andlisis in silico de IRP1 de H. sapiens en el proteoma de G. duodenalis.
A) Sondeo con secuencia de IRP1 de Homo sapiens en el proteoma de G. duodenalis. B)
Descripcion de la secuencia obtenida del proteoma de G. duodenalis utilizando como sonda la

secuencia de la proteina reguladora de hierro 1 de humano.
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b. Sondeo de proteinas tipo IRP de protozoarios en el proteoma y busqueda de motivos
de union a acidos nucleicos y RNA

1. Plasmodium falciparum

En el analisis in silico se incluy6 a la proteina de unién a RNA reportada para P. falciparum
denominada PfIRPa (numero de acceso CAB41452.1), la cual tiene la capacidad de unirse a IREs
putativos del parésito asi como a IREs consenso de mamifero (Loyevsky et al. 2003). Al sondearse
la secuencia aminoacidica de esta proteina en el protema de G. duodenalis se obtuvieron 2

posibles ortélogos (Figura 29).

Ambos fueron analisados en busqueda de sitios de unién a acidos nucleicos y ninguno mostro
motivos de reconocimiento especificos para ARN o DNA (Cuadro 13), por lo que fueron

descartados como posibles proteinas tipo IRP en el protozoario.
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Query= MySeql

Length=28%

Score E
GMRT_13612-t45 1-pl | transcript=GMRT_13612-t45_1 | gene=GMRT_1... 32.7 1.8
C5L@377_16757-126_1-pl | transcript=55508377_16757-t26_1 | gene=... 31.2 3.2

Fig. 29. Resultados de analisis in silico de la sonda PflRPa de P. falciparum en el proteoma de G.

duodenalis para el aislado WB.
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Cuadro 13. Secuencias aminoacidicas obtenidas a partir de fIRPa de P. falciparum en el

proteoma de G. duodenalis.

PESO
NOMBREDEL  LONGITUD IDENTIDAD # SITIOS

NUMERO DE ACCESO* )
PRODUCTO (aa) (%) DE UNION*
(KDa)
GMRT 13612-t45 1-p1 Proteina hipotética 776 86.14 38 0
SS50377 16757-t26 1-p1 Proteina hipotética 163 18.09 46 0
3.
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5. Trichomonas vaginalis

También se realiz6 un analisis in silico para las proteinas de uniéon a RNA que participan
en el sistema IRE/IRP-like en Trichomonas vaginalis. Las proteinas que reporta la literatura son: a-
Actina 3 (TVACT3: TVAG 239310) (Calla-Choque et al. 2014) proteinas de choque térmico (HSP70-
4: TVAG_044510) y actinas (TVAG_054030, TVAG_200190) (Figueroa-Angulo et al. 2015), las
cuales son proteinas con interaccién a RNAm, citoplasmaticas, con pesos moleculares de 135, 70
y 45 kDa respectivamente, a las cuales se le ha demostrado una multifuncionalidad ya que ademas
de desempefiar las funciones propias de su grupo participan en el sistema de regulacion post-
transcripcional por hierro en este protozoario (Figueroa-Angulo et al. 2015).

El analisis in silico en busca de proteinas de union a RNA (RBP, por sus siglas en inglés,
‘RNA-binding proteins”) en G. duodenalis para ortélogos de TVACT3 en el aislado WB (Figura 30
y Cuadro 14), arrojo 4 productos proteicos, llamando la atencion que ninguno de los posibles
ortélogos supero el 30% de identidad, esto aunado a que la longitud en aminoécidos es mayor,
ademas de que ninguno de estos productos protéicos presentd dominios de union a &cidos
nucleicos, lo que dificultaria su accion como proteinas de unién a RNA o RBPs y su participacion

en un sistema de regulacién por hierro en el protozoario.
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Giardia Spironucleus

All Ortholog

Results | Groups G Assemblage A2 | G Assemblage 4 G Assembiage B G Assemblage E | 3 salmonicida
izolate DH isolate WB isolate GS_B | isolate GS isolate P15 ATCCHO3TT
20 B 4 4 4 3 5 0

Fig. 30. Resultados de andlisis in silico de la sonda TvACT3 de T. vaginalis en el proteoma de G.

duodenalis para el aislado WB.
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Cuadro 14. Secuencias aminoacidicas obtenidas a partir de TvACT3 en el proteoma de G.

duodenalis.

, NOMBRE DEL LONGITUD IDENTIDAD # SITIOS
NUMERO DE ACCESO* MOLECULAR ,

PRODUCTO (aa) (%) DE UNION*
(KDa)

GL50803 104685-t26 1-p1 Calcitrina 176 19.36 26 0
GL50803 5333-t26 1-p1 Calmodulina 153 16.83 23 0
GL50803 6744-t26 1-p1 Centrina 161 17.71 24 0
GL50803 7599-t26 1-p1 Proteina hipotética 641 70.51 27 0

*Motivos de interaccion con acidos nucleicos.
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El analisis también incluyé dos actinas (TVAG_054030, TVAG_200190) por su accién
como IRP-like en T. vaginalis, las cuales adquieren funcién de RBPs en condiciones de restriccidn
de hierro, la busqueda de ortdlogos para las sondas TVAG_054030 y TVAG_200190 (ambos
actina) (Figura 31), arrojo para TVAG_054030 Actina putativa de T. vaginalis 7 productos proteicos,
mientras que, para TVAG_200190, también arrojé 7 productos protéicos. Es importante destacar
que eran los mismos 7 productos para ambas sondas de actina (Cuadro 15). El analisis en busca
de sitios de union a acidos nucleicos evidencié que ninguno de los posibles ortdlogos poseia sitios
reportados que pudiesen interaccionar con el RNAm, por lo que se hipotetiza que las proteinas que
actlen como elementos trans e interactien con los elementos cis reportados para el parasito, son

proteinas con naturaleza multifuncional como las proteinas IRP-like de Trichomonas vaginalis.
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A)

Giardia Spironucleus
All | Ortholog - ) n
Results | Groups G Assemblage A2 | G.Assemblage A G.Assemblage B G.Assemblage E | S.salmonicida
isolate DH isolate WB isolate GS_B |isolate GS isolate P15 ATCC50377
7 7 0 7 0 0 0 0
B)
Giardia Spironucled Re
All | Ortholog —
Resulis| Groups G.Assemblage A2 | G.Assemblage A G.Assemblage B G.Assemblage E | S.salmonicida
isolate DH isolate WB isolate GS_B |isolate GS isolate P15 ATCCH0377
7 7 0 T 0 0 0 0

Fig. 31. Resultados de analisis in silico de las sondas de Actina TVAG_054030, TVAG_200190 de
T. vaginalis en el protcoma de G. duodenalis para el aislado WB. A) TVAG_054030, B)

TVAG_200190.
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Cuadro 15. Secuencias aminoacidicas obtenidas a partir de sondas de actina en el proteoma de

G. duodenalis.

# SITIOS
, NOMBRE DEL LONGITUD IDENTIDAD
NUMERO DE ACCESO* MOLECULAR
PRODUCTO (aa) (%) .
(KDa) UNION*
Proteina
GL50803 40817-t26 1-p1 relacionada con 375 41.25 58 0
Actina
GL50803 15113-t26 _1-p1| Actina 467 51.37 26 0
Proteina
GL50803 16172-t26 _1-p1 relacionada con 344 37.84 20 0
Actina
GL50803 11039-t26 _1-p1 Actina 870 95.7 21 0
Precursor de
GL50803 94510-t26 _1-p1 1063 116.93 26 0
Tenacina-X
(GL50803_21362-t26_1-p1  Proteina hipotética 36 3.96 72 0
GL50803 35180-t26 _1-p1 GTOR 3277 360.47 38 0

*Motivos de interaccion con acidos nucleicos
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http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_40817-t26_1&gene_source_id=GL50803_40817
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_15113-t26_1&gene_source_id=GL50803_15113
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_16172-t26_1&gene_source_id=GL50803_16172
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_11039-t26_1&gene_source_id=GL50803_11039
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_94510-t26_1&gene_source_id=GL50803_94510
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_21362-t26_1&gene_source_id=GL50803_21362
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_35180-t26_1&gene_source_id=GL50803_35180

Se decidié ampliar el analisis in silico y hacer una busqueda generalizada de actinas en
el protozoario directamente en el programa GiardiaDb, para el que se obtuvieron 21 proteinas en
el aislado WB (Figura 32, Cuadro 16) que pudiesen ser ortblogos de la actina, estos productos
proteicos se analizaron en busqueda de dominios de union a acidos nucleicos, para los cuales solo
el producto identificado como una glicerol quinasa (GL50803_8173) en Giardia expuso cuatro
dominios, los cuales son motivos de reconomiento a acidos nucléicos RRM, BHD_3, Bac_DnaA_C
y HRDC dominios de union a acidos nucleicos. Es importante mencionar que estos se encuentran
reportados anteriormente en otros microorganismos y estan especificamente relacionados con su
interaccion con acidos nucleicos segun la base de datos de SMART.

RMM se encuentra definido como un motivo de reconocimiento del RNA, y se ecuentra
conformado por aproximadamente 90 aa que se unen a la cadena de RNA, asi mismo se ha
encontrado su presencia y accion en algunos eucariotes. BHD_3 es un motivo corto reportado
como parte de la proteina Rad4 la cual participa en la reparacion de errores del DNA, la funcién
especifica de este dominio se encuentra definida como de unién a DNA. El dominio Bac_DnaA_C
se encuentra reportado en proteinas bacterianas con una funcién de regulacién de la replicacion y
con unién a secuencias especificas de DNA. Por ultimo, el dominio HRDC se ha definido como una
helicasa y RNAsa y se encuentra relacionado con la union a acidos nucleicos (SMAR,

http://smart.embl-heidelberg.de/). La presencia de estos dominios de union y su tamafio molecular

de 540 aa (59.4 kDa) lo colocan como fuerte candidato a tener una multifiuncionalidad y participar

como una RBP en un sistema de regulacioén por hierro tipo IRE/IRP de células eucariotas.
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Giardia Spironucleus
F'.e,:ILIJIts %F:EEESQ G Assemblage AZ | 5. Assemblage A G Assemblage B G.Assemblage E | 3.salmonicida
izolate DH isolate WB Isolate GS_B |isolate GS isolate P15 ATCCH037T

140 7 16 21 17 19 21 48

Fig. 322. Resultados de analisis in silico de la busqueda directa de Actina en el proteoma de G.

duodenalis.
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Cuadro 16. Secuencias aminoacidicas obtenidas a partir de la busqueda directa de actina en el proteoma de G. duodenalis.

140

NUMERO DE ACCESO* NOMBRE DEL PRODUCTO LONGITUD MOLECULAR * SITI(?S
(aa) DE UNION*
(KDa)
GL50803_11039 Proteina relacionada con Actina 870 95.7 0
GL50803_13273 Cadena Ligera Intermedia de Dineina 235 25.85 0
GL50803_14581 Proteina chaperona de DnaK HSP70 640 70.4 0
GL50803_15113 Actina 467 51.37 0
GL50803_16172 Proteina relacionada con Actina 344 37.84 0
GL50803_16299 Sda1- Despolimeracién severa de actina 863 94.93 0
GL50803_16356 Supresor de Actina 1 582 64.02 0
GL50803_16412 Proteina de Choque térmico, putativa 845 92.95 0
GL50803_1695 Rab 11 216 23.76 0
GL50803_17121 Bip 677 7447 0
GL50803_17420 O-Sialoglicopreotina endopeptidasa 396 43.56 0
GL50803_17432 HSP70 1243 136.73 0
GL50803_17591 Proteina hipotética 381 41.91 0
GL50803_2285 Proteina hipotética 618 67.98 0
GL50803_40817 Proteina relacionada con Actina 375 41.25 0



GL50803_5857
GL50803_8173
GL50803_8589
GL50803_8726
GL50803_8826
GL50803_88765

Pantotenato Quinasa 4
Glicerol Quinasa
Supresor de Actina 1
Proteina relacionada con Actina
Glucoquinasa
HSP70 Citosdlica

359
540
702
968
346
664

39.49
59.4
77.22
106.48
38.06
73.04

o O o o b~ o

*Motivos de interaccion con acidos nucleicos
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Otro de los candidatos sondeados dentro del proteoma de Giardia fue la proteina HSP70-
4 de T. vaginalis con numero de acceso TVAG_044510, la cual es una proteina putativa del
protozoario con una extencion de 659 aa, para la cual se obtuvieron 10 posibles ort6logos en el
proteoma del aislado WB (Figura 33, Cuadro 17), y aunque no se descarta su posible funcion
como RBP, en el anélisis en busqueda de dominios de interaccion con acidos nucleicos no se

obtuvo ningun resultado.
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Giardia Spironucleus

All Ortholog

Results | Groups G.Assembiage A2 | G Assemblage A G Assemblage B G Assemblage E | & salmonicida
isolate DH isolate WB isolate GS_B | isolate GS isolate P15 ATCCB0377
10 9 0 10 0 0 0 0

Fig. 33. Resultados de analisis in silico del sondeo de HSP70-4 de T. vaginalis en el proteoma de

G. duodenalis.
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Cuadro 1. Secuencias aminoacidicas obtenidas del sondeo de HSP70-4 de T. vaginalis en el

proteoma de G. duodenalis.

NUMERO DE NOMBRE DEL LONGITUD

IDENTIDAD # SITIOS

MOLECUL .
ACCESO* PRODUCTO (aa) (%) DE UNION*
(KDa)
GL50803 88765-
HSP70 Citosdlica 664 73.04 59 0
t26_1-p1
GL50803 17121-
BIP 677 1447 52 0
t26_1-p1
Proteina
GL50803 17121-
06 101 Chaperona DnaK 340 374 38 0
HS70
Proteina de
GL50803_16412-
Choque Térmico, 845 92.95 25 0
t26_1-p1 .
putativa
GL50803 17432-
HSP70 1243 136.73 26 0
t26_1-p1
GL50803_2285-t26 1- Proteina
618 67.98 25 0
p1 hipotética
GL50803_11640- Proteina
909 99.99 26 0
t26_1-p1 hipotética
GL50803_113673- Proteina
1649 181.39 29 0
t26_1-p1 hipotética
GL50803 35332- Proteina
1577 173.47 22 0
t26_1-p1 hipotética
GL50803 99108- B
Inespcifico 87 9.57 34 0
t26_1-p1

*Motivos de interaccion con acidos nucleicos

144


http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_88765-t26_1&gene_source_id=GL50803_88765
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_88765-t26_1&gene_source_id=GL50803_88765
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_17121-t26_1&gene_source_id=GL50803_17121
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_17121-t26_1&gene_source_id=GL50803_17121
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_17121-t26_1&gene_source_id=GL50803_17121
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_17121-t26_1&gene_source_id=GL50803_17121
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_16412-t26_1&gene_source_id=GL50803_16412
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_16412-t26_1&gene_source_id=GL50803_16412
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_17432-t26_1&gene_source_id=GL50803_17432
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_17432-t26_1&gene_source_id=GL50803_17432
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_2285-t26_1&gene_source_id=GL50803_2285
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_2285-t26_1&gene_source_id=GL50803_2285
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_11640-t26_1&gene_source_id=GL50803_11640
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_11640-t26_1&gene_source_id=GL50803_11640
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_113673-t26_1&gene_source_id=GL50803_113673
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_113673-t26_1&gene_source_id=GL50803_113673
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_35332-t26_1&gene_source_id=GL50803_35332
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_35332-t26_1&gene_source_id=GL50803_35332
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_99108-t26_1&gene_source_id=GL50803_99108
http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=GL50803_99108-t26_1&gene_source_id=GL50803_99108

Asimismo, se realiz6 una busqueda general in silico en GiardiaDB, buscando
directamente proteinas relacionadas con el hierro, a partir del cual se obtuvieron 297
productos proteicos para el aislado WB (Figura 34), estas 297 secuencias de aminoacidos
se sometieron a un analisis para el sondeo en busca de dominios de union a acidos
nucleicos, es decir que tengan funcionalidad como RBPs, donde so6lo once productos

proteicos mostraron sitios de union (Cuadro 18).

Es importante resaltar que entre ellas destacan las proteinas de superficie
variante-especificas (VSP, “Variant-Specific Surface Proteins”; por sus siglas en inglés),
las proteinas hipotéticas y una proteina Piwi, que se pensaba no estar presente en este

protozoario. Piwi es uno de los dominios mayor caracterizados en las RBPs.

Es importante recalcar que de estas 11 proteinas solo 5 mostraron capacidad de
union tanto a DNA como RNA y solo uno de estos productos ortélogos resulto especifico
para RNA, el cual es una proteina hipotética de aproximamente 80 KDa, por lo que se
puede suponer que, como en G. duodenalis, las proteinas reguladoras por hierro podrian

ser multifuncionales al igual que en T. vaginalis.
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Giardia Spironucleus
A” Onholog i I F i I F i I i I J P |
G.Assemblage AZ | G.Assemblage A . Assemblage B G Assemblage E | S.salmonicida
Results | Groups
isolate DH isolate WB isolate GS_B | isolate GS isolate P15 ATCCh0377
1492 193 218 297 611 78 221 67

Fig. 34. Resultados de analisis in silico de la busqueda directa de proteinas relacionadas con hierro

en el proteoma de G. duodenalis.

146



Cuadro18. Secuencias aminoacidicas obtenidas de la busqueda de proteinas relacionas con el hierro en el proteoma de G. duodenalis que

mostraron motivos de union a acidos nucleicos.

# SITIOS DE . PESO
. ] NOMBRE DEL DOMINIO DE UNION LONGITUD
GENID NOMBRE FUNCION ** UNION , , MOLECULAR
UNION ESPECIFICA (aa)
TOTAL (KDa)
Proteina-Piwi, Union a Acidos )
GL50803_2902 Piwi Acidos Nucleicos 900 99
putativa Nucleicos
helix-tum-helix XRE de unién a
GL50803_2732  Proteina hipotética ND2 1 ONA DNA 107 11.77
GL50803_103001 VSP! ND2 1 RPOL9 RNA Polimerase subunit 9 DNA 615 67.65
GL50803_114674 Proteina hipotética Proteina de Union 1 Doble cadena de union a RNA RNA 720 79.2
GL50803_115796 VSP! ND2 1 ZnF_C2H2 dominio Acidos Nucleicos 188 20.68
GL50803_137761 VSP! ND2 1 ZnF_A20 tipo dedos de zinc DNA 164 18.04
GL50803_124980 VSP! ND2 1 Tipo GAL4 DNA 98 10.78
GL50803_105759 VSP! ND2 1 Tipo GAL4 DNA 183 20.13
GL50803_134711  VSP?, putativa ND2 1 ZnF_A20 Dedos de zinc DNA 137 15.07
GL50803_221693 Proteina hipotética ND2 1 ZnF_C2H2 Acidos Nucleicos 2259 248.49
ZnF_C4 C4 Dedos de zinc en DNA
GL50803_137714 VSP ND2 7 524 57.64

hormona nuclear

147



ZnF_C2H2 dominio Acidos Nucleicos

RPOL9 RNA Polimerase subunit 9 DNA
Zn_GATA Dedos de Zinc, DNA
ZnF_C2H2 Acidos Nucleicos
ZnF_A20 Dedos de Zinc DNA
GAL4 GAL 4like Zn DNA

1 VSP, por sus siglas en inglés, “Variant-specific surface proteins”, 2 ND: No disponible, *Sitios de unién a acidos nucleicos (DNA y RNA).
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Estos resutados ofrecen una gama de 340 posibles ortdlogos de proteinas tipo IRP en G.
duodenalis, de los cuales 12 mostraron tener la capacidad de interaccionar con acidos nucleicos y
solo 2 tener la capacidad de interaccionar con RNA especificamente. Las proteinas capaces de
interaccionar con el RNA, segun estos resultados, son una proteina hipotética de aproximadamente

80 kDa y una proteina glicerol quinasa con un peso molecular aproximado de 60 kDa.

Es importante recalcar que se obtuvieron dos posibles ortdlogos a IRP-like con dominios
de interaccion a RNA y que ademas no se puede descartar por completo ninguna de las secuencias

analizadas in silico ya que faltarian ensayos experimentales para descartar dicha funcién.

Los resultados mostrados en este trabajo coinciden con los experimentos realizados por
Reyes-Sanchez en 2016, donde interaccion6 extractos citoplasmaticos del protzoario con
anticuerpos anti-IRP1 y anti-IRP2 de humano (Figura 35) y observé reconocimiento solo con el
anti-IRP1h de una banda de aproximadamente 90 kDa en condiciones de restriccion de hierro, esta
proteina coincide con el peso molecular aproximado de la proteina hipotética reportada en este
andlisis, ademas de apoyar el supuesto de que ésta puede actuar como proteina regulada por
hierro, ya que la interaccion se observa solo en condiciones de restriccion de hierro, que es en la
condicién donde las proteinas IRP se encuentran activas en el sistema IRE/IRP en mamiferos
(Pérez et al. 2005).
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Fig. 35. Posibles IRPs en G. duodenlis. Ensayo de Western Blot utilizando extractos
citoplasmaticos de G. duodenalis en condiciones de restriccion de hierro. Linea 1, marcadores de
tamarfio molecular. Linea 2, Extractos citoplasmicos obtenidos de parasitos crecidos en restriccion
de hierro e interaccionando con el anti-IRP2. Se utilizd un anti-IRP2 (ThermoFisher Scientific),
producido a partir de un péptido sintético correspondiente a los residuos N-terminales 1-100 de la
IRP2 humana (UnitProt P48200). (Adaptada de Reyes-Sanchez, 2016).
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D. Estandarizaciéon de técnicas de Extractos Citoplasmaticos, Trancripcion in vitro y
Ensayos de Cambio en la Movilidad Electroforética con RNA (REMSA, por sus siglas

en inglés).

1. Obtencién de Proteinas Citoplasmaticas de G. duodenalis

La obtencion de las proteinas citoplasmaticas del parasito fue el primer paso experimental
realizado para establecer si en G. duodenalis existe algun sistema homoélogo parecido al sistema
IRE/IRP de las células eucariotes; por lo que se extrajo la fraccién citoplasmatica celular del
parasito, esto porque las proteinas IRP1 y IRP2 que participan en el sistema anteriormente
mencionado se localizan en el citoplasma de las células (Pérez et al. 2005; Rouault, 2006).

Las proteinas citoplasmaticas fueron extraidas y visualizadas a través de la técnica de
extractos citoplasmicos y electroforesis en SDS-PAGE descritas anteriormente en materiales y
métodos. Las proteinas se interaccionaron con el IRE de ferritina de humano (Feh) y con el IRE de
Actina de G. duodenalis (Plata-Guzman et al. 2021, en preparacion). Los resultados de integridad
de los extractos citoplasmaticos de G. duodenalis se muestran en la Figura 36, donde se puede
observar un patrén de bandeo de proteinas citoplasmicas dependiente de la condicion de hierro en

la que se crecieron los trofozoitos.
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Fig. 36. Extractos Citoplasmaticos de G. duodenalis. Gel SDS-PAGE. Carril 1: Marcadores de
tamarfio molecular, Carriles 2, 5 y 8: Extractos Citoplasmaticos de parasitos crecidos en restriccion
de hierro; Carriles 3, 6 y 9: Extractos citoplasmaticos de parasitos crecidos en condicién normal de
hierro; Carriles 4,7 y 10: Extractos citoplasmaticos de parasitos crecidos en condiciones altas de

hierro.
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2. Obtencién de amplicones para construccién de IREs in vitro

El segundo paso para dilucidar la presencia del sistema homélogo en G. duodenalis fue
obtener IREs de RNAm de humano y del parasito, estos fueron sintetizados a través de la técnica
de PCR, los templados utilizados contienen la secuencia de unién de la T7 RNA polimerasa como
se describe a profundidad en la seccidn de materiales y métodos, estos amplicones se basaron en
secuencias nucleotidicas reportadas anteriormente (Soto-Castro et al. 2017), los oligonucledtidos
fueron disefiados en base a las estructuras tallo-burbuja en RNAm’s reportadas por Plata-Guzman
etal. (2021, en preparacion) en G. dudenalis, estas codifican para diversas proteinas, entre las que
se selecciond una proteina del citoesqueleto (Actina), esto a patir de la evidencia experimental
lograda por nuestro equipo de trabajo, donde se demostro que la expresion de este gen es afectada
por la ausencia de hierro en el microambiente donde se desarrolla (Quintero-Gallegos, 2016),
ademas que esta proteina es de vital importancia en el proceso de virulencia del parasito,
especificamente en la acciéon de union del disco ventral a las células epiteliales del intestino
(Vazquez and Campos, 2009).

Los diversos amplicones fueron utilizados para la transcripcion in vitro, la integridad de los

amplicones se observé en geles de agarosa al 3% (Figura 37).
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Fig. 37. Gel de integridad de amplicones de PCR. Carriles 1y 2: Amplicones de Ferritina humana.

Carriles 3 'y 4: Amplicones de Actina de G. duodenalis.
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3. Transcripcion in vitro de IREs

Los transcritos se generaron con el kit AMBION® y el DNA molde que se obtuvo de los
productos de PCR de cada amplicén, como se describe ampliamente en la seccién de materiales
y métodos. La integridad de los transcritos obtenidos se observé en geles de agarosa al 3%, ya
que observar la integridad del RNA es vital para la obtencién de complejos en los ensayos REMSA,
pues si la calidad del RNA es dudosa no se podra observar la interacion RNA-proteina (Figura 38).

Asi mismo, una vez sintetizado el RNA in vitro se procedio a la formacién de las horquillas
la cual era fundamental para nuestro prop6sito, ya que esta conformacion es la que perimite a los

IREs la unién a las proteinas (Hentze et al.. 1998).

E. Presencia de un sistema heterdlogo y homélogo tipo IRE/IRP en G. duodenalis.

1. Ensayos de cambio de movilidad electroforética REMSA

El primer paso para obtener los resultados en los REMSA, fue estandarizar la técnica, esto se
logr6 a través del seguimiento de la metodologia anteriormente descrita con algunas
modificaciones descritas ampliamente en la seccién de materiales y métodos. El primer
experimento realizado fue la interaccion entre los extractos citoplasmaticos de G. duodenalis en
condiciones normales de crecimiento (normales: 90mM) y el IREfeh, en donde se observd la
formacion de complejos que demuestran la existencia de un sistema heterélogo tipo IRE/IRP en el
parasito, es decir, que el IREFfeh se une de manera exitosa a alguna proteina o proteinas
presentes en la fraccién citoplasmatica de G. duodenalis, lo cual coincide con lo reportado para
otros parésitos amitocondirados como lo son E. histolytica y T. vaginalis (Ledn-Sicairos, 2007;
Solano-Gonzélez et al. 2007; Soto-Castro et al. 2017).

La formacién de estos complejos se puede observar en la Figura 38 descrita a continuacién,
en el carril 1 se corrid la sonda libre, es decir el IREfeh solo, en este carril no podemos observar

complejos ya que no existe la union del IRE con proteinas tipo IRP, en el carril 3 se interaccionaron
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los EC e IREfeh adicionando B-mercaptoetanol, esto por que el B-mercaptoetanol es un agente
reductor que permite desplegar completamente las subunidades de las proteinas a través del
rompimiento de los enlaces disulfuro (Young-Jin et al. 2008), lo que tendria como consecuencia
una unién RNA-proteina mas especifica entre el EC y el IREfeh, esto se ve apoyado en la capacidad
de las proteinas de cambiar su estrutura terciaria y cuaternaria de acuerdo a los microambientes
de la célula, como es el caso de la IRP1 en células eucariotas, la cual cambia su conformacion y
por ende su funcién dependiendo de la concentracién de hierro en la ambiente intracelular
(Wilkinson and Pantopoulos, 2014). Por su parte en el carril 5 se interaciono la fraccion
citoplasmatica con el IREfeh adicionando ademas de -mercaptoetanol con RNAsa, esto con el fin
de desnatualizar el RNA libre 0 que no se haya unido a ninguna proteina. La importancia de
adicionar RNAsas al complejo es que en esta interaccidn solo veremos complejos RNA-proteina
dejando de lado RNA transcrito in vitro que no se haya unido (Lee and Schedl ,2006; Ullu et al.
2004). En el carril 7 se interaccionaron directamente los EC y los IREfeh, sin ningun aditivo, como
podemos observar en el gel los complejos formados se observan de manera mas intensa, esto
podria ser ocasionado por la presencia de algun resto de IREfh no unido.

Algo a resaltar en esta figura es que la presencia del complejo IREfeh-EC que confirma la
presencia de alguna proteina o proteinas con capacidad de unién al IRE consenso, ademas que
nuestros resultados coinciden con lo reportado anteriormente por nuestro equipo de trabajo en
2016 por Reyes-Sanchez, quien reportd que en los EC de G. duodenalis existian proteinas con la
capacidad de unirse a anticuerpo de IRP1 e IRP2 de humano, es decir que existian proteinas
similares a estas en la fraccion citoplasmatica del parasito; asi mismo esto coincide con los
reportado por Burrola-Barraza en 2001, quien reportd el reconocimiento de proteinas por los
anticuerpos anti-IRP en T. vaginalis, donde después se confirmé un sistema homologo tipo IRE/IRP

(Burrola-Barraza, 2001; Ledn-Sicairos, 2007; Solano-Gonzélez et al. 2007; Reyes-Sanchez, 2016).
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Fig. 38. Gel de interaccién de extractos citoplasmaticos (EC) en condiciones normales de cultivo
del parasito con el IRE de ferritina de humano (IREfeh). Carril 1: Sonda libre de IREfeh. Carril 2,4,6
y 8 libres. Carril 3: Interaccion entre EC e IREfeh adicionando B-mercaptoetanol, Carril 5:
Interaccion entre EC e IREfeh de humano adicionando B-mercaptoetanol y ribonucleasas. Carril 7:

Interaccion entre EC e IREfeh.
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El siguiente paso fue interaccionar las diversas condiciones de hierro (restriccion y alto) con el
IREfeh, esto para tratar de imitar las condiciones intracelulares en donde se observa la formacion
de complejos en las células eucariotas y amitocondriadas reportadas en la literatura (Pérez et al.
2005; Wang and Pantopoulos, 2011). En la Figura 39, se puede observar la interacciéon en ambas
condiciones, lo que sugiere la presencia de un sistema heterélogo tipo IRE/IRP (Carril 2, 4,6 y 8)
con un comportamiento analogo en el parésito, asi mismo es importante destacar que la formacién
de complejos se acentla en condiciones de restriccion de hierro, lo que coincide con la activacion
de las proteinas tipo IRP en humanos y los reultados expermentales obtenidos en nuestro

laboratorio (Plata-Guzman et al. 2021; en preparacion, Reyes-Sanchez 2016).
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Fig. 39. Formacién de complejos IREfeh con EC en G. duodenalis. Gel de Interaccién entre los
Extractos Citoplasmaticos en condiciones de cultivo de Restriccidn y Alto hierro del parasito con
IREfeh. Carril 1: Sonda Libre IREfeh, Carril 2: Extractos citoplasmicos en restriccion de hierro
interaccionando con el REfeh, Carril 3: sin muestra, Carril 4: Extractos citoplasmicos en alto hierro

interaccionando con el REfeh, los experimentos fueron realizados por triplicado.
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Para demostrar la presencia de un sistema homélogo tipo IRE/IRP en G. duodenalis, primeramente,
se interaccionaron los EC en crecimiento normal con un IRE de G. duodenalis. El IRE utilizado en
este trabajo fue el de actina. El RNAm de Actina presenta una estructura IRE-like localizado en el
extremo 5°de la region UTR (Plata-Guzman et al. 2021, en preparacion). Actina es una proteina
del citoesquleto celular que al exponerse a ambientes de estrés sufre alteraciones morfoldgicas
como lo reporta Ifigo-Figueroa en 2016, quien expuso al parasito a altas concentraciones de Zinc
y observd alteraciones topologicas. Por otra parte, se ha demostrado que Actina tiene suma
importancia en la unién del disco ventral a la células epiteliales del intestino en cojunto con los
microtubulos de tubulina (Trejos-Suarez and Castafio-Osorio, 2009). Interesantemente, en nuestro
grupo de trabajo se ha observado que la expresion del RNAm de Actina se ve afectada por la
concentracion de hierro en en el medio; en condiciones de alto hierro la expresion de actina se ve
aumentada (Quintero-Gallegos, 2016) lo que correlaciona con la posicion del IRE-like presente en
su regién 5°'UTR (Plata-Guzman et al. 2021, en preparacion).

En la Figura 40, se puede observar la interaccion entre los EC crecidos en condiciones normales
con el IREfeh y el IRE de Actina de G. duodenalis. En la imagen se aprecia la formacion de
complejos con ambos IREs, con el IREAct en el carril 4 y con IREde Feh en el carril 8, ambos
sefialados por flechas de color negro. Estos resultados sugieren la presencia de un sistema
homologo en el parasito, sin embargo, es necesario interaccionar los EC en restriccidn y alto hierro

para complementar estos estudios.
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Fig. 40. Formacién de complejos entre IREs y proteinas citoplasméticas de G. duodenalis.
Interaccion entre los extractos citoplasmaticos del parasito con el IREfeh y el IRE de Actina de G.
duodenalis. Carril 1: Sin muestra, Carril 2: Sonda Libre de IREAct, Carril 3: sin muestra, Carril 4:
Extractos citoplasmicos del parasito interaccionando con el IRE-like de Actina del parasito. Carril
5: sin muestra, Carril 6: Sonda Libre IREfeh, Carril 7: sin muestra, Carril 8: Extractos citoplasmicos

del parasito interaccionando con el IRE de ferritina de humano (IRE Feh).
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Para demostrar la presencia de un sistema homologo tipo IRE/IRP en G. duodenalis, se
interaccionaron las proteinas citoplasmaticas del parasito con el IRE-like de Actina de Giardia. En
la Figura 41, se puede observar la interaccion entre los EC de trofozoitos crecidos en condiciones
de restriccion y alto hierro con el IREfeh y el IRE de Actina de G. duodenalis.

En la Figura 41, se puede observar la formacion de complejos con ambos IREs, como era de
esperarse se da la formacion de complejos con el IRE de Ferritina de humano, mismos que también
se formaron en interaccion con el IRE de Actina de G. duodenalis, sugiriendo la existencia de un
sistema homoélogo tipo IRE/IRP en el parasito. Como se puede observar en el apartado B de la
figura 41, se forman dos complejos al interaccionar el IRE de Actina de Giardia con los extractos
del parasito, los cuales se encuentran sefialados con flechas de color rojo. Algo que llama la
atenciéon en estos complejos es que se forman en todas las condiciones de hierro. Como
perspectiva seria necesario realizar dichos ensayos con los extractos de proteinas citoplasmaticas
cuantificadas y posteriormente interaccionar con competidores para desmostrar tanto la cantidad

como la especificidad de la union.
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Fig 41. Formaciéon de complejos RNA-proteinas en cultivos de G. duodenalis en diferentes
condiciones de hierro. Interaccion entre los EC en diferentes condiciones de hierro con IRE de
ferritina de humano y con IRE-like de Actina de G. duodenalis. A) EC en R: Restriccion, N:
Normales, y A: Alto hierro en interaccion con IREfeh. B) EC en R: Restriccion, N: Normales, y A:

Alto hierro en interaccion con IRE-Act.
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VIl.  CONCLUSIONES

En el presente estudio se identificaron factores de virulencia regulados por hierro en E.
histolityca. Se identificaron CPs (EhCP1, 2, 3, 4, 5y 6), proteinas de unién a Hb (Ehhmbp
26y 45), proteinas de oxidacion reduccion (Fe-SOD, Aldosa reductasa, EhADH2 y EnNO»)
y proteinas de organizacion del citoesquelto (Actina y Actobindina).

Por otra parte, se identificaron factores de virulencia regulados por hierro en G. duodenalis.
Se identificaron proteinas de membrana con alto contenido de cisteina y proteinas de
respuesta al estrés oxidativo sugiriendo la presencia de un sistema de respuesta al estrés
por hierro.

Se identificaron y caracterizaron in silico proteinas tipo IRP en E. histoytica. Los estudios
del presente trabajo sugieren que las proteinas actininas, actinas o chaperonas de DNAk
podrian tener la funcion reguladora de hierro.

Se identificaron y caracterizaron in silico proteinas tipo IRP en G. duodenalis y se sugiere
que las proteinas variantes de superficie (VSP) podrian tener dicha funcién.

Se estandarizaron metodologias para ensayos de interaccidn RNA-proteinas sin marcaje
radiactivo.

El IRE de Ferritina de humano (IREfeh) se une a proteinas citoplasmaticas de G.
duodenalis sugieriendo la presencia de un sistema heterdlogo tipo IRE/IRP en dicho
parasito.

El IRE-like de Actina de G. duodenalis se une a proteinas citoplasmaticas del parasito
sugiriendo la presencia de un sistema IRE/IRP homélogo. Es decir, que en el citoplasma
del parasito existe una o varias proteinas capaces de interactuar con los IREs propios del

parasito.
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VIl ABREVIATURAS

°C Centigrados

Mg Microgramos

¥ Microlitro

Mm Micrometro

A Adenina

aa Aminoacidos

Apo-Tf Apotransferrina

ATP Adenosin trifosfato

C Citosina

cDNA Complementary Deoxyribonucleic Acid
CP Cistein proteinasa

CTP Citidina trifosfato

d Dia

DEPC Dietilpirocarbonato

DMT1 (Transportador de Dimetales 1)

DNA Deoxyribonucleic acid (Acido Desoxirribonucleico)
Fe Hierro

g Gramos

G Guanina

GTP Guanosin trifosfato

h Hora

Hb Hemoglobina

Hgl Subunidad pesada de la proteina
Hirp-1 Proteina regulada por hierro 1 de humano
Holo-Tf Holotransferrina

g Inmunoglobulinas

Inr Elemento iniciador de trancripcion
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IPN
IRE
IRP

KDa

Lf
Lgl

Mb

ml

mM
mM
mRNA
Na
NAD
NADP
NC

ng

nM

nt
OMS/WHO
P32

pb
PBS
PCR

P9

Instituto Politécnico Nacional

“Iron responsive element” (Elemento de respuesta al hierro)
“Iron regulatory protein” (Proteinas Reguladoras de Hierro)
Kilogramo

Potasio

Unidad de masa atémica o kilo Daltones

Litros

Lactoferrina

Subunidad ligera de la proteina

Molar

Minuto

Millbn de bases

Mililitro

Milimolar

Milimolar

“Messenger Ribonucleic acid” (Acido Ribonucleico Mensajero)
Sodio

Nicotianamida Adeninda Dinucledtido

Nicotianamida Adeninda Dinucleétido Fosfato

Nitrocelulosa

nanogramo

nanoMolar

Nucledtidos

Organizacion Mundial de la Salud/ “World Health Organization”
Fosforo 32

Pares de bases

“Phosphate Buffered Saline” (Solucién amortiguadora de fosfatos)
“Polymerase chain reaction” (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Picogramo
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pH Potencial de Hidrégeno

pl Punto isoeléctrico

Poli(A) Cola de poliadeninas

rDNA “Ribosomal Deoxyribonucleic acid” (Acido Desoxirribonucleico Ribosomal)

RNA “Ribonucleic acid” (Acido Ribonucleico)

RNAsa Nucleasa degradadora de RNA.

RTf Receptor de transferrina

RTf Receptor de Trasnferrina

SC Suero de caballo

SDS “Sodium Dodecylsulfate-Polyacrylamide” (Dodecil sulfato de sédio)

SDS-PAGE “‘Sodium Dodecylsulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis”
(Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio)

T Timina

TAE Amortiguador de Tris-Acetato

Tf Transferrina

tRNA “Transfer Ribonucleic acid” (Acido Ribonucleico de transferencia)

U Uracilo

UTP-biotina Uridina trifosfato marcada con biotina

UTR Untranslated Region (Regiones no traducidas)

uv Ultravioleta

VCE Volumen de Células Empaquetadas

TVvACT3 a-Actinina 3 en T. vaginalis

TvHSP70-4 Proteina de Choque Térmico 70-4 en T. vaginalis

TVvACT Actina en T. vaginalis

HSP70 Proteina de Choque Térmico 70 en T. vaginalis

TvACT2 a-Actinina 2 en T. vaginalis

Tvep4 Cistein proteinasa 4 en T. vaginalis

Tvep12 Cistein proteinasa 12 en T. vaginalis

RBPs ‘RNA-Binding proteis” (Proteinas de Unidn al RNA)
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EhCP5 Cistein Proteinasa 5 en E. histolytica

EhPRL21 Proteina Ribosomal 21 en E. histolytica
EhFESOD Superdxido Dismutasa de Hierro en E. histolytica
Ehhmbbp26 Hemoglobinasa 26 en E. histolytica
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Entamoeba histolytica is a human parasite that causes amoebiasis, a disease that affects the colon and liver
and is prevalent worldwide. This protozoan requires a high concentration of iron to survive and repro-
duce. Iron modulates the expression of parasite virulence factors, including hemoglobinases, hemoglobin-
binding proteins and cysteine proteases, as well as proteins related to the amoebic cytoskeleton. This
review summarizes the virulence factors that are affected by iron, resulting in upregulation or downreg-
ulation of E. histolytica genes. This review also discusses the functionality of iron in the mechanisms of
pathogenesis.
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Parasites are organisms thar feed, multiply and survive in other living organisms, in many cases without compromis-
ing their host’s life. Parasites cause infections and utilize resources for the continuity of their life cycle pn. In some  Medicine ™
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circumstances, parasites become pathogens and cause disease, which is directly linked to the production of virulence
factors. Virulence depends on the inherent characteristics of the microorganism as well as the susceptibility of the
host [2,3].

Iron is vital for virtually all living organisms, including parasites and their hosts. Due to its toxicity, iron is not
soluble inside host cells, and it is not free in extracellular fluids. In general, mammalian cells avoid iron toxicity
through sequestration in specific proteins, such as serum transferrin (Tf) and mucosal lactoferrin (Lf), as a part of
the prosthetic haem group in hemoglobin (Hb) and cytochromes, and in the iron storage protein ferritin (Fr). This
strategy also inhibits parasite growth. Because parasites require iron to survive, continue their life cycle and cause
disease in their hosts, they must overcome the inaccessibility of this cation at the site of infection; therefore, they
develop various mechanisms to acquire iron [4,5]. Parasites obtain iron using the following mechanisms: reduction
of the Fet? to Fet? complex by ferrireductases, which release iron; generation of specific receptors for host proteins
that contain iron; and secretion of proteases that separate iron from proteins when cleaved (4,6-2). Amitochondriate
protozoa such as Trich wginalis, Fi ba histolyticaand Giardia duodenalis cause discase when the host has
a weak immune response as well as under normal conditions of the immune system (3]. To maintain infection, they
must express virulence factors which are tightly regulated. In protozoa such as 7. vaginalis, virulence is affected by

changes in the environment, such as temperature, pH, zinc, host factors and the iron concentration (9]. Entamoeba
histolytica and G. duodenalis are less studied, but also employ virulence gene regulation.

Entamoeba histolytica & amoebiasis

Amocbiasis is a human parasitic infectious disease primarily caused by E. histolytica and is the third most common
cause of death due to parasites, following malaria and schistosomiasis. According to the WHO, 500 million people
are infected with E. histolytica. The life cycle of E. histolytica is simple, consisting of two main stages: the trophozoite
(amoeba) or invasive stage and the cyst or infective stage. Cysts can tolerate the acidic pH of the stomach and
excyst in the terminal ileum. Cysts are transmitted via the fecal-oral route through contaminated water, food and
fomites. Destruction of host tissues by amoebae leads to invasive disease pathologies, such as intestinal amoebiasis
characterized by lesions in the colon that produce fever, abdominal pain, dysentery and ulcerative colitis with
mucous and blood. In some cases, trophozoites can spread through the portal vein to the liver, and in rare cases,
infect the lungs, kidneys and brain. Hepatic amoebiasis is characterized by liver abscesses that can be fatal if not
treated [10-13]. Amoebae colonize the large intestine and invade the epithelial mucosa. In response to unknown
stimuli, amoebae undergo morphological and biochemical changes that lead to the formation of new cysts, which
are eliminarted in the feces, thereby completing their lifecycle [10,12,13).

Iron in the biology of E. histolytica

Entamoebabhistolyticatrophozoites depend on iron for their metabolism, reproduction and survival inside the host [14);
however, the manner by which iron is acquired and metabolized by E. histolytica in different host organs is unknown,
as are the serum iron levels in the stages of amoebiasis. There is no evidence indicating that E. histolytica alone is
capable of reducing Hb levels or producing anemia [15-17]; however, coparasitism can increase the prevalence of
anemia or decrease the levels of Hb in the blood [17]. Likewise, E. histolytica was the only intestinal parasite capable
of aggravating the symptoms of children infected with concomitant hookworm and Trichuris trichiura infections
that maintain low Hb levels in the blood [15].

Entamoeba histolytica requires approximately 80—100 pM iron for optimal growth in axenic culture media [19,20].
In general, iron is added to the media with the compound ammonium ferric citrate. Thisamount far exceeds the iron
requirements of other pathogenic bacteria and fungi. This phenomenon is a consequence of amoeba metabolism
in which metal-dependent proteins, such as acetaldehyde/alcohol dehydrogenase-2, and proteins for cellular
detoxification, such as superoxide dismutase (FeSOD) [10,21,22], are crucial. Interestingly; axenic amoebae cultures
can reproduce in very high concentrations of iron (up to 630 uM) without showing signs of intoxication [23,24].

Entamoeba histolytica is a primitive eukaryote lacking mitochondria. This anaerobic parasite possesses mitosomes
(mitochondrion-related organelles) that lack genomes [25,26]. In mammals, mitochondria are important for haem
synthesis and the conformation of proteins with Fe-S centers. Thus, mitochondrial metabolic pathways have
undergone several adaptations. However, in E. histolytica, the Fe-S cluster system is replaced with the nitrogen
fixation (NIF) system and does not appear to be specifically localized to mitosomes [2¢].
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Figure 1. Host proteins containing iron used in vitro as an iron source by Entamoeba histolytica.

EE: Early endosome; HIE: Hybrid intermediate endosome; LE: Late endosome; LLC: Lysosome like compartment; Ly:
Lysosome; Ph: Phagocytic vacuole; RE: Recycling endosome.

Modified with permission from Serrano-Luna et al., 2013 [30].

Entamoeba histolytica obtains iron from host proteins

The mechanisms by which E. histolytica can capture iron from culture media are only partially understood
(Figure 1).fn vitro, the parasite obtains iron from various proteins (such as Lf, Tf, Ft and Hb) and locations
within the host [2
reported. For example, one mechanism involves human Lf as an iron source. A 90 KDa protein located on the cell
surface specifically binds to human holo-Lf This ferric protein was endocytosed by filipin-sensitive vesicles, which
were recognized by anticaveolin monoclonal antibody [27,321. Human TF is captured by amoebae in its holo-Tf
form through a binding protein on the amocbic cell surface, acctaldchyde/alcohol achydrogenase-2, or ERADH2
(accession number: ADH2_ENTHI Q24803), which was previously described by Yang ef al and Bruchhaus and
Tannich [21,33]. This enzyme recognizes, binds and internalizes holo-Tf [34). Tf endocytosis is performed by an
endosome that, during its biogenesis and carly stages, is formed by amocbic homologs of Rab5 and Rab7A.
During the middle phase, it incorporates Rab7B, which constitutes the late phase and where lysosomal enzymes

31]. Several iron acquisition mechanisms involving host iron-containing proteins have been
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are active [35]. In addition, two proteins that bind Tf have been reported. These proteins are 70 and 140 KDa,
respectively; and their sequence and structure suggest that they are homologs of human TR [20]. Another source of
iron for E. histolytica is Ft, which is endocytosed through the clathrin-coated vesicle mediated pathway and then
reaches lysosomes. Similar to the endocytosis of Tf, Lf has been linked to the endolysosomal system of the amoeba
for iron acquisition [27,30]. In addition, amoeba can cleave Fr using neutral and acidic cysteine proteases (CPs). This
suggests that there is a protein that can bind to Ft [20].

Importantly, E. histolytica is capable of using Hb as an iron source and internalizes this protein via the cell
membrane disruption of erythrocytes by hemolysins and phospholipases. In addition, it has been reported that
trophozoites possess two haem-binding proteins, Ehhmbp45 (EHI_096540) and Ehhmbp26 (EHI_022250); these
proteins are expressed under iron starvation and are capable of binding to the protoporphyrin ring in haem,
suggesting that they function as hemophores 36-38]. The mechanism of Hb endocytosis is unknown; moreover,
E. histolytica is able to phagocytose red blood cells and obtain Hb through hemoglobinases that have optimal
proteolytic activity at acidic pH values 123,57,39-41].

Iron-modulated virulence factors of E. histolytica
Entamoeba histolytica has evolved several strategies to utilize the resources within human hosts and to evade their
defenses. E. histolytica acquires diverse nutrients from the host and must successfully enter, adapt, replicate and
establish infection for survival (42,43]. The gene expression of virulence factors depends on the parasite as well as
variables in the host environment, including iron [44,45].

Genes regulated by iron in E. histolytica

Human hepatic amoebiasis, a disease characterized by the production of amoebic liver abscess (ALA), can be
reproduced in the liver of Syrian golden hamster via the inoculation of amoebae through the portal vein or directly
into the liver [46]. The first analysis indicating that iron was an important nutrient for E. histolytica was performed
in 1978 by L Diamond, who showed that hamsters that were fed ferrous gluconate exhibited a high incidence and
severity of liver lesions. In addition, he observed that patients suffering from ALA showed hypoferremia in the
serum, similar to that during bacterial infections, and concluded that nutritional immunity by iron is also present
in amoebiasis [47].

Iron regulation by E. histolytica has been studied by assessing the expression of different genes in medium
with either an iron deficiency or an excess of iron. These studies have shown that E. histolytica possesses an iron
stress response [44,48]. Using the mRNA differential display technique from cultures grown under iron-deficient
conditions, researchers identified several genes involved in translation, including those encoding the elongation
factor EF-1a and five ribosomal proteins. These data suggest that low levels of iron increases the requirement for
translation machinery. Additionally, a gene encoding a CP was found [49]. Similarly, under restricted iron conditions,
the expression of six CPs (EACPI-EhCP6) was significantly increased [44]. These CPs participated in the adherence
of amoebae to enterocytes, which are important for combating host defenses, and favors the infection process [44,50]
(Table 1). In addition, Cruz-Castafieda ef 4/. identified two E. histolytica Hb-binding proteins of 45 and 26 kDa
(Ehhmbp45 and Ehhmbp26, respectively), which are both involved in obtaining iron from haem. These proteins
are possibly hemophores that scavenge haem from Hb or other haem proteins, and thus would be considered
virulence factors [36-3¢] (Table 2).

Herndndez-Cuevas er al. studied the transcriptome of E. histolytica trophozoites under different iron conditions
(iron deficiency; low iron and iron deficiency plus Hb). They detected the modulation of 224 genes, among
which were those involving oxidoreductases, sulphur-containing amino acid metabolism, stress response molecules,
DNA repair, RNA synthesis, CPs and actin-related cytoskeleton proteins. Under iron deficiency: only nine genes
were upregulated and 11 were downregulated, suggesting that parasites can adapt successfully to this condition.
Interestingly, when Hb was added, 157 genes were modulated, of which 107 were upregulated and 50 were
downregulated. This result could be a consequence of the cell’s iron requirement. Under low iron concentrations,
126 genes were modulated, 34 positively and 46 negatively, suggesting that the trophozoite could modify its
transcriptome to capture and utilize the available iron in the medium [49].

Recently, we reported (Soto-Castro et l.) that under iron-restricted conditions, trophozoites negatively regulated
the expression of Ehhmbp26, whereas the actin gene was positively regulated. To detect other genes regulated by
iron, we performed semi-quantitative Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) on mRNA from
parasites grown with different iron concentrations [24]. Figure 2 shows the iron-regulated gene expression of EACP5,
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Table 1. Iron-modulated cysteine proteases in £ntamoeba histolytica (upregulated)
Virulence factor Gene ID Function Iron condition Ref.

EACPT ND Involved in the mechanism of adhesion during the infectious process of amoebiasis. 360 pg/dl [44,49-54]
The protease wasable to digest native collagen type-l, with an initial deavage at
the w2-chain, IgA and villin

ERCP2 ND Involved in the mechanism of adhesion, cytopathic effects and phagocytosis during 360 pg/dl [44,51,53,54]
the infectious process of amoebiasis. The protease was able to digest native
collagen, proteoglycan and cytokine prolL-1§

ERCP2 ND May be associated with the digestion of nutrients rather than virulence 360 pg/d [30,44]

EhCPR ND Involved in the mechanism of adhesion, artopathic effects and phagoaytosis during 360 pg/dl [44,51,54,55]
the infectious process of amoebiasis. The protease was able to digest native
laminin, 1gA, complement C3, cytokine prolL-18 and villin

EACPS ND Degrades a broad spectrum of biological and synthetic substrates, such as mucin, 360 pg/d [56-59]
fibrinogen, collagen, hemoglobin, bovine serum albumin, gelatine, 1gG,
Z-Arg-Arg-pNA and Z-Ala-Arg-Arg-pNA, but not Z-Phe-Arg-pNA. Also involvedin
degradation of the extracellular matrix

EhCPE ND Involved in the mechanism of stress response. 360 pgydl [20,44,60]

ND; Not determined.

Table 2. Iron-modulated hemoglobin-binding proteins as virulence factors in £ntamoeba histolytica (upregulated)
Virulence factor Gene ID Function Iron condition Ref.

Ehhmbp45 EHI_086540 Possibly a hemophore sea eted to fadilitate the scavenging of haem from the host 6.5 ph (38]
environment during infection

Ehhmbp26 EHI_022250 Possibly a hemophore; duster synthesis is activated in the presence of hemoglobin =~ 65 i [24,37)
asan iron source

L H bp
e _ -
Ehagtin 341 Figure 2. Iron modulated mRNAs in Entamoeba histolytica.
Semiquantitative RT-PCR assays with specific primers for £hCp5,
EhfeSOD, EhPRL21, Ehhmbp26 and Ehactin using cDNA from
) S parasites grown under iron-restricted (6.5 uM; lane L) and
Brubufin 162 iron-rich (250 uM; lane H) conditions. The g-tubufin gene was
used as an internal control. The sizes of the amplicons are given

in base pairs.
RT-PCR: Reverse Transcriptase-Plymerase Chain Reaction.

ribosomal protein 21 (EZPRL21) and superoxide dismutase (E4FeSOD). In addition, we performed a direct search
of purative iron-regulated protwins in E. Aiszolytica using the AmoebaDb program Amoeba Genomics Resource
(htep://amoebadb.org/am oeba/showApplication.do). This analysis produced 476 genes for the strain HM1:IMSS,
among which we identified hypothetical proteins, putative ribosomal proteins, synthesis and repair of DNA and
RNA enzymes, proteins related to the cytoskeleton and kinases. However, only few genes that are modulated by
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Virulence factor Ref.
Aldose reductase EH_157010, EH_039190, Possibly participates in siderophore biosynthesis 90.7 + 84 uM of Hb [49]

EH.107560 and/or ROS formation
Iron-containing superoxide dismutase EH.159160 Responsible for superoxide radical (O;N2) 123 UM [49,63]
(Fe-SOD) detoxification and indudes four iron sulphur

tlavoproteins

Acetaldehyde/alcohol dehydrogenase-2 ND Involved in the internalization of human transferrin  Saturated (holo-Tf) [27,64]
(EhADH2)
Aldehyde-alcohol dehydrogenase 2 EHIL024240 Involved in the internalization of human transferrin =~ 90.7 + 84 1M of Hb [49,64,65]
NADPH-dependent oxidoreductase EHI_045340 Involved in redox homeostasis through L-cysteine and  90.7 xM [49,66,671
(EhNOy iron reduction

Hb: Hemoglobin; ND: Not determined; ROS: Reactive Oxygen Species; Tf: Transferrin

Table 4. Actin and cytoskeletc r n proteins as iron-modulated virulence factors in Entamoeba histolytica
(downregulated)
Virulence factor Gene ID Function Iron condition Ref.
Adobindin EHI_158570 EHI_039020 Possibly involved in the reorganization of the cytoskeleton; 123 uM [48.49]
reorganization is correlated with the mechanism of adherence
Cofilin EHI.186840 Possibly involved in the reorganization of the cytoskeleton; 123 uM [48.49]
reorganization is correlated with the mechanism of adherence
Adin EHI_173950 Possibly involved in the reorganization of the cytoskeleton; 6.5 uM [48,49]
reorganization is correlated with the mechanism of adherence
ARP 2/3 complex subunits  EHI_199690 EHI_045000 Possibly involved in the reorganization of the cytoskeleton; 123 4M [48,49]
reorganization is correlated with the mechanism of adherence
S-adenosylmethionine EHI_174250, Responsible for the biosynthesis of S-adenosylmethionine and is involved  90.7 uM [49,61,62]
synthetases EHIL004920, in many biosynthetic pathways, induding methionine-cysteine conversion
EHIL195110 and haem biosynthesis
EHI-195110 123 uM

iron had annotated functions. Supplementary Table 1 shows the known functions of virulence factors described in
the literature. Data have shown that the same transcript can be overexpressed under one iron condition and not
expressed under another. For example, S-adenosylmethionine synthetases(SAMs) are upregulated under conditions
0f 90.7 uM iron but are negatively regulated at increasing iron concentrations [61,62].

Molecular function of virulence factors up- and downregulated by iron in E. histolytica

Within the E. histolytica iron-regulated virulence factors, we identified various functions that were classified as CPs
(Table 1), Hb-binding proteins (Table 2), oxidation-reduction proteins (Table 3), actin cytoskeleton organization
proteins (Table 4) and metabolic enzymes (Table 5).

Cysteine proteases

CPs are proteolytic enzymes involved in adhesion and tissue degradation, as well as in defense against the host
immune system; thus, their role in virulence is fundamental [44,61]. The most highly expressed CPs are EACPI,
EHCP2 and EHCP5, which are responsible for approximately 90% of enzymatic activity [30].

EhCPI can digest collagen and is located on the surface of the cell as well as in internal vacuoles. Lee et al.
showed that its inhibition reduced the ability of the parasite to adhere to the collagen and laminin of enterocytes;
therefore, its importance in pathogenesis has been demonstrated (72].

EhCP2 is located both within the inner membrane and on the amoeba surface. EACP2 can digest proteoglycan
cartilage and collagen of the kidney membrane, functions as a caspase-1 against pro-IL-1f and is associated with
membranes [30,51,55]. Recently, it was demonstrated that £5CP2 is overexpressed in hamsters infected with amoebae,
indicating that £#CP2 plays an important role in virulence (73].

EhCPs5 is responsible for degrading the mucin layer, favoring invasion and is overexpressed in the ALA process.
Variability in the gene can make the strain more virulent and aggressive [30,50,74,75]. In addition, EACP5 is the most
highly expressed CP in the HM1:IMSS strain iz vitro and plays a fundamental role in vivo. EFCP5 is capable of
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Cysteine synthase CS1 EHI_171750 Possibly involved with the metabolism  Up 90.7 + 84 1M of Hb [49,68,69]

of sulphur-containing amino adds

Cysteine synthase CS2 EHI-190630 Possibly involved with the metabolism  Up 90.7 + 84 1M of Hb [49,68,69]
of sulphur-containing amino adds

Cysteine desulphurase NifS EHI_136380 Possibly involved with the metabolism  Up 90.7 + 84 kM of Hb [2.70,71]
of sulphur-containing amino adds

Agyl-CoA synthetase EHI153060 Enzyme for de novo lipid synthesis, fatty Up 90.7 1M and / 90.7 [49,66]
acid catabolism, vesicular trafficking + 84 uM of Hb
and membrane remodeling

S-adenosylmethionine EHI_174250, EHI_004920, Responsible for the biosynthesis of Down 90.7 uM [49,61,62]

synthetases EHIL195110 S-adenosylmethionine and is involved in

many biosynthetic pathways induding
methionine-cysteine conversion and
haem-biosynthesis

EHI195110 Up 123 uM

adhering to avB3 cells that trigger the production of mucin by calciform cells and has a key role in the pathogenesis
of amoebiasis (70,71,73].

Other proteases regulated by iron include EACP4 and ESCP6. EHCP4 participates in resisting the immune
system, functioning as a cytokine of prolL-18, IgA, IgG and C3 of complement, whereas FACP6 responds to stress
and is described as cathepsin-L like [30,60). CP regulation by iron was demonstrated by Park e al., who compared
patterns of gene expression in media under limited and normal iron concentrations using Northern blot analysis.
The genes EACP1-6 are overexpressed in limited iron conditions [44]. In Table 1, we summarize the EhCPs that are
regulated by iron in the trophozoite and provide a description of their function during pathogenesis.

Hb-binding proteins

Entamoeba histolytica uses Hb to acquire iron from the host (20). Cruz-Castafieda ef @/. showed that the expression
of Ehhmbp45 and Ehhmbp26 is modulated by iron. These proteins are expressed in trophozoites grown in iron-
deprived media supplemented with Hb; therefore, they are likely to be negatively regulated by iron [36,33] (Table 2).
This was demonstrated through semiquantitative experiments using RT-PCR.

Oxidation reduction p

Among the virulence factors involved in oxidation reduction reactions is aldose reductase, which may partici-
pate in siderophore biosynthesis and/or Reactive Oxygen Species (ROS) formartion [49). We also identified the
iron-containing FeSOD enzyme responsible for the detoxification of ROS and resistance to metronidazole (76].
Overexpression of this enzyme under conditions of iron depletion was assessed by comparing normal medium and
medium with an iron chelator, revealing that the presence of ferrous iron increases FeSODexpression. Moreover,
regulation at the transcriptional level was demonstrated by Northern blot analysis, and a fragment of the 5’ region
of the EhFeSOD gene showed 68% identity with the consensus sequence known as the ‘iron box’ reported in
Escherichia coli [21]. Another virulence factor upregulated by iron is the enzyme EhADH?2, which is responsible for
internalizing human holo-Tf, the main iron transport protein in the host circulatory system (34,64).

3 - -
Actin cy g 2

Actin and genes related to the reorganization of the actin cytoskeleton, such as those encoding actobindin and
cofilin, are downregulated under low iron conditions. It was proposed that the iron concentration can affect the
cytoadherence of trophozoites to enterocytes; thus, virulence and pathogenicity would be affected [46,70]. Regulation
of actobindin and cofilin genes by iron was also demonstrated by Herndndez-Cuevas er @/, [49]. In addition, the
positive regulation of actin was demonstrated by semi-quantitative RT-PCR by our group (24] (Table 4 & Figure 2).

Metabolic enzymes

Acyl-CoA synthetase is a metabolic enzyme implicated in virulence. Acyl-CoA synthetase is involved in de novo lipid
synthesis, catabolism of fatty acids, vesicular trafficking and remodeling of the membrane in E. histolytica. Acyl-CoA
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Figure 3. Prediction of stem-loop structures of Entamoeba histofytica mRNAs encoding the EhCPs, Ehhmbp26 and FeSOD proteins.

The six nucleotides that form the apical loop of the canonical IREs are underlined. Nucleotides U-A/A-U in rectangles indicate conserved
nucleotides in the upper stem. Filled black circles indicate similar nucleotides to the CAGUGN consensus human motif and a large curved
arrow indicates the 5'-to-3' or 3’-to-5' orientation of the sequence. The GUU/UUG protozoan-specific motif is indicated with small arrows.
The underlined residue C or G indicates an unpaired residue at position 8. dG, Gibbs free energy or free enthalpy; in this case, a reduction
in dG (negative dG) is a necessary condition for spontaneous structure formation.

IRE: Iron responsive element.

synthetase is regulated by iron (90.7 uM) in the parasite transcriptome [49,66] (Table 5). Another virulence factor
is SAM, which is involved in the biosynthesis of SAM. In many biosynthetic pathways, including methionine-

cysteine conversion and haem-biosynthesis, SAM is downregulated under conditions of low iron, whereas it is
upregulated under conditions of 123 uM of iron [49,61,62] (Table 5). The cysteine synthases CS1 and CS2 and
cysteine desulphurase (NifS) are involved in cysteine metabolism and are possibly part of the metabolism of sulphur-
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containing amino acids in E. histolytica. These synthases are upregulated under low iron conditions supplemented

with Hb [49,68,69] (Table 5).

Identification of a possible iron responsive element/iron regulatory protein mechanism in E.
histolytica

The expression of key proteins involved in iron metabolism and homeostasis in the cell is controlled post-
transcriptionally by the intracellular levels of iron. The regulatory mechanism is mediated by specific interactions
between iron responsive element (IRE) sequences located in the mRNA and cytoplasmic proteins called iron
regulatory proteins (IRPs) [77,7]. Post-transcriptional regulation by the IRE/IRP system in mammals is well studied,
and the iron regulatory cytoplasmic proteins IRP-1 and IRP-2 interact with IREs. IREs contain two regions necessary
for IRP binding: the consensus CAGUGN loop sequence (which is more common) and UAGUGN (which is less
common). The contiguous stem sequences contain either a conserved C nucleotide five bases upstream of the
CAGUGN sequence, which creates a bulge in the hairpin, or a UGC/C loop bulge. Numerous studies have
reported RN As with noncanonical loop sequences that still interact with IRPs. Under low iron conditions, IRPs
modulate the expression of proteins involved in iron metabolism by binding to conserved IREs. The regulatory
outcome depends on the position and context of the IRE in the mRNA: an IRP bound to a 5-UTR IRE represses
translation, whereas an IRP bound to a 3~ Untranslated Regions (UTR) IRE can indirectly activate translation via
the suppression of mRNA degradation (77,78]. In mice, the targeted disruption of IRP-1 and IRP-2 is correlated
with phenotypic abnormalities. IRP-1 is associated with pulmonary hypertension, whereas disruption of IRP-2 is
associated with microcytic anemia, iron overload in the intestine and liver and neurological defects, and mice that
lack IRPs show difficulty in absorbing iron in the intestine [79]. The presence of parallel systems in protozoa such
as T vaginalis was recently found by our group and similar systems in Plasmodium falciparum have been found by
Loyevsky et al. 19,50. In E. histolytica, a bioinformatics analysis showed the presence of IRP-type proteins, which
have homology with human IRP-2 [24].

IRE-like sequences in E. histolytica

The presence of structures similar to IREs in the mRNA of virulence factors in E. histolytica was assessed by our
group. Using Zuker mfold software, New York, USA. we identified hairpin structures in the CP transcripts (EACP1,
EhCP2, EhCP5 and EHCP [putative]), the Hb-binding protein (Ehhmbp26) at both the 5" and 3'-UTRs (Figure 3)
and FeSOD exclusively at the 3’-UTR (Figure 3). These IRE-like structures are atypical, because they are not similar
to those found in mammals. Similarly, they were able to bind to human IRP in REMSA assays [24]. Moreover,
they contained the conserved GUU/UUG sites specific for protozoa [s1). These data suggest the presence of a
mechanism similar or parallel to the IRE/IRP iron regulation system in E. histolytica.

Conclusion

Parasite virulence factors are crucial for the interaction between host and parasite, as well as for the progression
and severity of infection. These virulence factors can be modulated by the microorganism as well as by the host.
Iron is a determinant in the survival of E. histolytica and is capable of modulating the expression of virulence
factors, including CPs, proteins involved with the oxidative stress response, parasite cytoskeletal molecules and
metabolic enzymes. Likewise, IRE-likes in the RNA of virulence factors have been recently identified that indicate
the presence of a post-transcriptional iron regulation system similar to the IRE/IRP of mammals.

Future perspective

The majority of the virulence factors are up- or downregulated by iron as well as their functionality in E. histolytica
is unknown. In addition, there are many homologous virulence factor proteins whose functions have not been
characterized in E. histolytica. The mechanism of virulence gene regulation in response to iron is currently being
investigated.

Supplementary data
To view the supplementary data that accompany this paper please visit the journal website at: www futuremedicine.cormvdoi/full/
10.2217/fmb-2018-0066
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immary

Iron & Entamoeba histolytica

o Entamoeba histolytica depends on iron for its pathogenicity, metabolism, reproduction and survival.

Molecular functions of virulence factors up- & downregulated by iron

Cysteine proteases

e Proteolytic enzymes are involved in the mechanism of pathogenicity. The most highly expressed virulence factors
include EhCP1, ERCP2 and ERCP5, and these are upregulated. EhCP4 and EhCP6 are positively regulated by iron.

Hemoglobin-binding proteins

o Negative regulation by iron was shown for Emmbp26 and Ehmmbp45, which obtain iron from the haem group.

Oxidation-reduction proteins

e Aldose reductase possibly participates in siderophore biosynthesis and/or ROS formation. Superoxide dismutase
(ERSOD) is responsible for the detoxification of superoxide radicals. Acetaldehyde/alcohol dehydrogenase-2
(EhADH2) is responsible for the internalization of human holo-transferrin. NADPH-dependent oxidoreductase
(EANO2) is involved in redox homeostasis through the reduction of L-cysteine and iron. All of these genes are
upregulated by iron.

Actin cytoskeleton organization proteins

e Actin and genes related to the reorganization of the parasite cytoskeleton such as actobindin and cofilin are
downregulated by iron. The iron concentration could affect the cytoadherence capacity of the trophozoite.

Metabolic enzymes

o Acyl-CoA synthetase is involved in the catabolism of fatty acids. Cysteine synthase CS1 and €S2 and cysteine
desulphurase (NifS) are involved in cysteine metabolism and possibly in the metabolism of sugar-containing
amino acids, and both are upregulated by iron. S-adenosylmethionine synthetase (SAM) participates in the
biosynthesis of SAM and in many biosynthetic pathways including methionine-cysteine conversion and haem
biosynthesis. SAM is downregulated by iron.

Identification of a possible iron responsive el iron responsive protein mechanism in E. histolytica

e The presence of cis elements in mRNA (iron responsive elements [IREs] like) was demonstrated in the actin and
Ehhmb26 genes, suggesting the presence of a post-transcriptional IRE/iron responsive protein [IRP] iron
regulatory system in this parasite.

Conclusion

e Parasite virulence factors are crucial for the interaction between host and parasite, as well as for the progression
and severity of infection. Iron is a determinant in the survival of E. histolytica and is capable of modulating the
expression of virulence factors, including cysteine proteases, factors involved with the oxidative stress response,
parasite cytoskeletal molecules and metabolic enzymes. A possible mechanism of iron regulation is via the
IRE/iron responsive protein system.
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Ahstract

Irom homeosiasis i sukanotes is heavily reguiated at the post-ranscriptional level by the Iron Responsive Element/iron
Regulatory Protein (IRE/IRF) system. Cyloplasmic groteins IRP-1 and IRP-2 interact with stem loops structures (IREs] in
ypiranelated regions of mENAS encoding proteing involved in iron metabolism. Infections from Entamasha histaltiza and
Gigrdia dypdenalis can causs gmebiasis and giardiasis respecively. Both parasites require iron rich concenirations for
growth, however the mechanisms of iron regulation in these protozoens are largely unchatacierized Recently, owr research
group identified IRE-ike elements in some mRNAz in E. hizfoltica that codes for vindlence proteins. E. histolyfica IRE-like
can bind to cyloplasmic peoteing, which swogests the possibility of an IRE/RP system in this parasite. Using in silica and
preliminary experimental analyses, this addresses the possibility of post-ranscriplional inon regulztion mediated by IRP-like
and RNA binding proteing in E. histplytica and &. dygdenaliz, Our data reveals that prabably the IRP-likes proteing imvoheed
in this iron regulatory mechanism, they could also be muldfunciional proteing in both parasites.

Kevwords: Enfamoeba histalfica, Giardia duodanalis, RNA-binding protein, post-ransoriplional regulstion by iron; IRE-IRP
syatem
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1. Secuences of RNA-Binding Proteins (RPBs) in amitochondriates parasites E. histolytica and G.
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INCES OF RNA-

BINDING PROTEINS (RBPS) IN AMITOCHONDRIATES PARASITES: E. HISTOLYTICA

AND G. DUODENALIS.

., Sequences of RNA-binding proteins (RBPs) in amitochondriate parasites:
E. histolytica and G. duodenalis
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Abstract

Entamoeba hisfolfics and Sierdla decoenals, are two proloena thal cause [Inlesting! discases
workdwide. E fistolyiica is ihe causaibe agent of amebiasks, whie & guooensis causes gardass.
Eolh parasies netd mn for ther sunsal and wndenoe; hiwever, inon regaialion mechansms sal in
shudy. In miammads, on hamessiasis B omeguaied at the pastdmnsoristional level by T IREIRP
system (ron Response Eemenisinon Regulaiony Frofeins). The cylodasmic proleins IFF<1 and IRP-2
nilirac! wih IREs, which ant corsensed Slem-iops strcturnes found in the uniransialed regiong (WTR)
ol ihe mRNAs that enoode protens nelated o fron homensiass [1,3] This mechansm sas eedoushy
desoriced in T vagioeds, for Tvopd and Tviop 2 proteing which are reguialed at the post-tansorintiana
el (3L Due 10 Heir evollenary chsniss wie fypalhesized the exslence of the (RENRF system n
E nisfoyfica and &. duodenals. Previously, our research group found IRECiaes syuclures in the
mRMA of E hsiodtics by i sioo analysis. in addicn, prolens fhad inleac with human IRPs
artibndes 5 am found in the conasmic odracts of bolh parasies. Therolre, o Ghjective was o
search v sioo RMA binding proleins that would participaie in the pestdanscripfional reguiation of inon
n the amitcchondd ale parasies E. fistolyfice and G. guodenails, in order o defiermne he presence of
s IRENRPED mechaniom Thas, we Dedom an 0 sWico analysis, mowhich the amng aod
sequences of the human IR and 2 projens were searched 'n addiion, T waghabs FFPdlkes
TwACT2, HEFTOD- and Adin} were used as probes in boih in E hisiobdice (AmoctalD8) as in &
duodenails [GlardaDB| genomies; subsequeniy prasdbie oihoicgous were anabyzed for RHAHnding
mafils in the SMARTE and prosiie pogram. The analysls mevealed posdhle orvdlogous for £
histohdica of which only  dour showed RMABindng domains. On ihe other hand, 8. ducdenabs

=novme shieed 28 possibie onhologous howeer none of hem showed RIG-DInDNg sikes; poasibic
ine binds would potur ance ihe protein aoganes the terfary siuchore. These resuls suggest the
presence of an ron postimansciptonal iecnanicn IREIRPEIE: in £, RSfbics and @, duodenals
Likewise, shudis ar in progross b identity and charctenze IRPYIke protsing. The knomicoge deried
drmrn ihis wark can hap inthe fubure for e development of nes diagnaosiio maihods.

Materials and Methods

4. Baaroh of IRP-llks In tha £ hisfoliles and 5. desdenaits probacens

—proSite
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Results and Discussion

1. Search of IRP-Ike In the E. Aismlydca and 5. ducdenalls protecme

The analyss revedled three possitie crivclogs bor . Rlsfolpfica, none of which hase DMA or RHA
binding siles, however, e possinie orhologs of IRP2 (10 EHI_050TS08p ), has a makouiar sine wery
simiar %o thai of the human IRF [5]. On e offer hand, & guodenails only showed one possble
arithalogs wiich waes obialned dor husnan (RP1 and nefther conlain binding sies io nuckeio scids

These resdis ae smiar fhose reporied dor Thiobomonas vagioails, amiochondrial pamasiie with
evoluionary Coseness 1o £ Ristlice and G, gundenais, which G nal exnibiied orihaiogs of human
IRP1 and IRP2 insted etk mudifunciional probeins which are capable io niemct wih REA accarding
10 IntracEluar ron conoentrations. TR, we hypoineszed Tat both £ SRoice and 9. duodenals
have @ simiar behaar

None of the sequences presented RNA-binding domains

Results and Discussion
Tabda 1. Paoclble ortholags of human IRP4 and IRP2 fownd In
E. histalyfica snd & duodenalls profsoms.
Mezlwuir
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2 3saroh of REFE In E. Mstalytics and &, dudenalls protacens

I ihe 8. dupganais probeomae, four pessbie ofhologs were found for TWACTI, seven for Actin and
e for HEFTO-A, however none of them presenied nucleic acd binding domains, howewer, possioly
Tazse POIEng ooukl interact with nucieic acds afer proloin fdding. Moreover, we found hypathetical
Tl ShOCK SN At S RROTNG, mang oihirs

On ihe ciher hand, in the E Alstolyfica projeone, 14 possitle arhalogs for TwACTE were found of
wition oaly one showed ANA bindng domains, meanwhiez 25 possinie oihoiogs for HEPTOS were
dound of which four showed nucieic acids binding domains, while 15 passibie orfhoiogs for Actin wene
dound of which twa showed nucksic acds binding domains (Table Z)

Tabls 2 Poclbla orthologe of TvACTI, HIFTR4 and Aoln foumd In
E. hisdaiytica protecens.
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Conclusion

Our data suggest thal probably tae IRP. ke proleins may st inoihe oyoplsm of fhe £ Aisfolyfica
and S, ducdenals, which coudd raricipale @ peshiransoripional regulaion IREARP.Ike syshem.
Thius, 3% oofurs in T, usnnais IRP-Ikes, 1hise: proliing ooukd B mu Enctiona
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Ul¥ Plata-Guzmén Laura Yuliana', Figueroa-Angulo Elisa ElviraZ, Calla-Choque JaesonZ, Amoyo Rossana?, De la
i Garza Mireya®, Reyes-Lopez Magda®, Chavez Ontiveros Jeanetf', Soto-Castro Liliana', Gastelum-Martinez
Aurora Alicia', Garzon-Tiznado José Antonio”, Leon-Sicairos Claudia',

'Programa Regional del Moroesie para el Posgrado en Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimico
Biologicas. Universidad Autdnoma de Sinaloa. Av. de las Améncas y Josefa Ortiz (Cd. Universitaria) Culiacén,
Sinaloa 80030, Mexico. *Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular, Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV-IPN), Av. IPN No. 2508, Colonia San Pedro Zacatenco. Mexico City,
CP 07360. Mexico. *Departamento de Biologia Celular, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
IPN (CINVESTAV-IPN), Avenida Institulo Politecnico Macional No. 2508, Colonia San Pedro Zacatenco, Mexico
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C. Participacion en conferencias

P

or
““WL“ UNIVERSIDAD AUTONOMA
FACULTAD DE CIENCIAS &

QUIMICO-BIOLOGICAS FC B

v DE SINALOA

SurRsSUM VERSUS

N\
7 un

La Facultad de Ciencias Quimico Biologicas

afravés dela
Unidad de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms” y los
programas de Maestria y Doctorado en Ciencias Biomédicas (PNPC-CONACYT)

Otorgan la presente

CONSTANCIA

M en C AURORA ALICIA GASTELUM MARTINEZ

Por su ASISTENCIA a las conferencias

¢QUE ES ESO DE LAS CIENCIAS OMICAS Y COMO SE
APLICAN AL ESTUDIO DE UN PARASITO COMO EL CISTICERCO?
y
“EL DESARROLLO DE LA CIENCIA Y LOS ESTUDIOS DE POSGRADO EN MEXICO"

Impartidas en Culiacan, Sinaloa, el 20 de Mayo de 2016.

Atentamente
"Sursum versus”

Dr. Jorgk M :;E;:ﬂllo %3 Dr%:la%z@&zégaﬂ:eho

Director Jefa de la Unidad de Investigaciones en
Salud Publica "Dra. Kaethe Willms” y
Coordinadora del Dactorado en Ciencias Biomédicas
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SE OTORGA LA SIGUIENTE

CONSTANCIA .

AURORA ALICIA GASTELUM MARTINEZ

POR ASISTIR AL CURSO:

ScienceDirect - Scopus - Mendeley

Universidad Auténoma de Sinaloa

13 de Junio del 2017
2 horas

Mtro. Ju i uarez Del Tqro o
INSTRUCTOR g sl
Latin America North LSEVIER
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0

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA

CONSTANCIA

MC AURORA ALICIA GASTELUM MARTINEZ

Por haber acreditado el | CURSO TEORICO: Aplicaciones de las plataformas
TagMan OpenArrays y PCR digital en investigacion biomédica
realizado del 24 al 26 de mayo de 2017 con
un valor curricular de 8 horas

= fing)
/ o
Dr. Jorgé Milén Carrillo

Dra. Maribel Aguilar Medina Dra. Maribel Acosta Tejeda
Coordinodora del Cursa Director FCQB Especialista de aplicaciones applied
biosystams thermo fisher scientific
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