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Resumen y Abstract IX

Resumen

Giardia lamblia es un parasito intestinal de importancia médica y filogenética pues causa
la enfermedad gastrointestinal conocida como giardiasis y es también considerado como
un organismo eucariota de divergencia temprana. La protedbmica es una tecnologia post-
gendmica que hace uso de diversas técnicas tales como electroforesis uni y bidimensional,
cromatografia de alta resolucion, espectrometria de masas, técnicas de marcaciéon de
proteinas y el uso indiscutible de la bioinformatica, para identificar el conjunto completo de
proteinas que estan presentes en un organismo completo, en parte de €l, o en un suceso
particular.

En Giardia se han llevado a cabo diferentes investigaciones de tipo proteémico que
pretenden estudiar aspectos como, el proceso de enquistamiento, su morfologia y
organelos celulares (como los mitosomas, vesiculas y citoesqueleto), su virulencia y
resistencia, y estudios de comparacion entre diferentes cepas del parasito. En este trabajo
se presenta un panorama general del alcance de dichos estudios proteémicos en Giardia.
De otra parte, se muestran también los resultados de una mineria de datos preliminar
realizada cruzando algunos de los estudios protedmicos revisados. De esta manera el
material presentado sirve de base para la futura realizacion de otros estudios en
proteébmica y/o biologia de sistemas y resalta aspectos interesantes que pueden ser
profundizados posteriormente.

Palabras clave: (Giardia, Proteoma, Protedmica, Post-gendmica, Mineria de datos).



Abstract

Giardia lamblia is an intestinal parasite of medical and phylogenetic importance because it
causes the gastrointestinal disease known as giardiasis and is also considered as a
eukaryotic organism of early divergence. Proteomics is a post-genomic technology that
makes use of various techniques such as uni and two-dimensional electrophoresis, high
resolution chromatography, mass spectrometry, protein labelling techniques and the
indisputable use of bioinformatics to identify the whole set of proteins that are present in a
complete organism, part of it, or in a particular event.

In Giardia, different proteomic investigations have been carried out to study aspects such
as the encystment process, its morphology and cellular organelles (such as the mitosomes,
vesicles and cytoskeleton), its virulence and resistance, and comparative studies between
different strains of the parasite. This work presents an overview of the scope of such
proteomic studies in Giardia. On the other hand, the results of a preliminary data mining
performed through some of the revised proteomic studies are also shown. In this way, the
material presented serves as a basis for the future realization of other studies in proteomics
and / or systems biology and highlights interesting aspects that can be further studied.

Keywords: (Giardia, Proteome, Proteomics, Post-genomic, Data Mining)
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Introduccion

Giardia lamblia (syn. G. intestinalis o G. duodenalis) es uno de los parasitos mas comunes
en enfermedades intestinales humanas alrededor del mundo, siendo el causante de la
enfermedad conocida como Giardiasis. Esta enfermedad puede llegar a ser asintomatica
hasta conducir a cuadros clinicos graves de diarrea y malnutricién (Carranza & Lujan,
2010). Ademas, el organismo G. lamblia pertenece al grupo filogenético con la divergencia
mas temprana de los eucariotas, por lo que se considera uno de los eucariotas mas
primitivos (Lujan, 2006); este parasito carece de algunos organulos tipicos eucariotas como
las mitocondrias, peroxisomas y aparato de Golgi, lo que conlleva a que muestre algunas
rutas metabdlicas tipicas de los procariotas (Carranza & Lujan, 2010). Por esta razoén, se
pueden considerar los estudios en G. lamblia de gran interés e importancia en la

investigacion médica y asi mismo, filogenética.

Diversas metodologias se han aplicado para el estudio de G. lamblia. De los estudios
moleculares actuales realizados se resaltan los estudios gendmicos, transcriptdmicos y
proteémicos. La proteémica, metodologia de alta definicion muy usada en las ultimas
décadas, en la llamada era post-gendmica, le permite al investigador conocer el conjunto
de proteinas o proteoma que se expresan en la célula, en una seccidn especifica de ella
y/o en ciertas condiciones determinadas. Conocer el proteoma de un organismo permite
avanzar considerablemente en otras areas de la investigacién como la medicina o la
biologia molecular, asi mismo, contribuye al enriquecimiento de las bases de datos, la
cuantificacién y localizacién de las proteinas, sus modificaciones postraduccionales, y las
interacciones proteina-proteina. A través de este tipo de analisis, se obtiene informacién
particularmente Util para caracterizar microorganismos patdégenos. De hecho, si se
comparan las proteinas expresadas en diferentes etapas de la infeccién se podrian
identificar objetivos potenciales para el desarrollo de antibi6ticos y/o una comprension
mejor de los mecanismos implicados en el desarrollo de estas enfermedades (Séraphin &
Hettich, 2012).
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En el caso especifico de G. lamblia, la proteémica es un recurso valioso para dilucidar la
funcion de su genoma, donde casi el 70% de los modelos de genes predichos codifican
productos hipotéticos (Faso, Bischof, & Hehl, 2013). Asi mismo, se permite la comparacion
del proteoma con el de otras especies para estudios filogenéticos posteriores y ofrece el
potencial para un mejor entendimiento de la relacion hospedero-parasito y el
establecimiento de la enfermedad de la Giardiasis.

En el grupo de investigacién, Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica —
LIBBIQ, de la Universidad Nacional de Colombia, se tiene como objeto el estudio de los
procesos bildégicos y moleculares fundamentales de las células usando como modelos los
parasitos Giardia lamblia, Plasmodium falciparumy el género Leishmania. De alli radica el
interés de conocer cudles han sido los estudios realizados en estos organismos, en

especial en protedmica de G. lamblia, que es en lo que esta enfocado este trabajo.

Se hace necesario recopilar y analizar la informacion de los estudios proteémicos en G.
lamblia con el fin de obtener un recurso que permita direccionar y dirigir futuras
investigaciones tanto experimentales como computacionales. Hacer un diagnéstico del
estado actual permite evidenciar las tecnologias usadas y tener un criterio mas estricto de
su eleccion en el momento de abordar estudios de protedmica, como también identificar
los nuevos avances y desarrollos en este tipo de técnicas. Se puede evidenciar, también,
cuales son los vacios de conocimiento en cuanto a proteémica y, asi mismo, se pueden
plantear posibles usos a los datos obtenidos en cada investigacion realizada. “Conocer el
estado actual del conocimiento permite a los investigadores evitar la duplicacion
involuntaria de un estudio y centrarse en aspectos relativamente poco explorados de un

tema”'.

Por otra parte, el poder conocer y secuenciar el genoma de un organismo, como también,
el desarrollo de técnicas biomoleculares avanzadas, han conducido a obtener cantidades

masivas de informacion bioldgica. Esta informacion no tendria relevancia si no se realiza

' Tomado de: http://www.uv.es/invsalud/invsalud/antecedentes-impresora.htm, consultado el
2/12/2014
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un analisis profundo de ella. De aqui la importancia de realizar analisis cruzados entre
diferentes conjuntos de datos que permitan obtener un tipo de informacién que no resulta
evidente cuando se analizan los estudios por separado. Esta meta-informacién obtenida,
por lo tanto, adquiere una gran importancia en la denominada era post-gendémica.

En el trascurso del trabajo se hizo una recopilacién de los estudios proteémicos llevados a
cabo en G. lamblia analizando las técnicas usadas y los datos obtenidos; y como una
segunda parte se realiz6 un acercamiento a la mineria de datos para extraer meta
informacion proveniente de los datos proteémicos obtenidos en algunos de las

investigaciones realizadas por varios autores.

El presente trabajo esta disefiado por capitulos, en los cuales se tratan aspectos
importantes de la investigacion protedmica en G. lamblia. En el primer capitulo, el marco
tedrico, se incluye aspectos relacionados con la biologia del parasito, como también la
teoria que fundamenta los estudios de protedmica. En el segundo capitulo, titulado
metodologia, se describe la manera en la cual se llevé a cabo la revisién bibliogréfica y la
mineria de datos para la obtencién de meta-informacidn. Los capitulos 3 y 4 reflejan los
resultados de este trabajo en términos del establecimiento del panorama actual de los
estudios de protedmica en G. lamblia, y los aportes en meta-informacién provenientes de
la mineria de datos, respectivamente. Finalmente, se recopilan algunas conclusiones y se

proponen recomendaciones en un capitulo final.






1. Marco Teorico

1.1 Biologia de Giardia lamblia

1.1.1 Taxonomia

No obstante Giardia posee un conjunto de caracteristicas morfolégicas especificas que la
diferencian de todos los demas protozoos, el que posea un amplio rango de hospederos y
asi mismo la falta de caracteristicas morfolégicas que sirvan para medir esta especificidad
han dado lugar a anos de debate y discusion. Solo con la ayuda de herramientas
moleculares se ha podido establecer en gran parte la taxonomia de este parasito, por lo
que, se considera a la taxonomia de Giardia como el enfoque investigativo que mas

controversia ha tenido en sus afnos de investigacion (Thompson & Monis, 2011).

Giardia lamblia fue observado y descrito por primera vez en 1681 por Antonie van
Leeuwenhoek, al observar por el microscopio éptico sus propias heces (Dobell, 1920; Ford,
2005). Sin embargo, fue el medico checo Vilem Dusan Lambl en 1859, quien hizo una
observacion detallada de este organismo, nombrandolo como Cercomonas intestinalis. En
1888, Rafael Anatole Emile Blanchard le acufié el término Lamblia intestinalis. EI nombre
definitivo Giardia lamblia fue designado en 1915 por Charles Wardell Stiles, en honor al
Profesor A. Giard en Paris y al Doctor Lambl. Al principio, Giardia se considerd como parte
de la flora normal del humano, hasta el afio 1950 que se establecié su patogenicidad
mediante estudios clinicos (Ford, 2005).

Con base en las caracteristicas morfologicas observadas tanto en microscopia de luz como
electronica, y en relacion con el hospedero, el género Giardia se divide en seis especies:
Giardia agilisin parésito de anfibios, Giardia ardeae y Giardia psittaci de aves, Giardia
microti y Giardia muris de los roedores, y Giardia lamblia en mamiferos (Tabla 1.1).
Posteriormente, todas estas especies han sido establecidas utilizando la secuenciacién de
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ARN ribosomal apoyado a la vez por la secuenciacion de otros genes (Plutzer, Ongerth, &
Karanis, 2010; Ryan & Caccio, 2013).

Tabla 1-1: Especies de Giardia y hospederos involucrados. Modificado de Thompson, R.
(2011).

Especie Hospedero Caracteristicas Morfoldgicas

Giardia agilisin Anfibios Largos, trofozoitos angostos con
cuerpos medianos en forma de

garrote.

Giardia ardeae Aves Trofozoitos redondeados, con una
marca prominente en el disco ventral y
un flagelo caudal rudimentario.
Cuerpos medianos redondo-ovalados

con forma de garra.

Giardia psittaci Aves Trofozoitos en forma de pera, sin
reborde ventrolateral. Cuerpos

medianos con forma de garra.

Giardia microti Roedores Trofozoitos similares a G. lamblia.
Quistes maduros contienen trofozoitos

totalmente diferenciados.

Giardia muris Roedores Trofozoitos redondeados con cuerpos
medianos pequefios y redondos.

Giardia lamblia Mamiferos Trofozoitos en forma de pera con

cuerpos mediano en forma de garra.

Giardia lamblia (syn. Giardia intestinalis, Giardia duodenalis), es la Unica especie que
infecta humanos, aunque se puede encontrar también en otros mamiferos, especialmente
domeésticos. Una gran cantidad de datos, basados especialmente en polimorfismos de ADN
y de proteinas, ha demostrado que G. lamblia en realidad debe ser considerado como un
complejo de especies diferentes, asignandoseles por lo menos ocho arreglos genéticos
distintos (de A a H). (Tabla 1-2). Comparaciones a nivel del genoma completo mostraron
distancias genéticas muy marcadas entre los diferentes arreglos genéticos, y han reforzado
la idea de que los grupos A, B y E (los tres genomas secuenciados disponibles
actualmente) representan especies distintas (Ryan & Caccio, 2013).
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Tabla 1-2: Grupos genéticos reconocidos actualmente de G. lamblia, distribucién de
hospedero y taxonomia propuesta. Adaptado de Ryan (2013) y Thompson (2011)

Grupo Hospedero Nombre de especie
Genético propuesta
A Humanos y otros primates, | Giardia lamblia

rumiantes domésticos, perros,
gatos y algunas especie

silvestres.

B Humanos y otros primates, | Giardia enterica
perros, caballos, conejos, y

otras especies silvestres.

C Perros y otros canidos Giardia canis
Perros y otros canidos Giardia canis

E Rumiantes domésticos, | Giardia bovis
cerdos

F Gatos Giardia catis

G Ratas Giardia simondi

H Mamiferos marinos

Segun la clasificacién taxonémica de este parasito protista, Giardia spp se encuentran en
el Filum Metamonada, Clase Trepomonadea, y el Orden Diplomonadida, siendo
caracteristicas claves la depresion en forma de copa en la superficie nuclear y no poseer
aparato de Golgi, ni mitocondrias. Esta incluido en el Suborden Diplomonadida, Familia
Hexamitidae, como organismos diplozoicos con dos nucleos activos transcripcionalmente
y con flagelos asociados (Payne & Artzer, 2009). El poseer un organulo de sujecion Unico,
como lo es el disco ventral (adhesivo) sirve como principal caracter para separar a Giardia
spp de otros miembros de la familia Hexamitidae (Thompson & Monis, 2011). De otro lado,
de acuerdo a la nueva sistematica basada en datos genéticos, estructurales y bioquimicos,
a Giardia lo ubican en el Filum Metamonada, Subfilum Trichozoa, Superclase Eopharyngia,
Clase Trepomonadea, Subclase Diplozoa, Orden Giardiida y Familia Giardiidae (Cavalier-
Smith, 2003) (Plutzer et al., 2010).
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1.1.2 Ciclo de Vida

Con el fin de poder proliferar y asegurar su colonizacién en varios hospederos, muchos de
los organismos que son parasitos poseen diferentes estados en su ciclo de vida. En el caso
de Giardia, este organismo posee dos mecanismos de adaptacion muy eficaces, ya sea
para sobrevivir dentro del intestino del hospedero o fuera de él. Una de sus adaptaciones
consiste en variar sus antigenos de superficie lo que le permite sobrevivir ante la respuesta
inmunoldgica del hospedero, mientras que la otra es una diferenciacién en su ciclo de vida
lo que le da resistencia en el medio ambiente externo; ésta diferenciacion se da en dos
estadios morfolégicamente diferentes, el trofozoito y el quiste (Lujan, 2006).

Estos dos estados de desarrollo poseen diferencias estructurales y bioquimicas
determinantes, los trofozoitos flagelados corresponden al estado moévil y son los que se
instalan dentro del intestino del hospedero causando la manifestacién clinica de la
enfermedad, la Giardiasis. Los quistes latentes son el estado infectivo del microorganismo,
cuando el parasito se cubre de una rigida pared glicoproteica externa que lo protege, lo
que le provee de resistencia para sobrevivir en condiciones ambientales muy hostiles,

inclusive bajo la accion de desinfectantes (Adam, 2001) (Figuras 1-1y 1-2).

Figura 1-1: Trofozoito (A) y Quiste (B) de G. lamblia vistos en microscopia electrénica. D
Disco; AF Flagelo anterior; LF Flagelo lateral-posterior; VF Flagelo ventral; CF Flagelo
caudal. Tomado de Benchimol & De Souza (2011)
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Figura 1-2: Estructura del trofozoito (A) y Quiste (B) de G. lamblia. Tomado de Ankarklev
et al. (2010)

a Basal Central mitosomes b
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Nucleus —
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El proceso de diferenciacion de G. lamblia es uno de los procesos mas estudiados dentro
de los eucariotas, y ademas tiene la facilidad de ser reproducido y estudiado in vitro
(Ankarklev et al., 2010). El inicio de la infeccién se da por la ingesta de algun alimento
contaminado con los quistes, principalmente agua, o por el contacto con heces. Los
parasitos ingeridos viajan hasta la parte alta del intestino delgado donde la pared del quiste
se rompe para liberar el trofozoito, en un proceso conocido como exquistamiento. Después
de la ingestion, las condiciones acidas del estomago y finalmente el ambiente alcalino del
intestino delgado, donde actian las enzimas digestivas y sales biliares, estimulan la
degradacion de la pared quistica (Payne & Artzer, 2009). Los flagelos son liberados, dando
lugar a una forma intermedia entre el quiste y el trofozoito (Ankarklev et al., 2010). En este
momento, el parésito se reproduce por fisién binaria, dando como resultado 2 individuos
moviles con caracteristicas metabdlicas y bioquimicas diferentes al quiste. Los trofozoitos
ensamblan gran parte de su citoesqueleto, incluyendo el disco ventral, lo que le permite
instalarse en el intestino mediante fijacién y sujecion a las células epiteliales de este. Alli
instalados los trofozoitos se nutren, causando asi la sintomatologia de la enfermedad. A
causa de los movimientos peristalticos, los trofozoitos pueden desprenderse de las
paredes intestinales lo que hace que sean arrastrados. La exposicion a las sales biliares
activa en el trofozoito el proceso conocido como enquistamiento, donde se genera la pared
celular rigida y la formacion del quiste. Estos quistes son expulsados por medio de las
heces al medio externo, y son potencialmente infecciosos. Este ciclo de vida se completa
en solo 72 horas después de la infeccién (Ankarklev et al., 2010) (Figura 1-3).
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Figura 1-3: Ciclo de vida de G. lamblia. Tomado de Ankarklev et al. (2010)
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El enquistamiento es el proceso de diferenciacion celular en el cual el trofozoito vegetativo
de Giardia se transforma en el quiste infectivo, el cual se caracteriza por la remodelaciéon
morfologica del paréasito; ocurre principalmente en el yeyuno cuando los trofozoitos no
alcanzaron a unirse al epitelio intestinal o por alguna razén se despegaron de éste. El
enquistamiento se puede dividir en dos fases, una fase temprana y una tardia. En la fase
temprana se forman y organizan las Vesiculas Especificas de Enquistamiento (ESV,
encystation-specific vesicle en inglés) encargadas de transportar exclusivamente las
proteinas de la pared del quiste (CWP, cyst wall protein en inglés) hacia la membrana para
la construccion de la pared del quiste. Las células que contienen ESVs empiezan a cambiar
de forma, y el disco ventral junto con los flagelos se desensamblan y se internalizan. Luego,
en la fase tardia del enquistamiento, los nlcleos se someten a una ronda de replicacién
del ADN, dandole al quiste maduro cuatro nucleos tetraploides. El ultimo paso del
enquistamiento es una etapa de maduracion, donde los filamentos de la pared del quiste
se reticulan para generar una pared celular compacta y madura. Los quistes generados

son resistentes al estrés ambiental y pueden sobrevivir varias semanas en agua dulce, por
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lo que el proceso de enquistamiento es esencial para la transmisién y la supervivencia del

parasito (Einarsson & Svéard, 2015).

El proceso de enquistamiento en G. lamblia ha sido muy estudiado por medio de diferentes
técnicas bioquimicas, usando ARNm diferencial (Que et al., 1996), Screening de librerias
de ADNc con anticuerpos monoclonales especificos de la pared del quiste (Lujan, Mowatt,
& Nash, 1998), mineria de datos del genoma de Giardia buscando homologias para
identificar las proteinas involucradas en la pared quistica (Sun, McCaffery, Reiner, & Gillin,
2003), analisis en serie de la expresion génica (SAGE) (Birkeland et al., 2010), y
microarreglos (Morf et al., 2010), (Faghiri & Widmer, 2011).

1.1.3 Genoma

Giardia lamblia se ha clasificado como un complejo de especies conformado por ocho
grupos o ensamblajes genéticos (A-H), clasificados asi por su afinidad de hospedero y
zoonosis; de éstos solo los ensamblajes A y B infectan a los humanos. A su vez, el
ensamblaje A estd compuesto por los subensamblajes A1y A2.

Actualmente, se encuentra secuenciado el genoma completo de cuatro ensamblajes de G.
lamblia, los ensamblajes A1, A2, B y E representados por las cepas WB (Morrison et al.,
2007), DH (Adam et al., 2013), GS (Franzén et al., 2009) y Pig (Jerlstrém-Hultqvist et al.,
2010), respectivamente. La cepa WB-A1 ha sido la méas estudiada y ha servido como base
genética para diferentes investigaciones; sin embargo, la mayoria de las infecciones en los
humanos provienen de los ensamblajes A2 y B (Adam et al., 2013). La tabla 1-3 muestra
una comparacion entre los diferentes genomas secuenciados realizada por Adam et al
(2013).

Giardia tiene un genoma compacto y relativamente pequefio (~12 millones de pares de
bases) que esta distribuido en cinco cromosomas. El numero de marcos de lectura abierta
(ORF, open reading frame en inglés) que codifican proteinas en los genomas secuenciados
de Giardia tienen un rango de 4470 to 7477 (Adam et al., 2013), los cuales codifican una
maquinaria molecular simple a comparacién de otros eucariotas (Morrison et al, 2007).
Comparaciones realizadas entre el genoma de A1 y A2 muestran alta similaridad en la
sintenia y la filogenia, con 5901 y 6724 ORFs, respectivamente (Adam et al., 2013). Sin
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embargo, aunque estas secuencias han estado disponible hace tiempo, casi dos terceras
partes de las proteinas codificadas han sido anotadas como “hipotéticas” (Morrison &
Svard, 2011).

Tabla 1-3: Comparacién de los genomas de G. lamblia secuenciados a la fecha (Nov.
2013) Tomado de Adam et al (2013).

Isolate_Genotype WB_A1 G5_B GB_B Pig_E DH_A2
Bases in contigs 11, 213, 815 12,017,449 11,001,532 11, 522, 052 10, 703, 894
Percent-coding region (%) 82.76 86.35 74.44 79.62 89.54
GC (%) 49.25 48.25 47.26 47.24 49.04
Heterozygosity (%) <0.01 0.425 0.0023 0.037
Contigs 92 544 2,931 820 233
Largest contig size (bp) 1,886,627 255,388 149,277 191,544 434,863
Mean contig length (bp) 121,887 22,090 3,753 14,051 44,786
Protein-coding ORFs 5.901 7477 4,470 5,008 6,724
ORFs with assigned function 2,905 3,946 2,842 2752 2,900
ORFs without assigned function 2,996 3,531 1,628 2,253 3,824
ORFs in asserted pathways 710 942 841 680 656
ORFs not in asserted pathways 5,191 6,535 3,629 4,328 6,068
ORFs with assigned function, but no pathway 2,196 3,005 2,005 2,073 2,245

Mientras que el 90% de los genes de G. lamblia representan un genoma constitutivo o
“housekeeper’, el 10% restante representa a 4 grandes familias, a las cuales se les refiere
como genoma “variable” (Jerlstrdm-Hultqvist et al., 2010). Estas cuatro familias de genes
son integrales e importantes para la biologia del parasito, y son las proteinas variables de
superficie (VSPs), proteinas de membrana ricas en cisteina (HCMPs), quinasas NEK, y
proteinas 21.1/Anquirina (Emery, Pascovi, Lacey, & Haynes, 2015).

1.2 Protedmica

El funcionamiento de la célula depende de las interacciones y relaciones que se pueden
dar entre sus proteinas. Estas moléculas son generadas a partir de la informacion que
contiene el ADN. Una porcion determinada de ADN o gen, es transcrita en una molécula
de ARN, y éste a su vez, es leido y traducido en los ribosomas para generar, por la union
de diferentes aminoacidos, una proteina. A lo largo del tiempo, se ha presentado gran
interés en el estudio de los elementos y los procesos que conducen hasta la sintesis de
las proteinas y sus interacciones. Con el inicio de los proyectos de secuenciacidon masiva,
han surgido en las ultimas décadas las llamadas metodologias “émicas” caracterizadas por
ser estudios comprensivos a gran escala. Es asi como han surgido, principalmente, la
gendmica, encargada de estudiar los genomas; la transcriptomica, que estudia el conjunto
de moléculas de ARN de la célula, principalmente los transcriptos de ARNm; la proteémica,
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encargada de estudiar la expresion del producto final, es decir las proteinas; y mas alla, la
metaboldémica que busca estudiar el repertorio de metabolitos celulares.

Mientras que el genoma se considera como un elemento genético practicamente
constante, el conjunto de proteinas es un elemento dindmico: su expresion varia durante
el ciclo celular dependiendo de muchos factores celulares, moleculares e incluso
ambientales. Las proteinas son las efectoras del trabajo en la célula, y por ello mismo,
entender la expresion, funcion y regulacion del conjunto completo de proteinas que puedan
ser codificadas por la célula, permite comprender y aclarar procesos biolégicos complejos
a nivel molecular, diferenciar entre tipos celulares, alteraciones y modificaciones en
enfermedades, entre otras posibilidades (Zhu, Bilgin, & Snyder, 2003). En resumen, los
andlisis del proteoma son esenciales para darle el sentido funcional al genoma
secuenciado.

El término “proteoma” fue utilizado por primera vez en una investigacion realizada en 1995,
donde se identific6 un conjunto de proteinas del organismo Mycoplasma genitalium
utilizando espectrometria de masas. En este estudio se define el proteoma como el
conjunto de proteinas que expresa un genoma (Wasinger et al., 1995). A partir de alli, este
término se ha referido a todo el conjunto de proteinas que se expresa en un organismo, en
un 6rgano especifico, en sistemas de érganos, en una linea celular, o en una parte o
fraccién de ella, siempre bajo unas condiciones determinadas. Asi mismo, se encuentran
subproteomas especificos como el fosfoproteoma (proteinas fosforiladas), el
glicoproteoma (glicoproteinas), el secretoma (proteinas secretadas) entre otros (Bernhardt,
2005).

El término “protedmica” se explica por si solo, referido como el conjunto de técnicas y
avances que permiten estudiar a gran escala el conjunto de proteinas del individuo
completo, de una fraccion, o de una condicién en especial. La proteémica estudia los
sistemas multiproteicos, en donde se analizan las proteinas como un conjunto de
interacciones distintas que conforman un sistema mayor o red. Los andlisis se realizan a
mezclas complejas de proteinas, no identificando la secuencia completa de cada una, sino
fracciones de ellas mediante la correlacion con datos teéricos. El fin de la protedmica es
caracterizar el sistema, mas que sus componentes individuales (Liebler & Yates, 2002).



14 Estado actual de la investigacidén protedmica del protozoario G. lamblia

1.2.1 Técnicas usadas en los estudios protedomicos

Las técnicas que se aplican en la proteémica van encaminadas a separar, identificar y
caracterizar un gran conjunto de proteinas con el objetivo de conocer la abundancia de las
mismas, su localizacion, modificaciones y las interacciones que se puedan dar entre ellas.
La protedmica, basicamente, se centra en tres partes: Separacién, andlisis por

espectrometria de masas e identificacion (Figura 1-4).

Figura 1-4: Metodologia simplificada del analisis proteémico. Extraido de Pando Robles &
Ferreira Batista (2007).
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4. analisis de datos

A) Separacion de las proteinas:
Las muestras provenientes de sistemas biolégicos que se pretenden estudiar son una
mezcla compleja de proteinas, lo que conlleva a que estas muestras deban ser procesadas
y separadas. Ademas, esta separacion permite determinar diferencias entre la expresion
de proteinas al comparar dos muestras diferentes. Las principales técnicas de separacién
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usadas en protedmica son la electroforesis en geles de poliacramida y la cromatografia de

alta resolucion.

La electroforesis es la técnica de separacion mas asociada con la protedmica, utilizando
geles de poliacramida (PAGE). Esta es una técnica sencilla, facilimente reproducible y muy
eficaz para separar mezclas complejas de proteinas teniendo en cuenta su masa
molecular, mientras estan solubilizadas en el detergente i6nico Dodecil-sulfato sddico
(SDS). La SDS-PAGE suele ser utilizada para la separacion de las proteinas después de
haberse realizado un tipo de purificacién previa. El soporte en gel de poliacrilamida (PAGE)
se puede preparar de forma rapida, es quimicamente inerte y con propiedades uniformes;
los geles son transparentes, con buena estabilidad mecanica, insolubles en agua, y
relativamente no idnicos, lo que permite una buena visualizacién de las bandas durante un
tiempo prolongado; ademés se puede modificar de manera controlada el tamafo del poro.
El agente SDS desnaturaliza por completo las proteinas y rompe las interacciones no
covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria, formando complejos SDS-
proteina de caracteristicas comunes que son independientes de las caracteristicas de cada
proteina, al enmascarar o anular las cargas propias de éstas. La movilidad electroforética
en un soporte PAGE se presenta en funcion del tamarno y de la carga por unidad de masa;
y como ésta es constante para todos los complejos SDS-proteina, esta movilidad es
solamente en funcidn de la masa molecular, es decir, cuanto menor sea la masa molecular
de la proteina, mayor sera la movilidad de la misma y viceversa (Morales Sanchez & Gallo
Ramirez, 2006).

Las ventajas de la electroforesis SDS-PAGE para el andlisis de las proteinas se deben a
que la gran mayoria de las proteinas son solubles en SDS. Todos los complejos SDS-
proteina tienen carga negativa y migran, por lo tanto, en el mismo sentido. Su densidad de
carga es muy elevada, por lo que su velocidad de migracion también lo es y las
electroforesis son muy rapidas. La separacion depende de un parametro fisico-quimico,
como es la masa molecular, el cual se puede calcular; y ademas, los complejos SDS-
proteina se tifien facilmente (Morales Sanchez & Gallo Ramirez, 2006).

La separacion de una muestra también se puede realizar por medio de la sucesién de dos
electroforesis distintas, cada una de ellas con base a un criterio particular. Este tipo de

electroforesis consigue el maximo de resolucion y se le conoce como electroforesis
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bidimensional (2DE). La 2DE-SDS-PAGE esta basada en una separacion de proteinas en
funcion de la carga, seguida de una separacién en funcion de su masa molecular, lo cual
permite visualizar todas las proteinas en una matriz. Considerada uno de los pilares de la
protedmica, la técnica 2DE-PAGE permite separar miles de proteinas en un solo
experimento (Sandoval-Usme, Umana-Pérez, Vallejo-Pulido, Arévalo-Ferro, & Sanchez-
Gomez, 2009).

En una primera dimensién se tiene en cuenta el isoelectroenfoque, en la cual las proteinas
son separadas en un gradiente de pH inmovilizado hasta alcanzar una posicién en la que
su carga neta es cero (punto isoeléctrico). El gradiente es generado por inmobilinas
copolimerizadas con acrilamida con un rango de pH que esta entre 3 y 12, y permite una
capacidad mayor de carga de muestra. En la segunda dimension, las proteinas son
separadas segun su masa molecular mediante electroforesis en presencia de SDS (SDS-
PAGE). En la matriz, las proteinas se detectan y visualizan mediante métodos de tincién,
generalmente con azul de Coomassie, tincion de plata, deteccién por fluorescencia (DIGE)
o autoradiografia. Si se requiere identificar alguna proteina de interés, se puede extraer la
banda directamente del gel y realizar la identificacién por el método de degradacion de
Edman o espectrometria de masas (Sandoval-Usme et al., 2009). Este tipo de
electroforesis es mas efectiva que la 1D SDS-PAGE, permitiendo la separacion de hasta
2000 proteinas, unas 20 veces mas que la 1D SDS-PAGE.

Los gradientes inmovilizados permiten la reproducibilidad de los experimentos, ademas, la
comparacion entre matrices de muestras diferentes, en las cuales se pueden encontrar las
mismas proteinas en diferentes geles. Esto es de mucha utilidad en proteémica de
expresion ya que se pueden comparar de forma cualitativa y cuantitativa dos muestras
diferentes; la aparicion o desaparicion de manchas proporciona informacion sobre la
expresion diferencial de proteinas, y la intensidad de las manchas permite conocer los
niveles de expresion (Pando Robles & Ferreira Batista, 2007). La reproducibilidad, la
facilidad de hacer comparaciones entre muestras y la posibilidad de separar proteinas
mancha por mancha, ha situado la metodologia de separacién de proteinas en geles de
dos dimensiones (2D-PAGE) entre una de las mas usadas e importantes técnicas para
estudios en protedmica (Sandoval-Usme et al., 2009). Aunque la 2D-PAGE es muy
utilizada en protedmica, también presenta muchos limitantes. Es una técnica muy

laboriosa, ya que requiere de mucho tiempo (aprox. 2 dias); solo se puede realizar el
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andlisis de una Unica muestra por cada gel; presenta dificultades con proteinas grandes o
hidrofdbicas, asi como proteinas muy acidas o muy basicas; las proteinas que son poco
abundantes tienen una deteccién muy limitada.

Otra técnica de fraccionamiento es la cromatografia liquida (LC), la cual separa proteinas
o péptidos segun las propiedades fisicas y/o quimicas de estos. Puede utilizarse como un
paso de purificacion previo o posterior a la 2-DE, o una alternativa de la misma. Las
cromatografias, liquida de alta resolucién (HPLC, high performance liquid chromatography
en inglés), de afinidad, de fase reversa (RP, reverse phase en inglés), de exclusion
molecular (SEC, Size-exclusion chromatography en inglés), de intercambio catiénico (SCX,
Strong cation exchange en inglés), y de intercambio anidénico (SAX, Strong Anion
Exchange en inglés) son ejemplos de estas técnicas usadas para la separacion de mezclas
proteicas. Sin embargo, se ha encontrado que lo més eficaz es la integracién de éstas en
técnicas multidimensionales, lo que aumenta la capacidad de generar los maximos niveles
de resolucién; por ejemplo, al conjugar columnas de cromatografia de fase reversa e
intercambio idnico (Liebler & Yates, 2002).

La cromatografia multidimensional acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS),
supera a las técnicas basadas en gel, en rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y
aplicabilidad a diferentes muestras y condiciones. Conocida como MudPit
(Multidimensional Protein Identification Technology) esta técnica permite la separacion de
mezclas complejas de péptidos y su analisis simultdneo por espectrometria de masas
(Schirmer, Yates, & Gerace, 2003). Sin embargo, el limitante es la falta de informacioén
cuantitativa, para lo cual es necesario utilizar técnicas adyacentes que permitan esta
cuantificacién. Dentro de las técnicas de cuantificacion mas usadas se encuentran las de
marcacion de afinidad codificado por isétopos (ICAT, Isotope-coded affinity tag en inglés),
cuantificacién absoluta y relativa por marcacién isobérica (iTRAQ, Isotope tags for relative
and absolute quantitation, en inglés), marcacion de aminoacidos en cultivo celular con
is6topos estables (SILAC, Stable isotope labeling with amino acids in cell culture en inglés),
y marcacién por masas en tandem (TMT, Tandem mass tags en inglés). La marcacion de
los péptidos permite que se reduzca el tiempo para el andlisis en MS, ya que se puede
realizar simultaneamente en varias muestras. No obstante, también existe una técnica de
alto rendimiento muy usada para protedémica cuantitativa, en la cual no es necesario la

marcacion (label-free) (Lindemann et al., 2017)
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Antes de llevar las muestras al espectrometro de masas es necesario hacer un
procesamiento de las mismas, el cual consiste en fraccionar las proteinas a péptidos
mediante cortes especificos. Estas modificaciones son fundamentales, ya que para el
analisis por espectrometria de masas se requieren particulas con masas moleculares
menores a 3 KDa. Las proteinas deben ser desnaturalizadas para que expongan los sitios
especificos de corte, generalmente enzimatico. La digestion se realiza mediante la
exposicion a la tripsina (enzima que corta especificamente en los C-terminales de lisina y
arginina, excepto cuando éstas son seguidas de prolina). El corte con tripsina genera
péptidos con masas moleculares entre 1 y 2 KDa, ademas permite la diferenciacion entre
los aminodcidos lisina y glutamina, ya que todas las lisinas estaran posicionadas en el C-
terminal de los péptidos tripticos. Sin embargo, dependiendo de la investigacién, el uso de
biomarcadores, la determinacion de modificaciones postraduccionales, la cuantificacion, la
identificacion de mezclas complejas, entre otras, pueden involucrar decenas de
metodologias diferentes para el procesamiento de las muestras (Pando Robles & Ferreira
Batista, 2007).

B) Analisis por espectrometria de masas.
La identificacién de las proteinas se puede llevar a cabo por multiples procedimientos,
como la secuenciacion del extremo N-terminal, deteccidn con anticuerpos especificos,
composicién de aminoacidos, co-migracién con proteinas conocidas, y sobre-expresion y
delecion de genes. Sin embargo, estos métodos presentan dificultades de tiempo, son muy
laboriosos, e incluso costosos (Morales Sanchez & Gallo Ramirez, 2006).

Desde el desarrollo y rapido avance en la espectrometria de masas, esta se ha convertido
en pieza fundamental para la investigacion proteémica; de gran rapidez y elevada
sensibilidad, esta técnica analitica permite la identificacidbn a gran escala de proteinas,
como también la caracterizacién de muchas modificaciones post-traduccionales, como la
glicosilacion, la fosforilacién y la ubiquitinacién, por ejemplo. El andlisis de las proteinas
mediante espectrometria de masas ha sido posible gracias al desarrollo de varios métodos
de ionizacién suave para convertir biomoléculas grandes, polares y no volatiles en iones
en fase gaseosa (Morales Sanchez & Gallo Ramirez, 2006).

La espectrometria de masas mide con precision el peso de una molécula, con base en su

relacién carga-masa (m/z) y su comportamiento en un campo magnético; por lo tanto, la
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muestra debe ser convertida en iones y vaporizada. Las técnicas de ionizacién mas usadas
son MALDI (Matrix-Assited Laser Desorption/lonizacion, en inglés) desarrollada por Karas
& Hillenkamp (1988), y la ionizaciéon por electrospray (ESI, electrospray ionization en
inglés). MALDI es una técnica de ionizacién por pulsos que puede ionizar biomoléculas de
gran tamano al utilizar la energia de un laser para ionizar la muestra en presencia de una
matriz capaz de absorber luz. En la técnica ESI, las muestras son ionizadas a presion
atmosférica al hacer fluir la muestra por un capilar en presencia de una corriente eléctrica
(Sandoval-Usme et al., 2009). Basicamente, la diferencia fundamental radica en que el
sistema MALDI utiliza muestras disueltas en matrices sélidas, mientras que el sistema ESI
utiliza muestras en fase liquida para la generacion de iones (Pando Robles & Ferreira
Batista, 2007).

Los espectrometros de masas poseen tres componentes basicos: un sistema de
ionizacion, un analizador de masas y un detector de iones. Los analizadores de masas
tienen multiples funciones que varian de acuerdo a su tecnologia; fundamentalmente se
refieren al control de los campos electromagnéticos aplicados, que involucra la separacién
de iones, la resolucion de cargas a nivel isotépico, la fragmentacion y la capacidad de
operacion en polaridades diferentes. Los analizadores de masas mas usados son: tiempo
de vuelo o TOF (time of flight en inglés), trampa de iones tridimensional o trampa de Paul
o IT (ion trap en inglés), trampa de iones lineal o LIT (linear ion trap en inglés), quadropolo
(Q), triplecuadropolo y FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron ressonance, en inglés).
Actualmente, debido al rapido desarrollo de la tecnologia en el campo de la EM y de la
protedmica, existen espectrémetros de masas que tienen mas de un analizador de iones;
éstos se denominan espectrémetros hibridos, como TOF-TOF, LIT-Orbitrap, LIT-ETD, LIT-
FT-ICR, Q-TOF, LIT-triple quadropolo,etc. Estos equipos presentan mejor resolucion,
exactitud, sensibilidad y versatilidad en el analisis de péptidos y proteinas. Por ello, son
utilizados para secuenciar y cuantificar proteinas, identificar modificaciones post-
traduccionales y, en general, en el estudio de muestras biolégicas complejas. Los
detectores tienen como funcién detectar el flujo ibnico liberado por el analizador,
amplificarlo y transmitir esta senal a la computadora, donde se registra en forma de un
espectro de masas, los valores m/z que indican la masa de los iones son dibujados en el
eje de las coordenadas mientras que la intensidad de los mismos en el eje de las abscisas.
El espectro de masas evidencia el nimero de componentes en la muestra y el peso
molecular de cada componente (Pando Robles & Ferreira Batista, 2007).
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C) Identificacién de las proteinas:
Para la identificacion de proteinas se han desarrollado diversas estrategias, entre las que
se destacan la identificacion mediante huella peptidica (PMF, peptide mass fingerprinting
en inglés), utilizando un espectrometro tipo MALDI-TOF, donde cada proteina conocida de
una base de datos es digerida teéricamente, generando miles de péptidos tedricos. Los
datos experimentales de masas de péptidos, su PMF, son comparados con estos datos
tedricos, con lo que se calcula y se asigna una calificacién. Esta calificacién refleja la
similitud entre las masas tedricas y experimentales, la proteina mas probable sera
entonces la que presente la mayor correspondencia entre los péptidos experimentales y
tedricos (Sandoval-Usme et al., 2009). El otro mecanismo, es la identificacion mediante
fragmentacién de péptidos obteniendo la secuencia total o parcial de los aminoacidos
(etiqueta de secuencia), para esto el equipo debe ser capaz de seleccionar un determinado
fragmento y someterlo a una nueva fragmentacion y andlisis, utilizando un espectrémetro

de masas en tdndem (Morales Sanchez & Gallo Ramirez, 2006).

Todas estas técnicas deben ser soportadas con enfoques bioinformaticos. Aqui, la lista de
masas moleculares obtenida en la espectrometria de masas, es sometida a programas de
andlisis protedmico (dos de los mas usados son PROSPECTOR y MASCOT) para su
comparacion con las diferentes proteinas de las bases de datos, que fueron digeridas in
silico, generando una lista de masas teéricas. La comparacion entre el listado de masas
experimentales y tedricas es calificada por algoritmos especificos y a cada comparacion
se le asigna una calificacion. Dependiendo de la exactitud y resolucion de cada
instrumento, s6lo unos cuantos péptidos son necesarios para la identificacion de la
proteina en las bases de datos. Esta metodologia tiene el inconveniente que las proteinas
sometidas para su identificacion deben provenir de genomas secuenciados, debido a que
ésta se realiza por comparacion de masas moleculares donde uno 0 mas cambios de
aminoacidos en su secuencia pueden originar resultados negativos (Pando Robles &
Ferreira Batista, 2007).

D) Proteémica cuantitativa sin marcacion (label free):
Es una técnica protedbmica que permite realizar la cuantificacion de proteinas sin requerir
ninguna marcacion, lo que hace que sea simple y rentable al evitar el elevado costo de los
reactivos necesarios para la marcacion, como también la sintesis de péptidos marcados

isotopicamente (Laborde, Zubiri, Alonso-Orgaz, & Mourino-Alvarez, 2011). La mayor
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ventaja de la cuantificacion libre de marcacién en comparacién con otros métodos de
cuantificacién relativa es la posibilidad de medir y comparar un ndmero ilimitado de
muestras. Sin embargo, a diferencia de otras técnicas de marcacion, se presenta una

variacion mayor (Lindemann et al., 2017).

Generalmente se emplean dos métodos para esta cuantificacion. El conteo espectral
(spectral counting), el cual se basa en la existencia de una correlacion entre la frecuencia
con la que el espectrometro de masas en tandem (MS/MS) fragmenta un ién y la proteina
de la que procede dicho ién. Es decir, al aumentar la abundancia de una proteina en una
muestra dada aumenta el numero de péptidos unicos identificados (Laborde et al., 2011)
(Z. Zhang, Wu, Stenoien, & Pasa-Tolic, 2014). Este método puede ser facilmente utilizado
para la comparacién de un gran numero de conjuntos de datos y, por lo tanto, se utiliza
bastante en la actualidad. Otros métodos protedmicos tales como la expresién absoluta de
proteinas (APEX) y el factor de abundancia espectral normalizado (NSAF) también
incorporan la longitud de la proteina correspondiente para una cuantificacién absoluta
(Lindemann et al., 2017). El otro método se basa en la mediciéon de la intensidad de la
sefal MS con el area de los picos cromatograficos de los iones, de tal forma que el area
resultante resulta equivalente a su abundancia en la muestra (Laborde et al., 2011). El
método de conteo espectral requiere MS/MS, mientras que los métodos basados en la
intensidad de picos de MS se implementan usando datos de MS solamente para una mayor
sensibilidad y cobertura (Z. Zhang et al., 2014). Varios programas informdticos permiten
estandarizar y normalizar los resultados obtenidos por esta metodologia: DeCyder MS (GE
Healthcare), SIEVE (Thermo electron), Elucidator (Rosetta), ProteinLyx (Waters), Scaffold
(Thermo) (Laborde et al., 2011).






2. Metodologia

2.1 Revision Bibliografica

La busqueda de las fuentes bibliograficas para la revision se llevé a cabo en la base de
datos PubMed (U.S. National Library of Medicine), disponible en el portal del National
Center for Biotechnology Information (NCBI)2. Los términos para la bisqueda se llevaron
a cabo de dos formas: (1) Giardia AND Proteomicy (2) Giardia AND Proteome. A la fecha
del 22 de febrero del 2016, la busqueda mostré en el primer caso 33 registros, mientras
que en el segundo caso generd 28 registros. Se puede decir que sumando las dos
estrategias se tienen 61 registros, sin embargo, muchos de ellos como era de esperarse
eran redundantes (14 en total), por lo tanto, la tabla final de la busqueda realizada incluy6
47 articulos.

No obstante en la busqueda se utilizaron los términos “Giardia’, “proteomic” y “proteome”,
muchas de las referencias no trataban especificamente de la proteémica de Giardia, como
estaba planteado en el objetivo principal, por lo que fue necesario realizar un filtro de dicha
informacion determinando los articulos que eran relevantes para conseguir las metas
propuestas. Luego de este filtro inicial se seleccionaron 22 registros. Estas investigaciones
tenian como propésito obtener informacion del proteoma de G. lamblia, utilizando técnicas
propias de la protedmica como la espectrometria de masas. El listado de estos articulos y
algunos datos relevantes se puede observar en el Anexo 1.

Cada referencia fue analizada desde los objetivos que se habian propuesto, la técnica
protedbmica usada, los resultados obtenidos y su posible aplicacién biomédica, entre otros

2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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aspectos. Este andlisis permitié realizar un panorama de la investigacion proteémica en

Giardia, el cual se presenta en el capitulo 3 del presente trabajo (Figura 2-1).

Figura 2-1: Diagrama de flujo de la metodologia propuesta.

Busqueda Bibliografica

Base de datos: Pub Med
Fecha: 22 Feb. /2016
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[ Estudios especificos de G. Lamblia en protedmica (22) J

Mineria de Datos Panordamica

2.2 Mineria de Datos

Con el fin de obtener meta informacién no evidente al revisar los registros por separado,
se llevé a cabo una aproximaciéon a mineria de datos con algunos articulos de especial
interés (Figura 2-2). De los articulos comentados en el apartado anterior, se realiz6 una
depuracion de aquellos que aportaban datos protedémicos completos, como son las listas
y tablas de las proteinas encontradas. Estos estudios se clasificaron y agruparon, segun
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su enfoque y el objeto del estudio, ya sea por un proceso bioldégico en especial o una

estructura celular.

Figura 2-2: Diagrama de Flujo indicando la metodologia propuesta para la mineria de
datos.

{ Estudios especificos de G. Lamblia en protedémica (22) ]
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Asi mismo, de cada uno de estos reportes se extrajeron las tablas que contenian los datos
del proteoma. Algunos articulos no incluian esta informacion, y otros compartian los datos
con otras publicaciones, por lo tanto no fueron tenidos en cuenta. Como norma general las
publicaciones consideradas debian incluir el conjunto completo de los datos que

obtuvieron, ya sea mediante una tabla suplementaria o incluida en el articulo original.

Al revisar cada uno de los conjuntos de datos de las diferentes investigaciones, un
problema se hizo evidente, y fue la inconsistencia en los identificadores de registro (ID) de
cada proteina pues no todos los registros correspondian a la misma base de datos, lo que
entorpeceria el andlisis de mineria. Con el fin de corregir esto, se llevé a cabo una

homogenizacién de los datos, en el sentido de hacer que todos los datos protedmicos a
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utilizar tuvieran un mismo tipo de ID. Para este fin, la base de datos que se escogié como
referencia fue GiardiaDB, la cual reune tanto los datos obtenidos de los proyectos de
secuenciacion de Giardia como los derivados de ellos (disponible en
http://giardiadb.org/giardiadb/; Aurrecoechea et al., 2009). Por consiguiente, cada una de
las tablas fue revisada, y los datos que tuvieran un ID que no correspondia a GiardiaDB,
fueron transformados a su correspondiente ID en GiardiaDB. Ademas, se eliminaron datos
que no correspondian al organismo de Giardia (posibles contaminantes), como también,
datos que fueran redundantes en cada una de las tablas.

Con el conjunto de datos homogenizados de los diferentes estudios protedmicos de Giardia
se realizd entonces, la mineria de datos. Esta mineria se basé en confrontar todos los
conjuntos de datos de las diferentes investigaciones teniendo en cuenta un enfoque u
objetivo investigativo comun. Como algunos conjuntos de datos tenian gran cantidad de
registros, parecié conveniente utilizar una herramienta que permitiera manipular esta
informacion de una manera mas eficiente y cuidadosa. Por esto, se escogio el entorno

informatico estadistico “R” como herramienta procesadora de estos datos °.

Por lo tanto, cada una de las tablas extraidas y posteriormente homogenizadas debieron
ser modificadas para poder ser utilizadas en el entorno “R”, con el fin de confrontar los
diferentes conjuntos de datos. Esta confrontacién se vio reflejada en diferentes diagramas

de Venn, los cuales servirian para el posterior analisis.

Finalmente, después del analisis en “R” de todos los conjuntos de datos, se determinaron
tres escenarios de gran interés. El primero de ellos es sobre dos estudios que tratan el
proceso de enquistamiento de G. lamblia, protedmica general de todo el proceso (Faso et
al, 2013) y protedmica de la ubiquitinacién durante el enquistamiento (Nifio et al, 2013). El
segundo escenario hace referencia a dos estudios sobre la interaccidon Hospedero-Giardia,
en uno se realizd protedmica de los factores de virulencia de Giardia en esta interaccion
(Emery et al, 2016), y el otro, sobre el secretoma producido por Giardia a causa de la
interaccion (Ringqvist et al, 2008). Por ultimo, el tercer escenario analiza tres estudios

3 R Core Team (2016). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, V
ienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.
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sobre el citoesqueleto, el proteoma relacionado con el disco ventral (Lourengo et al, 2012),
el proteoma del disco ventral y su cresta lateral (Hagen et al, 2011) y las proteinas
identificadas en el cuerpo basal (Lauwaet et al, 2011).






3. Panoramica de los estudios protedomicos
en Giardia lamblia

Se han realizado diversos estudios de proteémica para G. lamblia, y mas ahora, que
existen genomas secuenciados para diferentes ensamblajes genéticos del parasito (Adam
et al.,, 2013). Los principales estudios se basan en proteémica de tipo comparativo y
cuantitativo, donde se pretende conocer las proteinas involucradas en diferentes procesos
y asi mismo si se expresan de manera diferencial. Las técnicas usadas van desde la
separacion por electroforesis uni y bidimensional (2D-PAGE) hasta multiples plataformas
“shotgun” de cromatografia de alta resolucion (LC), inclusive citometria de flujo, asociado
siempre a espectrometria de masas (MS). Dentro de la técnica de cuantificacién se
observan estudios libres de marcacion “Label free” como también diferentes técnicas de
marcacion, como marcacion de afinidad codificado por isétopos (ICAT), cuantificacién
absoluta y relativa por marcacion isobarico (iTRAQ), o marcaciéon por masas en tdndem
(TMT). Como sello representativo en los estudios de protedmica la identificacién de las
proteinas se realiza mediante espectrometria de masas, siendo las primeras
investigaciones en MALDI-TOF, y la mas usada espectrometria de masas en tandem
(MS/MS). Asi mismo, la espectrometria de masas se acompafa de programas
computacionales, siendo el mas comun MASCOT, para lograr la identificacion de las
proteinas.

La informacién recopilada, como se explico en el capitulo 2, fue agrupada segun la
estructura o el proceso biol6gico que presenta este organismo. Los grupos establecidos

se detallan a continuacién.
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3.1 Enquistamiento

Los cambios en la fisiologia y morfologia que sufre el parasito al pasar de trofozoito a
quiste conllevan a modificaciones en los niveles de expresion de proteinas, principalmente
aquellas que estan involucradas en el enquistamiento. Conocer e identificar este tipo de
proteinas puede ayudar a entender mejor este proceso, y a la vez servir de posibles
blancos para el desarrollo de vacunas y medicamentos (Lingdan et al., 2012).

Varios estudios protedmicos se han llevado a cabo para dilucidar este proceso, ya sea
comparando los dos estadios del ciclo de vida, trofozoito vs quiste (Kim, Bae, Sung, Lee,
& Park, 2009) (Lingdan et al., 2012) (Emery, Pascovi, et al., 2015), como también durante
diferentes momentos del enquistamiento (Faso et al., 2013) (Nifio, Chaparro, Soffientini,
Polo, & Wasserman, 2013). Asi mismo, se han llevado a cabo investigaciones que
pretendian determinar las proteinas propias de las vesiculas involucradas en el
enquistamiento (ESVs) (Stefanic, Palm, Svéard, & Hehl, 2006) (Wampfler, Tosevski, Nanni,
Spycher, & Hehl, 2014), y la composicion y cambios del disco ventral (Palm et al., 2005).

El proceso de enquistamiento se puede estudiar facilmente pues se puede llevar a cabo in
vitro; existiendo varios métodos y protocolos para inducir los trofozoitos al enquistamiento.
Principalmente se utilizan concentraciones altas de bilis con un pH alto, o inanicién de
colesterol; en algunos caso se involucra el acido lactico y sales biliares (Einarsson & Svard,
2015) (Emery et al., 2015). Dentro de los métodos mas usados se encuentra el protocolo
de dos pasos (Boucher & Gillin, 1990), suero empobrecido de colesterol (Lujan, Mowatt,
Byrd, & Nash, 1996) y bilis bovina en alta concentracion (Kane, Ward, Keusch, & Pereira,
1991). Estos métodos comparten caracteristicas como la ausencia de lipidos y un pH alto,
simulando las condiciones que se dan en el intestino delgado del hospedero.

Dentro de los primeros estudios de tipo protedbmico que de cierta manera estudiaron el
proceso de enquistamiento se encuentra el realizado por Stefanic et al. (2006), en el cual
se llevd a cabo protedmica limitada de organulos celulares para estudiar las vesiculas
especificas de enquistamiento (ESVs).

Por otra parte, en Kim et al (2009) se compar6 el proteoma de los trofozoitos con el
proteoma de los quistes de G. lamblia, con la intencion de encontrar proteinas que
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estuvieran relacionadas con el proceso de enquistamiento. Los trofozoitos de G. lamblia,
ensamblaje A cepa WB fueron inducidos al enquistamiento mediante protocolo de bilis
bovina (Kane et al., 1991) durante 48 horas. Se compararon dos imagenes 2D-PAGE, una
para trofozoito y otra para quistes, lo que permitié determinar cuales proteinas o spots se
sobre expresaban. De estos geles, los spots que se expresaron en los quistes fueron
analizados mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Ademéas se examinaron
patrones de expresion de 5 proteinas identificadas mediante técnica de PCR en tiempo
real (RT-PCR). Veinte spots fueron analizados por espectrometria de masas, detectandose
asi 14 proteinas individuales: proteinas del citoesqueleto (a-tubulina, B-tubulina, a-1-
giardina, and B-giardina), enzimas metabdlicas (ornitina carbamoiltransferasa, piruvato
ferredoxin oxidorreductasa, transferasa de aminoacidos de la cadena ramificada, dipeptidil
aminopeptidasa, arginina deaminasa, y subunidad A catalitica de la ATPasa vacuolar), una
quinasa especifica del ciclo celular (Nek), proteinas de choque térmico (Hsp90 y Hsp70
citoplasmatico), y una proteina relacionada con la traduccién (Factor de elongacién EF-
1y). En el estudio de expresion encontraron que las proteinas de choque (HSP-70 y HSP-
90) mostraron incremento en su expresion en quistes, sin embargo, lo explicaron mas
como una respuesta al ambiente alto en bilis que propiamente al proceso enquistativo. Las
otras tres proteinas estudiadas (B-tubulina, Nek y ATPasa vacuolar) no mostraron un
incremento en su expresion (Kim et al., 2009).

En un estudio posterior, Lingdan et al (2012) llevaron a cabo protedémica cuantitativa al
analizar las proteinas solubles que son expresadas por los trofozoitos y los quistes aislados
de heces; con la finalidad de entender mejor el proceso de enquistamiento en Giardia y asi
mismo, determinar diferencias entre quistes de cultivo y provenientes de heces. Estos
investigadores tomaron las muestras directamente de las heces de perros inoculados con
G. lamblia (Cepa Changchun, Ensamblaje D). Extrajeron las proteinas y realizaron
cuantificacién absoluta y relativa por marcacion isobarico (iTRAQ). La muestra fue
fraccionada por medio de cromatografia de intercambio catiénico fuerte (SCX), y asi
mismo, las fracciones obtenidas fueron separadas y analizadas por nano-cromatografia
liquida de fase reversa acoplada a espectrometria de masas en tdndem (nano LC-MS/MS).
Los datos obtenidos, es decir los espectros de masas, se compararon con la informacion
del genoma del ensamblaje A (WB) disponible en la base de datos de GiardiaDB utilizando
el programa MASCOT. Ademaés, llevaron a cabo una metodologia de PCR de tiempo real
para determinar variacion transcripcional de 4 proteinas de las identificadas en la
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protedmica iTRAQ. Finalmente, se identificaron 63 proteinas en total, de las cuales 22 eran
proteinas individuales. Las proteinas fueron agrupadas como proteinas del citoesqueleto
(a-tubulina, B-tubulina, a-1-giardina, a-11-giardina, a-7.2-giardina, y-giardina), enzimas
metabdlicas (gliceraldehido-3-fostato dehidrogenasa GAPDH, proteina disulfuro
isomerasa 2 PDI-2, ornitina carbamoiltransferasa OTC, proteina 14-3-3), quinasa
especifica del ciclo celular (Nek) y proteinas de resistencia al estrés (VSPs, HSP70
citosolico). De las proteinas encontradas e identificadas se encontré un cambio significativo
en la expresién para solo 7 de ellas. Mientras que los niveles de expresién disminuyeron,
en los quistes con respecto a los trofozoitos, de 4 proteinas (proteina 14-3-3, a-tubulina,
GAPDH, PDI-2); tres proteinas aumentaron en expresion (OTC, B-tubulina, VSP). Los
andlisis de PCR en tiempo real del ARNm de 4 de estas proteinas (VSP, OTC, a-tubulina,
GAPDH) también demostraron la variacién en su expresion entre los dos estados del ciclo
de vida. Esta variacion determina que estas proteinas son importantes en la diferenciacién
y por lo tanto en el ciclo de vida de este parasito. Los autores también determinan que en
sus resultados, el niumero de proteinas encontradas es bajo a comparacion del amplio
proteoma que posee este organismo. Ellos suponen que se hace necesario el estudio y
comparacion del proteoma en diferentes estados del enquistamiento para un mayor
entendimiento de este proceso.

Mas adelante, supliendo la necesidad anterior, Faso et al. (2013) realizaron un analisis
cuantitativo del proteoma de G. lamblia durante el enquistamiento, obteniendo lo que ellos
consideran como el primer atlas cuantitativo proteémico de este proceso de diferenciacion
en Giardia. Llevando a cabo protedmica “label-free shotgun”, identificaron y cuantificaron
1063 proteinas involucradas durante todo el proceso del enquistamiento, especialmente
en el tréfico de proteinas de secrecién. El andlisis lo realizaron en trofozoitos de Giardia
(cepa WBC6) no enquistados y en células inducidas al enquistamiento in vitro durante un
periodo de 14 horas. Intentaban demostrar que el proteoma de Giardia variaba a través de
los diferentes momentos del enquistamiento, principalmente en la regulacién especifica de
algunas rutas metabdlicas y proteinas de importancia estructural. El enquistamiento in vitro
se llevd a cabo por el protocolo de induccion de dos pasos propuesto por Boucher & Gillin
(1990), y para verificar la correcta induccion de la biosintesis del material propio de la pared
celular (CWM) y el trafico de las vesiculas propias del enquistamiento (ESVs) utilizaron

ensayos de inmunofluorescencia. Las muestras fueron tomadas durante diferentes horas
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transcurridas después de la induccién al enquistamiento (hpie), en total fueron 4 muestras
(0 hpie, 4, 8,y 12 hpie).

En la metodologia proteémica usada por Faso et al. (2013), las células de cada muestra
fueron tratadas y su extracto proteico se separoé inicialmente en SDS-PAGE; luego de la
digestion, los péptidos resultantes fueron separados por columnas capilares de nano-
cromatografia liquida de alta eficiencia (Nano-HPLC), los cuales pasaron inmediatamente
a ser analizados mediante espectrometria de masas en tdndem, con el espectrémetro de
alta precision Orbitrap. Los espectros de masas fueron comparados con una base de datos
proteémica propia que contenia los datos de la base de datos GiardiaDB, y a la vez estaba
enriquecida con datos de secuencias proteicas de Arabidiopsis thaliana; para esta
comparacion y busqueda se utilizé el programa MASCOT.

Para comprobar que sus ensayos fueron éptimos y que detectan variacién en la expresién
de las proteinas a través del enquistamiento, realizaron un primer ensayo con muestras de
cada dos horas después de la induccion al enquistamiento (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 hpie),
utilizando SDS-PAGE y espectrometria de masas. Compararon los datos de las proteinas
que se consideraban, hasta ese momento, marcadores del enquistamiento con los datos
obtenidos en otros estudios, de microarreglos (Morf et al., 2010), de analisis en serie de
expresion génica SAGE (Birkeland et al., 2010) y de proteémica (Kim et al., 2009);
identificando 11 proteinas de las encontradas anteriormente por Kim et al (2009) en su
estudio comparativo entre trofozoito y quiste. Este primer ensayo también les permitié
determinar que los mayores cambios a nivel protedmico durante el enquistamiento se dan
en los tiempos 0, 4, 8y 12 hpie; lo que les llevo a realizar un segundo ensayo mas profundo
pero ahora enfocandose en estos tiempos. Entre los dos ensayos se identificaron un total
de 1063 proteinas, proporcionando una gran cantidad de datos para la anotacién del
genoma de Giardia. De estas 1063 proteinas, 316 fueron anotadas como hipotéticas,
mientras que las restante ya tenian su funcién identificada. Las proteinas identificadas en
cada tiempo fueron comparadas, dando como resultado 353 proteinas en comun para todo
el proceso y proteinas propias o especificas de cada tiempo (Figura 3-1).

Los cambios mas significativos en cuanto a la abundancia de proteinas, los encontraron
sobre todo en el tréfico de proteinas de secrecion constitutiva. En las primeras etapas hubo
una disminucion de las proteinas variantes de la superficie (VSP), mientras que la
expresion de las proteinas reguladoras del citoesqueleto, proteinas quinasas NEK,
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proteinas de la glucolisis e involucradas en el plegamiento de las proteinas aument6
significativamente (Faso et al., 2013).

Figura 3-1: Diagrama de Venn indicando el proteoma de cada muestra tomada segun el
tiempo después de la induccion del enquistamiento. Extraido de Faso et al (2013).
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Por otro lado, Nifo et al (2013) estudiaron la modificacién postraduccional de la
ubiquitinacién durante el proceso de enquistamiento de Giardia. Usaron diferentes
métodos bioquimicos de inmunotransferencia (IB, immunoblotting en inglés), de
inmunofluorescencia (IF) y finalmente proteémicos para evaluar e identificar las proteinas
que sufren de esta modificacion postraduccional y su funcién en la diferenciacion del
parasito. Los trofozoitos de G. lamblia WB/9B10 fueron inducidos al enquistamiento in vitro
segun el protocolo de Kane et al (1991). Las células fueron colectadas en diferentes
tiempos después de la induccién, a 0 horas (trofozoito), 6, 12 y 24 horas (enquistamiento),
y 48 horas (quiste). Mediante un sistema de ubiquitinacion in vitro, donde se marcaron las
proteinas con His6Ubiquitina y se inhibieron las enzimas desubiquitinadoras (DUBs) y el
proteosoma, analizaron, purificaron e identificaron las proteinas potencialmente
ubiquitinadas. Las proteinas que fueron marcadas (His6Ub-proteina) fueron detectadas por
inmunoblot, y fueron purificadas por cromatografia de afinidad, para posteriormente ser
analizadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem. Los
resultados fueron comparados en la base de datos GiardiaDB y las bases de datos
disponibles en el portal de NCBI utilizando el programa MASCOT (Nifio et al., 2013).

En el estudio se encontré que las proteinas ubiquitinadas presentaban una localizacién
citoplasmatica, nuclear y periférica (pared del quiste). Asi mismo, se logré identificar un
total de 211 proteinas como conjugados Ub-proteina, los cuales muchos de ellos ya han
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sido reportados anteriormente en otros organismos. La mayor abundancia fue reportada
en los trofozoitos (151 proteinas, 55 exclusivas); y de acuerdo con los andlisis que
realizaron con IB y IF, una vez el enquistamiento fue inducido, el nimero de proteinas
ubiquitinadas fue disminuyendo a 94 (6 horas), 70 (12 horas), 67 (24 horas), hasta 57
proteinas en los quistes (15 exclusivas). Basandose en la anotacion de GiardiaDB y de las
bases de datos del NCBI, agruparon a las 211 proteinas dentro de 14 categorias (Figura
3-2). Se encontré que las proteinas implicadas en la traduccién, en el metabolismo del
ADN/ARN, en transporte/reparto/endocitosis, en el plegado, y algunas enzimas, estan
altamente presentes en los trofozoitos y se reducen durante el enquistamiento y el quiste.
Por el contrario, algunas proteinas del citoesqueleto y de la familia 21.1 estan altamente
representadas en los quistes comparados con los trofozoitos. También se identificaron tres
enzimas que participan en la biosintesis del polisacarido N-acetyl-galactosamina GalNAc,
y por lo tanto se ven involucradas en la formacién de la pared del quiste. Estas enzimas
corresponden a la glucosamina-6-fosfato deaminasa (GNP), glucosa-6-fostato N-
acetiltransferasa (GNA), y fosfoacetilglucosamina mutasa (AMG), lo que puede indicar que
la ubiquitinacion participa en la biosintesis de GIcNAc y en la formacion de la pared celular
del quiste. La glucosamina-6-fosfato deaminasa (GNP), era la Unica proteina reconocida
hasta ese momento como sustrato de ubiquitina en este organismo.

Asi mismo, en este estudio, se identificaron las cuatro histonas de Giardia como asociadas
a la ubiquitina, H2A solo en los trofozoitos y todas las cuatro histonas (H2A, H2B, H3, y
H4) en los quistes. Esto da a entender que los procesos de ubiquitinacion estan
relacionados con las funciones especificas de estas proteinas, como la transcripcion y el
mantenimiento de la integridad del genoma. Los autores dejan en consideracion investigar
si la diferencia entre los trofozoitos y quistes en términos de histonas ubiquitinadas se
correlaciona con los cambios observados en el transcriptoma entre esos dos estados.
Concluyen que la ubiquitinacién es un evento dinamico y regulado, el cual participa en
varios procesos celulares en Giardia, como la transcripcién, el plegamiento de proteinas,
sefalizacién, y también la formacion del quiste. Ya que no existen muchos estudios de la
funciébn de la ubiquitina en los primeros organismos unicelulares, este estudio es
importante para entender este mecanismo en el proceso evolutivo y proponen a Giardia
como un modelo valioso para investigar y comprender el sistema de ubiquitinacion en

términos evolutivos (Nifio et al., 2013).
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Figura 3-2: (A) Resumen de las proteinas ubiquitinadas identificadas en cada periodo de
tiempo. (B) Clasificacién de las proteinas ubiquitinadas de acuerdo a su anotacién en
GiardiaDB. Extraido de Nifo et al (2013).
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En comparacion, Wampfler et al (2014) realizaron una investigacion de tipo protedmico de
los organulos celulares de tipo vesicula, como lo son las vesiculas especificas de
enquistamiento (ESVs) y las vesiculas periféricas (PVs). Sin embargo, este estudio asi
como el trabajo realizado por Stefanic et al, seran tratados en un apartado posterior.

Hasta ese momento, los estudios realizados en proteémica referente al proceso de
diferenciacién o enquistamiento de G. lamblia solo se habian llevado a cabo tomando como
referencia la cepa WB C6 del ensamblaje A. Para cubrir esta necesidad, en Emery et al
(2015) se realizd un estudio protedmico cuantitativo del enquistamiento contrastando dos
cepas diferentes, pero de igual importancia patégena que la cepa WB; una de ellas
derivada de humano BRIS/82/HEPU/106 (H-106), y la otra de aves BRIS/95/HEPU/2041
(B-2041); considerandose esta investigacién como la primera realizada en este campo.
Las proteinas fueron extraidas de trofozoitos y quistes que fueron inducidos al
enquistamiento mediante el protocolo de bilis bovina en alta concentracién (Kane et al.,
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1991) para cada una de las cepas. La protedmica cuantitativa tipo “label-free shotgun” se
llevé a cabo utilizando un protocolo en solucion basado en la preparacion de muestra
ayudada por filtro (FASP, Filter aided sample preparation en inglés) con fraccionamiento
de fase gaseosa (GPF, Gas-phase fractionation en inglés), seguido por nano cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas en tandem (Nanoflow LC-MS/MS). Los
resultados obtenidos los cotejaron con la informacién del momento sobre la cepa WB de
la base de datos de GiardiaDB, utilizando el programa informatico GPM (Global Proteome
Machine).

En el estudio se identificé un total de 1061 proteinas no redundantes de ambas cepas, 672
identificadas en H-106 y 972 proteinas en B-2041. De las proteinas de la cepa H-106, 586
(184 unicas) fueron encontradas en los trofozoitos y 488 (86 Unicas) en los quistes. De la
cepa B-2041, 816 (285 unicas) en trofozoitos y 688 (157 uUnicas) en quistes. La
comparacion de los estados de vida de cada cepa, les permitié determinar que existe un
unico proteoma central para las cepas de Giardia suplementado con un pequefno grupos
de proteinas especificas para el quiste o trofozoito (Figura 3-3).

En el estudio mencionado se encontré también que las proteinas que se han determinado
como especificas del enquistamiento (24 proteinas), y que a su vez sirven de marcadores
para este proceso, son independientes de la cepa del microorganismo, confirmando asi a
estas proteinas como marcadores universales del enquistamiento de G. lamblia
ensamblaje A. Al realizar el andlisis de las funciones de las proteinas que se expresaron
diferencialmente, fue evidente cierto sobrelape entre las cepas, principalmente en las
proteinas que intervienen en el metabolismo de carbohidratos, trafico de proteinas y
quinasas NEK (Emery et al, 2015); entendiendo que estos procesos son de gran
importancia en la diferenciacion del parasito y que son universales entre las cepas de este
tipo de organismo. Por otra parte, se encontraron diferencias notorias entre las cepas que
se pueden considerar como una adaptacién especifica que se da en los quistes. Los
quistes de B-2041 presentaron sobre-regulacién de la familia de proteinas 21.1-con
repeticiones de Anquirina (27 proteinas) en comparacién con quistes H-106 (1 proteina).
Aungue no existen datos de la funcionalidad de la proteina 21.1, estas diferencias pueden
indicar divergencia entra las cepas de G. lamblia. Ademas, los quistes de B-2041
mostraron retencién casi completa de las VSPs a comparacién de los quistes H-106 que
perdieron 45% de la diversidad de VSPs, algo ya evidenciado en WB C6. Al ser las VSPs
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de gran importancia en la virulencia, mantener su diversidad puede explicar porque B-2041
es una cepa tan virulenta y con un amplio rango de hospederos (Emery et al, 2015).

Figura 3-3: Diagramas de Venn que muestran la relacién entre los proteomas encontrados
en trofozoito y quiste, y entre las dos cepas H-106 y B-2041 de G. lamblia. Extraido de
Emery et al (2015).
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La gran mayoria de los estudios del proceso de enquistamiento de Giardia se hicieron in
vitro mediante protocolos de induccion al enquistamiento. Solo uno de ellos fue llevado a
cabo tomando las muestras directamente de las heces (Lingdan et al., 2012). Los
protocolos de enquistamiento mas utilizados son los de 2 pasos (Boucher & Gillin, 1990) y
el de bilis bovina de alta concentracion (Kane et al., 1991), mientras que, en ningun estudio
proteémico se uso el protocolo de inanicion de colesterol (Lujan et al., 1996). No obstante
los protocolos de enquistamiento in vitro han demostrado ser eficientes, se hacen
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necesarios estudios in vivo del proceso de enquistamiento, pues las condiciones tratadas
pueden hacer que la expresion de algunas proteinas cambie. Asi mismo, aprovechando
los genomas secuenciados de G. lamblia se pueden llevar a cabo estudios protedémicos
del enquistamiento entre diferentes ensamblajes genéticos como también entre cepas. El
estudio de Lingdan et al (2012) utilizé una cepa del ensamblaje D, del cual aun no hay
genoma secuenciado. Mientras que, Emery et al (2015) compar6 dos cepas diferentes del
ensamblaje A.

Las investigaciones de protedmica cuantitativa en el enquistamiento comienzan con el uso
de geles de electroforesis y MALDI-TOF, posteriormente sustituidos por técnicas de
proteémica “shotgun’, que combinan cromatografia y espectrometria de masas en tandem.
Asi mismo, estas técnicas estuvieron sujetas a una cuantificacion mediante proteémica
“label free”, y marcacion iTRAQ. El uso de plataformas en solucién tipo FASP-GFP muestra
ser muy eficiente para obtener un mayor nimero de proteinas identificadas como lo

evidencia el estudio de Emery et al (2015).

Estudios de proteémica del proceso del exquistamiento no se han llevado a cabo, lo que
abre una posibilidad para ampliar el conocimiento del ciclo de vida del parasito. Incluso, se
ha avanzado mucho en el conocimiento del proceso de enquistamiento y se ha obtenido
mucha informacién, pero aun quedan aspectos por explorar acerca de estos procesos
complejos de diferenciacién en Giardia (Einarsson & Svard, 2015).

Asi mismo, no existen estudios protedmicos que incluyan la transformacion completa de
los trofozoitos a los quistes. Adicionalmente, realizar estudios a gran escala de las
modificaciones post-traduccionales podria complementar el conocimiento y generar una
imagen completa de los cambios de expresion génica inducida por enquistamiento
(Einarsson & Svérd, 2015).

3.2 Citoesqueleto

En las células eucariotas el citoesqueleto ayuda a la célula a organizarse en el espacio y
a interactuar mecanicamente con su entorno, asi como también a reorganizar sus

componentes internos a medida que crece y se adapta.
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En el caso de Giardia, la labor del citoesqueleto es crucial para su infeccion y virulencia. A
estos parasitos les es necesario ingresar al hospedero, asegurarse los recursos para su
replicacion o reproduccion, evitar su destruccion o el ser expulsado, y asi mismo, asegurar
la forma de ser transmitido para nuevas infecciones. Giardia debe moverse dentro del
intestino hasta encontrar un ambiente éptimo, adherirse muy bien a las células epiteliales
y asi no ser arrastrado a causa del peristaltismo en el intestino. Por esto mismo, la
interaccion parasito-hospedero es muy importante y debe estar mediada por su
citoesqueleto, considerado éste como un factor determinante en la virulencia del parasito
(Dawson, 2011; EImendorf, Dawson, & McCaffery, 2003).

Giardia es un protista altamente polarizado con un citoesqueleto de varias estructuras, el
cual es fundamental tanto para el buen funcionamiento del parasito, como también para su
diferenciacion entre quiste y trofozoito. El citoesqueleto de Giardia se compone de
estructuras microtubulares altamente dinamicas y estables: cuatro pares de flagelos, el
funis, el cuerpo medio y el disco ventral. Es una estructura muy estudiada y conocida
gracias a varias herramientas moleculares y microscopicas (Benchimol & De Souza, 2011;
Dawson, 2011).

Morfolégicamente, Giardia parece como media pera aplanada, con la mitad ventral anterior
cubierta con el disco ventral, un disco adhesivo que le permite unirse al epitelio intestinal
del hospedero (Figura 1-2). Este disco es Unico para Giardia y no esta presente en otros
organismos del orden Diplomonadida. Detras del disco ventral, en la linea media del
trofozoito y dorsal al flagelo caudal se encuentra el cuerpo medio, un conjunto de
microtubulos también unico para el género Giardia, que en el caso de G. lamblia presenta
una morfologia tipica de garra, sin embargo, no se ha establecido su funcién. Cuatro pares
de flagelos (anterior, posterior-lateral, ventral y caudal) se originan a partir de sus ocho
cuerpos basales ubicados entre y ligeramente anterior a los dos nucleos. Cada par de
flagelos atraviesan diferentes partes de la célula y salen en distintos sitios; cuando el
axonema de los flagelos caudales atraviesa el cuerpo celular se genera el funis. La funcién
de los flagelos es permitir la movilidad a los trofozoitos mientras que su papel en la
adherencia al epitelio intestinal no parece importante (Elmendorf et al., 2003; Lauwaet et
al., 2011).
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Se pueden citar varios estudios donde el objetivo principal fue la identificacién de las
proteinas del citoesqueleto de Giardia. Aunque aun no se podria considerar como una
técnica protedmica, los estudios referentes a la composicion de las proteinas del
citoesqueleto de Giardia comienzan en el laboratorio de Holberton (Clark & Holberton,
1988; Crossley & Holberton, 1983; Holberton & Ward, 1981), donde realizaron y publicaron
protocolos para la extraccion y preparacién de muestras de citoesqueleto de Giardia, que
fueron utilizados exitosamente mas adelante por otros investigadores. Holberton y su
grupo realizaron los primeros pasos en este campo, mediante andlisis en gel uni y
bidimensional de extractos de citoesqueleto y flagelos pudieron determinar una
composicion de al menos 35 proteinas en el citoesqueleto (EImendorf et al., 2003). Los
protocolos desarrollados para extraer y purificar los componentes del citoesqueleto,
incluidos los flagelos, les permitieron hacer analisis de la composicion proteica. Sin
embargo, la identificacion de las proteinas no fue muy exitosa por la falta de herramientas
mas especificas en ese momento (Elmendorf et al., 2003).

En un primer estudio, Holberton & Ward (1981) realizaron un protocolo para aislar
axonemas y discos ventrales de Giardia, que fueron a su vez analizados utilizando
electroforesis de una dimensién SDS-PAGE. Alli se evidenciaron 2 bandas prominentes
correspondientes a dos tipos de proteinas consideradas abundantes en estas estructuras;
encontraron que una de estas proteinas era del tamano de la tubulina, mientras que la otra,
desconocida hasta ese momento, la definieron como un polipéptido complejo con un peso
molecular alrededor de los 30 kDa.

Mas adelante Crossley y Holberton (1983), utilizando el mismo protocolo de extraccion y
purificaciéon anterior, inclusive SDS-PAGE, consiguieron determinar 20 proteinas
individuales diferentes con masas moleculares entre 120 y 17 kDa. Ademas de la tubulina
y la proteina desconocida de 30kDa (Holberton & Ward, 1981), 18 proteinas mas fueron
detectadas. Se identificaron tres proteinas ya que migran igual que otras ya conocidas: la
alfa y beta tubulina y la actina. La proteinas de 30 kDa encontradas en sus estudios previos

fueron denominadas giardinas.

Posteriormente, Peattie et al (1989) realizaron un primer estudio en 2D-PAGE siguiendo el
protocolo de extraccion estipulado por Holberton y Ward (1981), y demostraron que las
cinco bandas separadas por electroforesis unidimensional de un peso molecular entre 29
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a 38 kD, corresponden a conjunto de 23 proteinas, determinado por el analisis 2D (Tabla
3-1). Estas proteinas son las giardinas, las cuales se asocian a los microtubulos del disco
ventral, al axostilo y a la membrana plasmatica. Una nueva clase de giardina fue

identificada, la alfa giardina (Peattie et al. 1989)

Tabla 3-1: Masa molecular y punto isoeléctrico de las 23 proteinas identificadas como
giardinas. Extraido de Peattie et al. (1989).

, Masa molecular Punto
Proteina (kD) Isoeléctrico
1 35,5 6,52
1a 36 6,42
1b 36,5 6,25
1c 36,5 6,02
1d 39 5,65
1e 36 5,58
2 38 5,18
3 37 5,16
4 36,5 5,20
5 33 6,53
5a 34 6,43
5b 34 6,20
6 34,5 5,91
7 33,5 5,76
8 33 5,37
8a 33 5,24
8b 33,5 5,22
8c 34 5,05
8d 31 5,58
8e 32,5 5,53
9 29 5,55
9a 29,5 5,38
9b 28 5,33

En un enfoque mas reciente y utilizando técnicas de proteémica propiamente dichas, Palm
et al (2005) utilizaron 2D-PAGE (como técnica de separacion) y MS (como técnica de
andlisis) para identificar las principales proteinas que conforman el disco ventral en Giardia,
ademas de su expresién y localizacion durante las etapas del ciclo de vida de este parasito.
En este estudio, la extraccion del citoesqueleto de los trofozoitos (cepa WB C6) se realizd
segun el método propuesto por Holberton y Ward (1981). Se utiliz6 electroforesis de dos
dimensiones (2D-PAGE) para la separacion de los péptidos y MALDI (MS) para generar
los mapas de los péptidos, los cuales a su vez fueron confrontados con la informacién
disponible en el momento del genoma de G. lamblia usando el programa MASCOT.
Ademas midieron y determinaron la expresion de las proteinas mediante el andlisis en
serie de la expresién génica (SAGE). Finalmente, se separaron e identificaron siete
proteinas, alfa y beta tubulina, alfa-1 giardina, beta giardina, delta giardina, gamma giardina
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y un nuevo registro para la fecha, la SALP-1 (SF-assemblin like protein-1). A su vez
examinaron la expresién de tres de ellas (beta giardina, delta giardina y SALP-1). El
andlisis en serie (SAGE) determind que los niveles de ARNm de estas proteinas
disminuyeron en el enquistamiento, pero con los geles de dos dimensiones los resultados
de expresion fueron mas constantes, demostrando asi, que los niveles de las proteinas del
disco ventral no estan correlacionados con sus respectivos niveles de ARNm en el
enquistamiento. Esto puede indicar que los niveles de ARNm no siempre son indicativos
de la cantidad de proteina presente en un individuo de Giardia (Steuart, 2010).

Mas adelante, Hagen et al. (2011) llevaron a cabo un estudio proteémico de los
componentes citoesqueléticos del disco ventral y su cresta lateral con el objetivo de
encontrar nuevas proteinas asociadas al disco ventral (DAPs, Disc-associated proteins en
inglés). La cresta lateral se considera como la estructura contractil que rodea el disco, la
cual le permite formar un sello con el sustrato en el momento de la unién (Hagen et al.,
2011). Hasta esa fecha se habian identificado quince proteinas asociadas al disco, 7
proteinas estructurales exclusivas o giardinas: 3 anexinas (alfa-giardinas), 3 (SF)-
assemblins, (beta-giardina, delta-giardina y SALP-1), y una gamma-giardina; como
también proteinas asociadas al disco con localizacion especifica en el ciclo celular (p. €j.
un homologo de quinasa ERK1, la aurora quinasa, y Nek quinasas). Mediante la técnica
protedmica “shotgun”, los autores estudiaron la composicion proteémica de un extracto de
discos ventrales de Giardia de la cepa WB C6. Asi mismo, utilizaron una técnica de
marcacion con GFP (green fluorescent protein) para determinar la localizacion de estas
proteinas en el disco, encontrando 18 nuevas DAPs, el doble de las que se conocian. Diez
de ellas estan asociadas a la cresta lateral (siendo las primeras confirmadas para esta
estructura). El aislamiento y extraccion de los componentes del citoesqueleto lo hicieron
usando detergentes, modificando un poco el protocolo de Holberton y Ward (1981),
procurando aislados de disco ventral mas intactos conservando las proteinas asociadas a
los microtubulos mediante la eliminacién de los radicales e iones metalicos que pudieran
danar la estructura del disco, y mediante la estabilizacion de los microtibulos utilizando
farmacos como Taxol.

En este estudio, las proteinas presentes en el extracto fueron identificadas usando
cromatografia liquida en tandem con espectrometria de masas (LC-MS/MS). Los espectros
MS/MS fueron analizados con el programa X!Tandem, y a su vez validados por el software
Scaffold. Las proteinas fueron identificadas comparando la secuencia de los péptidos
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obtenidos con la informacion del genoma completo de Giardia. Las proteinas fueron
verificadas con la construccion de clones DAP-GFP. Finalmente, 102 proteinas candidatas
a estar asociadas al disco fueron determinadas en la espectrometria, siendo éstas
clasificadas por predicciones funcionales y andlisis de motivos en tres categorias:
posiblemente asociadas al disco (57), posiblemente flagelares (17), y metabdlicas o
asociadas a la cromatina (28); éstas ultimas fueron tomadas como contaminantes. De este
grupo, identificaron y localizaron 18 proteinas nuevas asociadas a los discos ventrales,
que junto con las identificadas en estudios anteriores completaron 30 proteinas asociadas
al disco. Al menos veinte proteinas estructurales estdn en el disco ventral y diez
comprenden la cresta lateral. Aungue no se considera que se haya alcanzado a identificar
todas las proteinas del disco, este trabajo aporta un gran conocimiento para
investigaciones futuras como la forma de unién al hospedero, el montaje y desmontaje del
disco durante la diferenciacion o su duplicacion durante la division celular (Hagen et al.,
2011).

En otro escenario, Lauwaet et al (2011) utilizaron herramientas bioinformaticas y estudios
protedmicos para identificar nuevas proteinas del citoesqueleto, pero en este caso, del
cuerpo basal de los flagelos de Giardia, ademas confirmaron su localizacion en el trofozoito
con el uso de microscopia confocal. Hasta ese momento solo se habian identificado 10
proteinas relacionadas al cuerpo basal, incluyendo alfa y gamma tubulinas, centrinas 1y
2, y proteinas de senalizacion tipo calmodulina, PKAc, PKAr, PP2AC, ERK1 y aurora
kinasa. En total, se reportaron 75 homoélogos de proteinas conservadas del cuerpo basal,
65 de las cuales no estaban reportadas antes. Asi mismo, se confirmé la presencia y
localizacién de trece de estas proteinas, que junto con la centrina estan en los cuerpos
basales de Giardia. Este estudio aport6 principalmente al conocimiento de la funcionalidad
de los flagelos especificos de Giardia involucrados en su movilidad y diferenciacion, a las
vias de senalizacion complejas que regulan los procesos del citoesqueleto y a la
divergencia biolégica de los cuerpos basales.

Para lograr lo anterior, en el citado estudio de Lauwaet et al (2011) se utilizé un conjunto
de datos de secuencias de proteinas de G. lamblia de la base de datos GiardiaDB y junto
con el buscador HMMER se identificaron proteinas del cuerpo basal por homologia con
proteinas ya inmunolocalizadas de cuerpos basales y centrosomas de humano,
Chlamydomonas y Tetrahymena. En esta mineria de datos se encontraron proteinas
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involucradas en la duplicaciéon y ensamblaje centrosomal, centrinas, proteinas de unién a
calcio, proteinas EF-hand, tubulinas, quinasas mitéticas, entre otras. Ya en la investigacion
protedmica, se utilizaron trofozoitos vegetativos de Giardia (cepa WB C6) a los cuales se
les extrajeron los cuerpos basales segun un protocolo de extraccién usado para aislar
cuerpos basales del alga verde flagelada Spermatozopsis similes (Geimer, Teltenkotter,
Plessmann, Weber, & Lechtreck, 1997). Las fracciones enriquecidas de cuerpo basal
fueron analizadas por la técnica protebmica MudPIT (Multidimensional Protein
Identification Technology), que consiste en técnicas de cromatografia multidimensional
acoplada a espectrometria de masas. Finalmente, detectaron 363 proteinas, de las cuales
s6lo 38 son proteinas homdlogas de otras que han sido localizadas en cuerpos basales ya
sea de Chlamydomonas, de Tetrahymena o de centrosomas humanos. Dentro del conjunto
de las otras 325 proteinas se incluyen homélogos de proteomas que ya han sido
publicados pero cuya localizacién en los cuerpos basales de Giardia no se habia
confirmado, algunas proteinas de cuerpo basal especificas de Giardia y otras proteinas
que determinaron como contaminantes. Este estudio es 6ptimo en el sentido que combina
dos técnicas para identificar proteinas, una investigacion proteémica y una genémica; sin
embargo se hace necesario mejorar la técnica de separacién pues aparecieron muchos
contaminantes. Los autores mismos proponen que se deben realizar estudios de
localizaciéon, y ademas otros estudios que puedan revelar proteinas del cuerpo basal
adicionales (Lauwaet et al., 2011). El conjunto de datos proporcionado por este estudio,
tanto la lista de proteinas identificadas, como los espectros de masas de los péptidos, han
servido como referencia de evidencia espectrométrica para muchas proteinas en la base
de datos de GiardiaDB.

Continuando en esa direccién, Lourenco et al (2012) realizaron un analisis del disco ventral
de Giardia, pero en este caso, enfocandose en desarrollar un nuevo y mejor protocolo para
la extraccion de los discos ventrales de los trofozoitos que los anteriores, especialmente
el desarrollado por Holberton y Ward (1981). Las modificaciones en el nuevo protocolo
incluyen la resuspension en buffer PHEM, el tiempo de exposicidon al detergente vy, el tipo
y tiempo de la ruptura celular, ademas de utilizar ultrasonido en lugar de vortex para la lisis.
La evaluacion de este nuevo protocolo se llevd a cabo con microscopia electronica de
transmisién (TEM) demostrando que es mas eficiente, ya que se consiguieron mayor
cantidad de discos ventrales aislados con una mayor pureza. Por otro lado, la investigacion
protedmica se llevé a cabo con el fin de identificar proteinas asociadas al disco ventral.



46 Estado actual de la investigacion protedmica del protozoario G. lamblia

Ellos usaron electroforesis SDS-PAGE y 2D-PAGE. En el primer caso, encontraron
proteinas con pesos moleculares caracteristicos, como las tubulinas (~40 KDa) y las
giardinas (~30 KDa). En la electroforesis 2D encontraron dos grupos de proteinas, siete
proteinas con pesos moleculares que van de 30 a 58 KDa y ocho proteinas con peso
molecular alrededor de 24 KDa. La identificacion de estas proteinas la realizaron con LC-
MS/MS, los espectros de masas fueron correlacionados con la base de datos de proteinas
no redundantes (nr) del NCBI usando el software MASCOT. Se identificaron las principales
familias de las proteinas del citoesqueleto de Giardia, las giardinas (beta, delta y gamma),
tubulinas (alfa y beta), la proteina del cuerpo medio y la SALP-1. Muchas de estas
proteinas eran conocidas previamente como constituyentes del disco ventral, sin embargo,
fue la primera vez que se registré la proteina del cuerpo medio en el disco ventral. La
proteina alfa-giardina no se obtuvo, probablemente por la poca cantidad de esta proteina

en la muestra o por la disociacién de su estructura en el proceso del aislamiento.

En este estudio, a partir del gel 2D, identificaron dos proteinas mas. Estas proteinas
corresponden a Mp1p, una proteina que se encuentra en el hongo Penicillium marneffei 'y
TTHERM, una proteina hipotética que se encuentra en el ciliado Tetrahymena thermophila.
Aunque a primera vista se pudieran considerar contaminantes, la funcion de estas
proteinas estd muy relacionadas con la funcion y la estructura del disco ventral de Giardia,
la proteina Mp1p tiene un sitio involucrado en los procesos de adhesién celular, mientras
que la proteina hipotética TTHERM es homologa de la tubulina. Aunque las dos proteinas
no se encuentran anotadas en el genoma de Giardia, parecen estar implicadas en los
procesos biolégicos relacionados con las funciones de los discos ventrales. Por lo tanto,
se pueden ver como una oportunidad para estudios posteriores (Lourenco et al., 2012).

Aunque los estudios de protedmica del citoesqueleto giardial pretenden obtener todas las
proteinas asociadas a éste, no son los Unicos estudios que las han identificado. Este
proteoma ha sido reportado en diferentes investigaciones que no son especificamente del
citoesqueleto. Por lo tanto, se puede considerar que este conjunto de estructuras esta
relacionado con multiples procesos que ocurren en la célula de este organismo unicelular.
Por otro lado, de las referencias analizadas se observa que protedmica del citoesqueleto
solo se ha llevado a cabo en el ensamblaje A cepa WB, lo cual abre la posibilidad de
estudiar estas estructuras en otras cepas o ensamblajes, realizar proteémica comparativa

entre cepas, e incluso encontrar proteinas propias o especificas que puedan servir de
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objetivos potenciales en algunos tratamientos; asi como lo demostrd Steuart et al (2008),
al identificar una a2-giardina especifica para el ensamblaje A de G. lamblia. Hay que tener
en cuenta que comprender mejor la dinamica, la estructura y composicion de estas
estructuras permitira entender los mecanismos de fijacién, y por lo tanto de la patogénesis
de la Giardiasis.

Dentro de las técnicas protedmicas usadas para identificar proteinas asociadas con el
citoesqueleto se encuentran las basadas en gel (2DE-PAGE), como también prote6mica
shotgun, dando a entender que este campo esta abierto a ser profundizado con técnicas
mas actuales. Asi mismo, se evidencia que una de las principales dificultades presentadas
en el estudio concreto del citoesqueleto es la dificultad de extraer y aislar los organelos o
componentes que hacen parte de este, lo que propone que se deben mejorar los protocolos

existentes para este fin, o0 generar nuevos.

3.3 Fracciones Celulares

Giardia es un diplomonado de divergencia temprana, el cual tiene pocos organulos
comparado con los eucariotas mas modernos. En su interior domina una red enmaranada
de reticulo endoplasmatico (ER) y vacuolas periféricas similares a lisosomas (PVs) las
cuales intervienen en la toma de los nutrientes. Posee también unas vesiculas similares a
Golgi que son especificas del enquistamiento (ESVs) y se encargan de distribuir el material
de la pared celular hacia la superficie durante el enquistamiento (Benchimol & De Souza,
2011; Martincova et al., 2015).

La forma trofozoito de este protista carece de organulos encontrados en los eucariotas
superiores, como las mitocondrias y los peroxisomas tradicionales. Sin embargo, se ha
demostrado que posee mitosomas, unas formas altamente reducidas de tipo mitocondrial,
que no poseen ADN y que se ven involucradas en la biosintesis del grupo Fe/S y en el
plegamiento e importacion de proteinas (Benchimol & De Souza, 2011).

Con el objetivo de estudiar los mitosomas presentes en G. lamblia, Rada et al (2009)
llevaron a cabo una investigacion proteémica junto con técnicas de inmunoflorescencia en
la cual encontraron, identificaron y localizaron una nueva proteina mitosomal, una proteina

de tipo glutaredoxina monotiolica. El extracto enriquecido de mitosomas provenia de un
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cultivo de trofozoitos de la cepa WB, la separacién de las proteinas se realizé por 2D-
PAGE y posteriormente se llevd a cabo espectrometria de masas MALDI-TOF. Los
espectros resultantes fueron analizados usando MASCOT y la base de datos de
GiardiaDB. Del gel 2D escogieron los 25 spots mas abundantes para llevar a cabo la
espectrometria de masas, donde identificaron 18 proteinas individuales. Dentro de ellas
estaban 4 marcadores mitosomales (IscS, IscU, Hsp70, y Cpn60), cinco proteinas con
funcion hipotética, y una proteina Glutaredoxina, entre otras mas. Esta Glutaredoxina fue
localizada posteriormente por inmunofluorescencia en los mitosomas, estudiada su
secuencia, y analizada filogenéticamente proporcionando luces sobre el origen y evolucion

de estos organulos (Rada et al., 2009).

Mas adelante, Jedelsky et al (2011) realizaron un estudio de prote6mica cuantitativa de los
mitosomas de G. lamblia, mediante una técnica de fraccionamiento celular utilizando
marcacion isobarico (iTRAQ) con el fin de entender mejor la funcién y el origen evolutivo
de estos organulos. Las fracciones enriquecidas de mitosomas las obtuvieron de
trofozoitos de G. lamblia ensamblaje A (cepa WB) mediante centrifugacion en gradiente
discontinuo. Aunque se confirmé la presencia de mitosomas en las fracciones por
microscopia electronica, éstas también contenian contaminantes de vesiculas que se
fraccionaron. Para separar estos contaminantes llevaron a cabo el marcacion isobérico de
los péptidos mediante iTRAQ. La separacion e identificacion se hizo mediante nano
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (nano-LC MS/MS).
El resultado fue la identificacion de 638 proteinas, sin embargo, para hacer mas estrecho
y confiable el resultado, compararon la relacién iTRAQ de las proteinas encontradas con
la relacion iTRAQ de seis marcadores tipicos mitosomales (IscS, IscU, [2Fe2S]
ferredoxina, Cpn60, Hsp70 y glutaredoxina 5) donde finalmente obtuvieron 139 proteinas
con relacion similar. La busqueda de los espectros fue realizada con el programa MASCOT
en la base de datos de GiardiaDB. Mediante bioinformatica, les fue asignada una funcion
probable a cada una de las 139 posibles proteinas mitosomales (Figura 3-4).
Adicionalmente, mediante inmunoflorescencia se determiné la localizacién mitosomal de

20 de estas proteinas.
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Figura 3-4: Clasificacién de las proteinas identificadas en los mitosomas de acuerdo a su
funcion. Extraido de Jedelsky et al (2011).
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Dentro de las 20 proteinas identificadas y localizadas en los mitosomas de G. lamblia se
encuentran proteinas involucradas en la biosintesis de los centros Fe-S, una proteina
nueva diflavo NADPH reductasa, una proteina asociada a VAMP, componentes
translocasa involucrados en el transporte de proteinas a través de la membrana mitosomal,
y dos proteinas hipotéticas mas, una con dos dominios transmembranas predichos, y otra
proteina globular soluble.

Este trabajo constituye un aporte considerable al entendimiento del funcionamiento y
origen de los mitosomas en Giardia, aunque en gran medida obstaculizado por la
abundancia de ER y estructuras citoesqueléticas en la célula. Ninguna de las proteinas
nuevas identificadas y localizadas en el mitosoma habia sido reportada por estudios
gendémicos anteriores. Ademas, el estudio demostré que el proteoma del mitosoma giardial
es relativamente pequeno (50 a 100 proteinas) y con un funcionamiento simple, que esta
metabdlicamente limitado a la biosintesis de centros FeS, con una maquinaria simple de
transporte a través de la membrana, y con otras proteinas que hipotéticamente son
importantes para la interaccion con otros compartimientos celulares (proteina asociada a
VAMP) (Jedelsky et al., 2011). Ademas, los aportes realizados por estos autores han sido
ampliamente utilizados en la base de datos GiardiaDB, como evidencia de espectrometria
de masas para muchos registros genémicos de G. lamblia.
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La dificultad en aislar y purificar los mitosomas de Giardia, llevé a Martincova et al (2015)
a la caracterizacion bioquimica de éstos mediante un enfoque de marcado enzimatico in
vivo, con el fin de obtener informacion acerca de los procesos de importacién de proteinas
y otros procesos bioquimicos de estos organulos. Estos ensayos altamente especificos
fueron seguidos por espectrometria de masas para el analisis e identificacion de las
proteinas. El marcacién enzimético lo realizaron mediante la unién especifica de Biotina a
proteinas mitosomales, con el uso de la biotina ligasa de Escherichia coli (BirA), en los
trofozoitos de G. lamblia ensamblaje A (cepa WB). Las proteinas marcadas fueron
utilizadas para co-purificar complejos proteicos, los cuales fueron posteriormente
analizados en espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Ademas, mediante
inmunofluorescencia y Western-Blotting lograron monitorear in situ estas proteinas. En
este estudio, se identificaron y localizaron més de 12 proteinas nuevas de la matriz y de la
parte externa de la membrana mitosomal. Dentro de éstas, la proteina Tim44, primer
componente conocido del complejo de translocasa de membrana interna (TIM), y mediante
bioinformatica encontraron y determinaron genes paralogos para esta misma. Asi mismo,
mediante el marcacién enzimatico, encontraron que el transporte de las proteinas a través
de la membrana mitosomal se realiza sin transporte vesicular y en un estado desplegado.
Finalmente, la mayoria de la proteinas identificadas son especificas de G. lamblia,
indicando procesos unicos en el metabolismo mitosomal, aparte de la biosintesis de FeS.

La dificultad en aislar y extraer los mitosomas, con referencia a la contaminacion causada
por el ER y las vesiculas; lleva a que los estudios en proteémica estén ligados a técnicas
de marcacion, ya sea iTRAQ o marcacion enzimatico, como se explicé anteriormente. Las
investigaciones realizadas por Jedelsky et al (2011) y Martincova et al (2015) demostraron
que estas técnicas son muy Uutiles en las investigaciones de organulos especificos o
fracciones celulares; en especial en organulos tan pequefios como un mitosoma giardial.
Asi mismo, estos estudios demuestran que no todo estd entendido acerca del
funcionamiento de los mitosomas, y que aunque se les ha considerado como organulos de
metabolismo simple, ain queda mucho por estudiar y entender de los procesos
bioguimicos de estas fracciones. Encontrar nuevas proteinas especificas, y que estén
relacionadas a nuevos procesos o rutas, abre la controversia acerca de este organulo de
divergencia temprana. Por lo tanto, se abre la posibilidad de realizar mas investigaciones
al respecto, por ejemplo comparando el proteoma mitosomal entre ensamblajes y cepas
diferentes, o evaluando su relacion y funcion en los procesos de diferenciacion del parasito.
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Por otro lado, y como parte de la proteémica de organulos celulares, Stefanic et al. (2006)
estudiaron las vesiculas especificas de enquistamiento (ESVs), con el fin de descubrir
proteinas especificas de estas vesiculas, o proteinas que estuvieran asociadas
periféricamente a ellas, ya que en ese momento poco era conocido acerca de la creacion
y maduracién de las ESVs. En este estudio, los trofozoitos de la cepa WB C6 de G. lamblia
ensamblaje A fueron inducidos al enquistamiento mediante el protocolo de dos pasos de
Boucher & Gillin (1990). Luego, bajo protocolos propios, se extrajeron fracciones
enriquecidas en microsomas de ESVs mediante gradiente de sacarosa. La fraccién
obtenida se analizé por electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE) y la espectrometria
de masas se realizé por MALDI-TOF. La busqueda de los péptidos se hizo comparando
los resultados obtenidos en la espectrometria con el genoma de Giardia usando el
programa MASCOT. Como resultado, separaron e identificaron 16 proteinas: alfa giardinas
(a1, a2 y a1l giardinas), enzimas metabdlicas (Glutamato deshidrogenasa NADP-
especifica, Ornitina carbamoiltransferasa), antigenos del trofozoito (GTA-1, GTA-2), e
inesperadamente identificaron algunas proteinas que son componentes del sistema de
control de calidad del reticulo endoplasméatico, como muchas subunidades del proteosoma
20S y una proteina de choque térmico (HSP70-BiP) (Tabla 3-2). Aquellas proteinas que
esperaban encontrar pero que finalmente no fueron identificadas, como la CWP1 'y CWP2,
fueron identificadas previamente mediante electroforesis de una dimensién (SDS-PAGE)
y Western blot, evidenciando asi la diferencia entre estos tipos de electroforesis en cuanto
a la solubilizacion de la muestra, ya que las técnicas de 2D-PAGE no fueron suficientes
para solubilizar efectivamente las CWPs. Este estudio fue importante por su aporte en
cuanto a la naturaleza de las ESVs, y el transporte y maduracion del material necesario
para la pared del quiste (Stefanic et al., 2006).
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Tabla 3-2: Listado de las proteinas identificadas que estan relacionadas con las ESVs.
Extraido de Stefanic et al (2006).
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Posteriormente, Wampfler et al (2014) realizaron una investigacién de tipo proteémico de
los organulos celulares tipo vesicula, como lo son las vesiculas especificas de
enquistamiento (ESVs) y las vesiculas periféricas (PVs). Las ESVs estan involucradas en
la clasificacion y trafico de las proteinas propias de la pared del quiste (CWP) en el proceso
del enquistamiento, mientras que las PVs como vesiculas endociticas de absorcion en el
trofozoito. La finalidad de su investigacion fue identificar proteinas especificamente
asociadas a estos organulos y que puedan ayudar a caracterizar su naturaleza, rango de
funciones, e historia evolutiva en el contexto del nicho ecoldgico de Giardia. La
metodologia la llevaron a cabo en dos pasos: citometria de flujo para separar y extraer las
fracciones enriquecidas de las vesiculas, y protedmica “shotgun’ para la identificacién de
las proteinas. Los trofozoitos (WBC6) y trofozoitos en enquistamiento (Protocolo de
induccion de dos pasos) de Giardia fueron utilizados para extraer los organulos
vesiculares. Los extractos fueron enriquecidos por marcacién con fluorescencia y posterior
citometria de flujo, para evitar asi la contaminacién con la membrana y el reticulo
endoplasmatico. La identificacion la llevaron a cabo mediante la combinacién de
electroforesis unidimensional (SDS-PAGE), cromatografia liquida (LC) y espectrometria de
masas en tandém con ionizacion por electrospray (ESI-MS/MS). Finalmente, los espectros
fueron buscados usando MASCOT vy la base de datos GiardiaDB. En el estudio se
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identificaron en total, de todas las muestras, 1213 proteinas substrayendo los
contaminantes. Para determinar proteinas especificas de estos organulos se llevo a cabo
una clasificacion in silico, realizando diferentes sobrelapamientos o intersecciones entre
las diferentes muestras (ESVs y PVs); al tomar los datos repetidos como posibles
contaminantes, finalmente se pudieron identificar 72 proteinas especificas de ESVs y 82
especificas de PVs. Posteriormente, las proteinas encontradas fueron categorizadas como
lo muestra la tabla 3-3 (Wampfler et al., 2014)

Tabla 3-3: Clasificacion de las proteinas asociadas a las vesiculas periféricas (PV) y a las
vesiculas especificas del enquistamiento en G. lamblia. Extraido de Wampfler et al (2014).
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En este mismo contexto, Jerlstrdm-Hultqvist et al (2012) estudiaron el proteosoma de
Giardia mediante la combinacion de técnicas recombinantes y técnicas protedmicas. Estos
investigadores disefiaron un conjunto de vectores de expresién que permitian la
produccion de proteinas recombinantes y asi mismo, su localizacion mediante una nueva
etiqueta de afinidad basada en la Estreptavidina. Este ensayo lo evaluaron con la expresién
de dos proteinas involucradas en la virulencia del parasito, la arginina deiminasa (ADI) y
la ornitina carbamoil transferasa (OCT) recombinantes. Mediante la purificacién de
proteinas complejas utilizando el marcacion SF-TAP (Strep II-FLAG—tandem affinity
purification, en inglés) lograron determinar la composicién del proteosoma 26S de G.
lamblia. Los trofozoitos de cepa WB del ensamblaje A, fueron modificados con los
vectores, y las proteinas recombinantes fueron usadas para purificar el proteosoma por
cromatografia de afinidad StrepTactin, y posteriormente analizadas por espectrometria de
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masas MALDI-TOF. Los espectros fueron cotejados con la base de datos de proteinas nr
del NCBI mediante el programa MASCOT. Finalmente, lograron identificar 37 proteinas
mediante MS, de las cuales 28 fueron reconocidas como componentes del proteosoma de
G. lamblia al ser comparadas con homélogos del proteosoma de Saccharomyces
cerevisiae. Las otras nueve proteinas se identifican como dinamina, ubiquitina carboxil-
terminal hidrolasa 14, BiP, y seis proteinas ribosomales. Ademas de considerarse como el
primer estudio de proteinas recombinantes con marcacion de afinidad junto con
espectrometria de masas en Giardia, esta investigacion aporta al conocimiento de factores
de virulencia y a la funcionalidad del proteosoma, lo que permitira posteriormente nuevos
estudios enfocados al desarrollo de vacunas y tratamientos contra la enfermedad
(Jerlstrdbm-Hultgvist, Stadelmann, Birkestedt, Hellman, & Svard, 2012).

3.4 Virulencia y Resistencia

La interaccion hospedero-parasito es un tipo de asociacioén en la cual ambos organismos
desempenan funciones activas y esenciales. El metabolismo y la evolucion del parasito
dependen de esta relacion, donde generalmente se establece un contacto bioldgico e,
inclusive, un intercambio molecular entre los dos organismos. Esta interaccion conlleva
acciones patégenas, modificaciones homeostaticas del hospedero y, asi mismo, la
respuesta adaptativa de su sistema inmune (Rodriguez Diego, Pedroso Reyes, Olivares,
Sanchez-Castilleja, & Arece Garcia, 2014).

En el caso de Giardia, esta relacion implica que el parasito debe ingresar al organismo,
ubicarse en el intestino delgado y unirse de manera directa al epitelio intestinal; esto
mediante la fijacion de su organulo Unico, el disco ventral. La interaccién con las células
epiteliales del intestino activa mecanismos patdgenos como la adhesion al borde
microvelloso del epitelio, la interaccién con factores microambientales, y la produccién y
secrecion de moléculas capaces de interactuar con el epitelio o que provocan la respuesta
inmune por parte del hospedero. Estas interacciones producen el establecimiento de la
enfermedad Giardiasis, dando lugar a la apoptosis de las células epiteliales intestinales,
interrupcién de la barrera del epitelio y la mala absorcion de nutrientes (Ortega-Pierres,
Bazan-Tejeda, Fonseca-Lifnan, Bermudez-Cruz, & Arglello-Garcia, 2011), (Cotton, Beatty,
& Buret, 2011).
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Existen modelos in vitro establecidos de la interaccién hospedero-Giardia que facilitan el
entendimiento de este proceso y la patogénesis de la Giardiasis (Ringqvist et al., 2008).
Asi mismo, se ha llevado a cabo una variedad de estudios con base en la interaccion de
trofozoitos con células epiteliales intestinales (IECs, intestinal epithelial cell en inglés)
principalmente de las lineas Caco-2, HCT-8 y HT-29. Muchas de estas investigaciones de
tipo post-gendmico se basaron en estudiar la expresion génica y los cambios
transcripcionales en co-cultivos (Ringqvist, Avesson, Séderbom, & Svard, 2011) (Ferella et
al., 2014), como también estudios complementarios de transcriptos (Roxstrom-Lindquist,
Ringqvist, Palm, & Svard, 2005) (Stadelmann, Hanevik, Andersson, Bruserud, & Svard,
2013).

En cuanto a estudios de caracter proteédmico solo se encontraron dos publicaciones en la
bdsqueda realizada en las bases de datos segun la metodologia propuesta. Un primer
estudio realizado por Ringqvist et al. (2008), el cual se enfoc6 en la identificacion de
proteinas del secretoma, y el otro realizado por Emery et al (2016) en el que se llevd a
cabo protedmica de tipo cuantitativo para determinar las proteinas involucradas en la
interaccion hospedero-Giardia. Los resultados de estos estudios post-genémicos
evidencian la eficiencia de los modelos in vitro para la interaccién hospedero-parasito, asi

mismo, para el entendimiento de la Giardiasis.

En primer lugar, Ringqvist et al (2008) realizaron investigacion protedmica para estudiar
los factores involucrados en la interaccion del parasito G. lamblia con las células epiteliales
del hospedero, mediante técnicas de co-cultivo con células epiteliales humanas. Este
estudio puede ser considerado como el primer acercamiento de tipo proteémico con el
propésito de estudiar el secretoma en la virulencia de este parasito y en un sistema
homologo humano. La técnica se llevd a cabo con trofozoitos del ensamblaje A de G.
lamblia, cepa WB-C6; éstos fueron co-cultivados con células epiteliales de intestino
humano de la linea HT-29. La muestra se obtuvo del medio de cultivo donde se llevé a
cabo la interaccion para asegurar que las proteinas encontradas hubieran sido secretadas.
El extracto proteico fue separado por 2-DE y los spots fueron analizados por
espectrometria de masas MALDI-TOF. Utilizando el programa MASCOQOT, los mapas de los
péptidos obtenidos fueron buscados en la base de datos de proteinas no redundantes del
NCBI. El resultado principal del estudio fue el encontrar e identificar 3 proteinas
metabdlicas de Giardia que se liberaron al medio después de la interaccion con las células
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del hospedero: La arginina deiminasa (ADI), la ornitina carbamoil transferasa (OCT) y la
enolasa, proteinas reconocidas como antigenos inmunodominates durante la Giardiasis.
Las proteinas secretadas de G. lamblia las localizaron en el citoplasma y en el interior de
la membrana plasmatica de los trofozoitos. La presencia de ADI, a la cual se le ha atribuido
la facultad de desactivar algunas respuestas inmune por partes del hospedero (como lo es
la produccién de éxido nitrico), indica que la liberaciéon de esta enzima en el proceso de

unién del parasito facilita la eficaz colonizacion del mismo en el intestino delgado.

Como se coment6 anteriormente el segundo estudio abarcé proteémica de tipo
cuantitativa. Aqui, Emery et al (2016) llevaron a cabo modelos de interaccién hospedero-
parasito in vitro pero teniendo en cuenta dos tratamientos diferentes; uno de ellos consistia
en identificar las proteinas del trofozoito después de un co-cultivo con células epiteliales
intestinales (linea HT-29), mientras que el otro tratamiento consistia en la interaccién con
solo las secreciones del hospedero, es decir sus factores solubles (HSF, host soluble
factors en inglés). La técnica protedmica se llevé a cabo utilizando marcacion de masas en
tandem (TMT), en la cual se utilizan marcaciones isobaricas multiplex para la cuantificacion
de las proteinas. En la técnica, los trofozoitos de G. lamblia BRIS/95/HEPU/2041 se
cultivaron con células epiteliales del intestino humano linea HT-29. Las proteinas fueron
marcadas con TMT y separadas por nano cromatografia liquida seguida por
espectrometria de masas en tandem (NanoLC-MS/MS). La identificacion de las proteinas
se llevo a cabo usando el programa MASCOT y la base de datos GiardiaDB.

En este trabajo fueron identificadas un total de 1664 proteinas no redundantes reuniendo
los dos tratamientos, un niumero muy representativo comparandolo con los resultados de
estudios previos. De éstas, fueron 68 proteinas las que se expresaron de manera
diferencial, 45 proteinas expresadas en los trofozoitos del co-cultivo con IEC, y 38
proteinas en los trofozoitos expuestos a HSF. Al enfrentar los datos obtenidos entre los
dos tratamientos encontraron que muy pocas proteinas se sobrelapan, entendiéndose asi
que la expresion o fenotipo varia con la interaccién con HSF en comparacién a la union
con IEC. Estos resultados pueden indicar que los trofozoitos de Giardia responden en las
primeras etapas a la secrecion producida por el hospedero, precisamente antes de la unién
al epitelio intestinal. Los factores solubles del hospedero (HSF) estimulan factores de
virulencia en los trofozoitos de Giardia para el establecimiento de la enfermedad, con una
sobre-regulacién de proteinas de membrana y de secrecidn, incluyendo tenascinas,
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precursores de la catepsina-B, cistatina, y numerosas proteinas variantes de superficie
(VSP). En el caso de los trofozoitos unidos al epitelio, se encontré una sobre-regulacién
de proteinas involucradas en las vias intracelulares para la ubiquitinacion, oxidoreductasas
involucradas en la desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la produccién
de fosfato de piridoxal (PLP). Las ROS son un mecanismo usado por el hospedero para
combatir la presencia del parasito, y por lo tanto, es obvia la sobreexpresién de proteinas
que intervienen en su desintoxicacion. El estudio de Emery et al (2016) establece la
hipétesis de que existen dos mecanismos de interaccion hospedero-Giardia, ya sea la
produccion de factores de virulencia por el contacto con la secrecién del hospedero, o por

la unién fisica del parasito con las células intestinales.

Al confrontar estos dos estudios se evidencia que en el trabajo de Emery et al (2016) no
se encuentran, dentro de las 1664 proteinas identificadas, dos de las tres encontradas en
la investigacion por Ringqvist et al (2008): La arginina deiminasa (ADI) y la enolasa. Este
sera tema de discusion en un capitulo posterior.

Vale la pena anotar que son pocos los estudios de protedmica que se han realizado para
dilucidar el mecanismo de interaccion y virulencia en G. lamblia, en realidad son solo dos.
Sin embargo, estos estudios se complementan con los datos y resultados obtenidos por
los enfoques de transcriptdmica para entender mejor la interacciéon y el desarrollo de la
enfermedad. Se hacen necesarios mas estudios para asi aumentar los datos en cuanto a
las proteinas involucradas en este proceso infectivo, asi mismo, para establecer sus

mecanismos de regulacién.

Estudios de protedbmica cuantitativa para la identificacién de factores de virulencia e
interaccion hospedero-Giardia, teniendo en cuenta otros grupos genéticos diferentes al
bien conocido ensamblaje A, pueden dar un mejor entendimiento sobre la virulencia y su
especificidad de hospedero. El entendimiento de la interaccion entre Giardia y su
hospedero puede dar méas luz sobre los mecanismos que llevan a la enfermedad de la
Giardiasis, y asi mismo, poder encontrar y definir factores que puedan ser utilizados como
posibles blancos para vacunas o tratamientos.

La técnica protedmica cuantitativa utilizando marcacién por masas en tandem (TMT)
parece ser muy efectiva al comparar los datos obtenidos en otros estudios. La investigacion
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realizada por Emery et al (2016) ha sido la primera en utilizar esta técnica en un estudio
de Giardia, y también ha sido el reporte en el cual se ha identificado el mayor nimero de
proteinas en un solo estudio, lo que contribuye al enriquecimiento de las bases de datos
gendmicas y protedmicas de Giardia.

Paralelamente a los estudios de interaccidbn se encuentran estudios de resistencia a
medicamentos. Son muchos los medicamentos que se usan para el control de una
infeccién o patogenicidad causada por microorganismos, principalmente, los antibiéticos.
La resistencia a estos medicamentos por parte del parasito, generalmente, esta asociada
a cambios funcionales y estructurales que permiten la inactivacion del medicamento, el
aumento del eflujo para evitar su acumulacion, la alteracion del sistema enzimatico, la
alteracion de las moléculas diana de éstos y/o la evasién de la apoptosis (Paz-Maldonado,
Arguello-Garcia, Cruz-Soto, Mendoza-Hernandez, & Ortega-Pierres, 2013).

Los tratamientos con medicamentos contra la giardiasis se agrupan en dos tipos: con
componentes nitroheterociclicos (Metronidazol, nitazoxanida y furazolidona) vy
componentes benzimidazoles (Albendazol y mebendazol) (Geurden & Olson, 2011). El uso
de los medicamentos paromomicina y quinacrina es poco frecuente, ya que estos
medicamentos presentan problemas debido a su baja eficacia y alta toxicidad,
respectivamente. Asi mismo, se ha comprobado la resistencia de diferentes cepas de G.
lamblia a muchos de estos medicamentos (Abboud et al., 2001; Ansell et al., 2015). Los
efectos y la resistencia a los componentes nitroheterociclicos, principalmente metronizadol,
ha sido muy estudiada (Ansell et al., 2015); no obstante, no hay registros de estudios
protedmicos. El unico registro encontrado en la presente revisién hace referencia a una
investigacion conjunta de proteémica y transcriptémica de trofozoitos de G. lamblia
resistentes a albendazol.

En este sentido, Paz-Maldonado et al (2013) llevaron a cabo un estudio de tipo protedmico
y transcripcional con el fin de identificar posibles proteinas y genes que estuvieran
involucrados en la resistencia del parasito al albendazol. Realizaron la comparacién entre
cultivos de trofozoitos de una cepa WB sensibles al albendazol y una cepa WB resistentes
al mismo. Se basaron en la técnica en gel 2-DE para llevar a cabo la comparacion y
cuantificacién, y LC-MS/MS para la identificacion. Los espectros recolectados fueron
buscados en la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI mediante MASCOT.
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Asi mismo, llevaron a cabo un ensayo RT-PCR para determinar los niveles de expresion
de los ARNm de los genes involucrados, concordando con los resultados encontrados en
el enfoque protedbmico. En este estudio se identificaron en total 8 proteinas que se
expresan diferencialmente en los trofozoitos resistentes, Alfa-2-giardina, RanBP1, TPI,
PGK, OCT, NADHox y dos proteinas hipotéticas. Estas moléculas estan relacionadas con
el citoesqueleto, el metabolismo antioxidante y el metabolismo energético, lo que sugiere
que juegan un papel importante en la expresion del trofozoito por estrés mediante el

estimulo de un medicamento.

Los estudios referentes al efecto y resistencia a los medicamentos proporcionan
informacién valiosa sobre como el parasito evade el modo de accién del medicamento y
se pueden llegar a establecer moléculas como objetivos para posibles nuevos
tratamientos. En el caso de G. lamblia, el Unico estudio de protedémica (Paz-Maldonado et
al, 2013) fue llevado a cabo en resistencia al albendazol, lo que abre muchas posibilidades
de investigaciones en este campo. Se hacen necesarios estudios protedmicos sobre la
accion y resistencia de otros medicamentos, como también su expresién entre
ensamblajes diferentes. Ademas, se puede hacer uso de técnicas y tecnologias

protedmicas mas avanzadas.

3.5 Grupos Genéticos

Giardia lamblia ha sido considerado como un complejo de especies compuestos por ocho
grupos genéticos o ensamblajes (A-H), agrupados asi de acuerdo con su filogenia y su
afinidad de hospedero. De éstos los ensamblajes A y B son los Unicos que infectan
humanos; sin embargo, también se han encontrado como parasitos de otros mamiferos,
salvajes o no salvajes (Feng & Xiao, 2011; Ryan & Caccio, 2013). Asi mismo, puede haber
variacion genética dentro de los ensamblajes, lo que origina subensamblajes (por ejemplo
A1 y A2 para el ensamblaje A). Y dentro de los subensamblajes, genéticamente mas
cercanos, se encuentran las cepas; por ejemplo, la muy bien estudiada cepa WB del
subensamblaje A1 de G. lamblia (Ryan & Caccio, 2013). Dentro de este contexto, se
revisaran los estudios realizados que se basaron en hallar diferencias del proteoma inter-

e intra-ensamblajes.
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En primer lugar, Steuart et al (2008) llevaron a cabo un estudio utilizando electroforesis de
una y dos dimensiones para determinar diferencias a nivel proteémico de dos cepas
infectivas de humanos, el ensamblaje A y ensamblaje B, de las cuales no se tenia mucha
informacion al respecto. El extracto proteico se obtuvo de muestras de trofozoitos de
ambos ensamblajes, especificamente de tres cepas (BAH 2c2, 26¢11, 40c9) para el
ensamblaje A y tres cepas (BAH 34c8, 12c14, 15c1) para el ensamblaje B. Mediante
electroforesis de una dimension (1DE) y de dos dimensiones (2DE) se llevo a cabo la
separacion de las proteinas; se compararon los geles para ambos ensamblajes y los spots
de proteinas diferentes fueron extraidos para su identificaciéon. Luego se utilizé
espectrometria de masas MALDI-TOF y los espectros obtenidos fueron cotejados con la
informacién disponible en la base de datos del NCBI utilizando el programa MASCOT. Las
diferencias entre los geles de la electroforesis les permitié identificar una proteina del
citoesqueleto especifica para el ensamblaje A, la alfa 2 Giardina. Aunque observaron
varias proteinas exclusivas del ensamblaje B en los geles de la electroforesis, no las
identificaron debido a la falta de datos genémicos disponibles en ese momento para las
cepas del ensamblaje B. Este estudio fue uno de los primeros en encontrar diferencias, en
cuanto a proteinas, entre grupos genéticos y asi mismo recomienda la necesidad de revisar
la taxonomia de G. lamblia (Steuart, O’Handley, Lipscombe, Lock, & Thompson, 2008).

En otra investigacién, Emery, Van Sluyter, & Haynes (2014) llevaron a cabo uno de los
primeros estudios de protedmica comparativa entre dos cepas diferentes de G. lamblia
ensamblaje A. Ademas compararon dos técnicas o enfoques diferentes para la obtencion
de las proteinas, y asi evaluar su efectividad en los estudios de proteémica. Las dos cepas
estudiadas pertenecen a ensamblaje A de G. lamblia, la cepa BRIS/95/HEPU/2041 (B-
2041) proveniente de ave y la cepa BRIS/82/HEPU/106 (H-106) proveniente de humano.
Estudios realizados con ratones determinaron que la cepa B-2041 presentaba un cuadro
infeccioso mayor que H-106, por lo que estos investigadores decidieron determinar la cepa
H-106 como control, mientras que B-2041 como cepa virulenta. Para conseguir su objetivo,
utilizaron dos técnicas diferentes, una con preparaciones de muestra y plataforma en
solucién, y la otra con plataforma en gel. En la primera usaron la combinacion de
“preparacién de muestra ayudada por filtro” (FASP, Filter aided sample preparation en
inglés) con el fraccionamiento en fase gaseosa (GPF, Gas-phase fractionation en inglés),
y en la segunda con electroforesis 1D seguida por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). La intencion era evaluar estas dos
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técnicas en cuanto a su efectividad en los estudios globales de la abundancia de proteinas,
asi como la cobertura del proteoma (Emery et al., 2014).

En total, entre las dos técnicas, encontraron 1376 proteinas no redundantes para Giardia;
de las cuales 1130 fueron reconocidas en el experimento gel nanoLC-MS/MS, y 1212
fueron identificadas con la técnica FASP-GPF. De las 1130 proteinas de la técnica de gel
nanoLC-MS/MS, 37 mostraron abundancia en la cepa control H-106, y 29 proteinas en la
cepa virulenta B-2041. Solo se encontraron 4 proteinas Unicas para H-106 y 2 proteinas
Unicas para B-2041, y ninguna de estas expresadas diferencialmente. De las 1212
proteinas encontradas con FASP-GPF, 192 se expresaron diferencialmente (110 proteinas
para H-106, 82 para B-2041). De las proteinas encontradas con mayor abundancia en las
dos cepas, fueron de especial interés las proteinas variantes de superficie (VSP), estas
proteinas estan involucradas en la adaptacién del parasito al hospedero, en la evasién
inmune y en su virulencia (Ankarklev et al., 2010). Entre las dos cepas se encontraron 35
VSPs, siendo 3 de ellas comunes, 6 Unicas para H-106, y 26 proteinas Unicas para B-2041.
De las proteinas de mayor abundancia en B-2041, estas 29 VSPs conforman el 25%. La
mayor cantidad y variabilidad de las VSPs en la cepa B-2041 puede caracterizar a esta
cepa como de mayor virulencia dentro del ensamblaje A. Comparando las dos plataformas
protedmicas, GPF parece ser mas eficiente en el sentido que un mayor nimero de
proteinas, y en especial las de mayor abundancia, fueron identificadas. Sin embargo, esta
diferencia con respecto al protocolo en gel se debe a proteinas principalmente de
membrana o con modificaciones lipidicas, lo que quiere decir que el protocolo usado de
solubilizacion es mejor para aquellas proteinas insolubles. Vale la pena destacar que en el
protocolo de solubilizacion FASP usado en GFP se utilizé 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), un
solvente que se ha demostrado ser util para incrementar el numero de proteinas de

membrana y proteinas con modificaciones lipidicas (H. Zhang et al., 2007).

Mas adelante, y en esta misma linea, Emery et al (2015) centrd su investigacién protedmica
cuantitativa en comparar ocho cepas diferentes del ensamblaje A de Giardia (Tabla 3-4).
Los extractos de proteinas fueron preparados utilizando la plataforma en solucion,
mediante preparacion de muestra ayudada por filtro (FASP) y fraccionamiento en fase
gaseosa (GPF), para luego, ser analizados por nano LC-MS/MS. Los espectros fueron
cotejados con la base de datos de GiardiaDB por medio del programa “Maquina de
Proteoma Global” (GPM, Global Proteome Machine en inglés). En este estudio se
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identificaron en total 1197 proteinas no redundantes entre todas las cepas del
subensamblaje A1 (778 proteinas/cepa en promedio) y 719 proteinas en el subensamblaje
A2. 503 proteinas fueron comunes en las sietes cepas del subensamblaje A1, lo que
confirma la idea de un conjunto central de proteinas para Giardia (Figura 3-5).

Tabla 3-4: Informacién de las cepas de G. lamblia utilizadas en el estudio de Emery et al
(2015). Modificado de la tabla suplementaria S1 de Emery et al (2015).

Cepa Ensamblaje Origen Hospedero
BRIS/83/HEPU 106 A1l Brisbane, Australia Humano
BRIS87/HEPU/713 A1l Brisbane, Australia Humano
OASH1 A1l Canada Oveja (Ovis aries)
Bac2 A1l Australia Gato (Felis catus)
BRIS/95/HEPU/2041 A1l Victoria, Australia  Cacatua (Cacatua galerita)
BRIS/89/HEPU/1065 A1 Brisbane, Australia Humano

WB A1 Afganistan Humano
BRIS/89/HEPU/1003 A2 Brisbane, Australia Humano

Figura 3-5: Distribucion de las proteinas unicas y compartidas identificadas entre las siete
cepas del subensamblaje A1. Tomado de la figura suplementaria S1 de Emery et al (2015).

Em 503 in 7 Samples
3 121in 5 Samples
B3 &7 in 5 Samples
3 99in 4 Samples
BB 109 in 3 Samples
3 129in 2 Samples
BB 149 in 1 Sample

Total=1197

El aporte principal de este estudio fue proporcionar una base de datos proteémicos de
cepas diferentes que complementen los datos que estaban disponibles para ese momento.
No obstante, también pudieron realizar un andlisis de las VSPs entre las cepas de los
correspondientes subensamblajes, encontrando diferencias especificas, en numero y
abundancia; como también dos perfiles de expresién: una “distribucion dominante” en
cinco cepas, y una “distribucion variable” en tres de ellas. Esta variabilidad se ha atribuido

a la variacién cromosomica y de cariotipo.
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3.6 Otros estudios

En la transfeccién estable de células de Giardia generalmente se usan dos sistemas de
seleccién por antibiéticos, ya sea por neomicina o puromicina. Su et al (2007) realizaron
un estudio para determinar si estos sistemas de seleccidn afectaban la expresién de genes
propios del parasito. Para ello, llevaron a cabo diferentes técnicas bioquimicas y
proteémicas comparando la expresion de una linea celular transfectada y una no
transfectada. La investigacién proteémica la llevaron a cabo en trofozoitos de G. lamblia
WB C6. Las dos lineas celulares, transfectada establemente y no transfectada, fueron
comparadas mediante electroforesis en gel bidimensional (2-DE), donde se identificaron
10 spots como sobre-regulados en las transfectadas comparadas con las no transfectadas.
La identificacion de estos 10 spots se llevd a cabo por huella peptidica usando
espectrometria de masas MALDI-TOF. La busqueda se realizd6 usando el programa
MASCOT vy la base de datos SwissProt. En total se identificaron 7 proteinas
sobrereguladas. Estas proteinas estan involucradas en la glicélisis (fosfoglicerato quinasa
(PGK) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PD)), enzimas de la hidrolisis de
arginina (ornitina carbamoiltransferasa (OCT) y carbamato quinasa (CK)), una proteina
hipotética (orf 16424), una enzima para reduccion de peroxidos (tioredoxina peroxidasa
(TP)), y una enzima involucrada en el plegamiento de proteinas (ciclofilina (CY)). Muchas
de estas proteinas también son sobrereguladas con puromicina (Su, Lee, Huang, Chen, &
Sun, 2007).

Los estudios de transfeccion sirven para investigar sobre las interacciones proteina-
proteina o para el andlisis de la activacién o represion de la transcripcion. Conocer e
identificar los mecanismos que intervienen en esta metodologia aporta al entendimiento de
los procesos celulares del parasito. Este ha sido el Unico estudio proted6mico que ha basado
su investigacién en células transfectadas de Giardia.

Finalmente, este panorama general de los estudios proteémicos de G. lamblia pretende
dar una visualizacion general de lo que, hasta la fecha, se ha realizado con esta
metodologia. Asi mismo, proveer al futuro investigador una base con la cual pueda
direccionar sus posibles estudios e investigaciones para conocer mas a fondo este
organismo parasito de gran importancia médica y filogenética.
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4. Algunos aportes de metainformacion en
estudios protedmicos de G. lamblia

Mediante un enfoque de mineria de datos se pretendia llegar a obtener meta informacion,
en el sentido de aquella informaciéon que no es evidente a primera vista, pero que se
encuentra alli y que puede darnos aportes y datos de interés, en este caso para el estudio
de Giardia. Dicho tratamiento de los datos se llevé a cabo en tres escenario diferentes: (1)
en relacion con el enquistamiento, (ll) en relacion con el citoesqueleto y (lll) en relacidén

con la interaccion hospedero-Giardia.
4.1 Protedmica del enquistamiento

En un primer escenario se buscé comparar dos estudios realizados en proteémica sobre
el enquistamiento en G. lamblia, para ello se tomaron los datos de una publicacién donde
se investigd sobre proteinas potencialmente ubiquitinadas durante el enquistamiento (Nifio
et al., 2013) y otro, donde su objetivo era dar un panorama general del proteoma durante
todo este proceso (Faso et al., 2013). Ambos estudios tomaron muestras y datos durante
diferentes tiempos del proceso: enquistamiento temprano, enquistamiento medio, y
enquistamiento tardio. Aqui se pretende hacer una comparacion preliminar de las
proteinas, que durante el proceso de enquistamiento, pueden estar potencialmente
modificadas con ubiquitina. Para esta comparacion se tuvieron en cuenta los datos
provistos en tres momentos diferentes, en la etapa 0 (trofozoito), un conjunto de datos que
reune todas las etapas del enquistamiento, y finalmente los datos de la etapa final (quiste).

En la etapa 0 o trofozoito, en el estudio de Nifio et al (2013) se encontraron 149 proteinas,
mientras que en la misma etapa, en Faso et al (2013) se encontraron 555 proteinas. Una
primera mirada hace suponer que las 149 proteinas potencialmente ubiquitinadas se iban
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a encontrar dentro del panorama general, sin embargo al realizar el sobrelapamiento entre
estas etapas de los dos estudios se encontraron solo 84 proteinas en comun (Figura 4-1).
Esto indica que 471 proteinas del trofozoito no estarian ubiquitinadas; mientras que 65

proteinas potencialmente ubiquitinadas no se encontraron en este panorama general.

Figura 4-1: Diagrama de Venn mostrando los datos que se comparten entre los dos
estudios, en la etapa de trofozoito.

Trofozoito, Faso et al (2013)

Trofozoito, Niio et al (2013)

Asi mismo, se realizd un cruce entre los datos provistos por estos dos estudios, pero en
este caso teniendo en cuenta la etapa final o quiste; Nifio et al (2013) reportaron 56
proteinas, mientras que Faso et al (2013) reportaron 601 proteinas. Es notorio ver que el
nimero de proteinas ubiquitinadas disminuyd, mientras que el de las proteinas
identificadas en el panorama general aumenté. Esto puede evidenciar el hecho que aunque
hay un mayor numero de proteinas en las etapas finales del enquistamiento, éstas no son
ubiquitinadas. Al cruzar estos estudios se encontraron 39 proteinas en comun, es decir
proteinas del panorama general que sufren ubiquitinacion en esta etapa, y por
consiguiente, 562 proteinas del panorama general del quiste, que posiblemente no son
potencialmente ubiquitinadas (Figura 4-2).
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Figura 4-2: Diagrama de Venn obtenido al realizar un cruce entre las proteinas
identificadas en la etapa de quiste entre los estudios de Nifio et al (2013) y Faso et al
(2013)

Quiste, Faso et al (2013)

Quiste, Nifo et al (2013)

En el caso de las proteinas encontradas durante todo el proceso de enquistamiento, los
dos estudios llevaron a cabo muestras en diferentes tiempos de enquistamiento. En esta
mineria se agruparon los datos como un solo conjunto, para cada uno de los estudios. Esta
adicion se llevo a cabo en la plataforma R, teniendo en cuenta que no resultaran datos
redundantes. Es asi que, Nifo et al (2013) hacen referencia a un numero total de 133
proteinas encontradas durante todas las etapas del enquistamiento (diferentes tiempos),
mientras que en Faso et al (2013) fueron 921 las proteinas identificadas. Interceptando
estos dos conjuntos de datos, 24 proteinas potencialmente ubiquitinadas no fueron
encontradas en el estudio general, mientras que 812 proteinas no se registraron como
posibles proteinas ubiquitinadas; finalmente, un numero de 109 proteinas fueron halladas
en ambos estudios (Figura 4-3).

Figura 4-3: Diagrama de Venn que muestra las proteinas compartidas y no compartidas
entre los dos estudios, durante todo el proceso de enquistamiento.

Enquistamiento, Faso et al
(2013)

Enquistamiento, Nifio et al
(2013)
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En una primera mirada, es interesante el hecho de que proteinas consideradas
potencialmente ubiquitinadas en el enquistamiento no se hayan encontrado en un estudio
que pretendia ser un panorama muy general de este proceso; es de suponerse que al ser
éste un estudio que pretende abarcar todas las proteinas que pudieran estar involucradas
en el enquistamiento, también sean encontradas alli, las que se ubiquitinan. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que hay diferencias entre la metodologia utilizada por los autores.
Una notoria diferencia es el protocolo usado para llevar a cabo el enquistamiento in vitro.
Mientras que Nifio et al (2013) siguieron el protocolo basado en bilis bovina en alta
concentracion (Kane et al., 1991), el estudio de Faso et al (2013) se llevd a cabo induciendo
al enquistamiento con la técnica de los dos pasos (Boucher & Gillin, 1990). Esta diferencia
entre las técnicas también es notoria en los tiempos que se tuvieron en cuenta en el
enquistamiento, en Nifio et al (2013) el proceso se llevd a cabo en 48 horas, mientras que
en Faso et al (2013) solo bastaron 14 horas.

Aunque los dos estudios fueron realizados en organismos del ensamblaje A,
especificamente cepa WB, la protedémica de Faso et al (2013) fue libre de marcacién (label
free), mientras que en Nifo et al (2013) utilizaron marcacién de proteinas basado en
HissUb. Esta diferencia en el tratamiento de la muestra puede ser una razén del porqué,
muchas proteinas ubiquitinadas no se encontraron en el estudio global del enquistamiento.
Sin embargo, se hace necesario profundizar mas sobre estas diferencias, teniendo en
cuenta que la ubiquitinacién, segun lo plantea Nifo et al (2013), es un proceso de vital
importancia en el enquistamiento de Giardia y por lo tanto, estas proteinas se deben
evidenciar en los estudios del proceso de diferenciacion.

Por otra parte, entre las proteinas-Ub en las diferentes fases del enquistamiento, y las
cuales no fueron encontradas en el estudio general de Faso et al (2013), se realiz6 una
interseccién para determinar que proteinas-Ub se encontraban en todo el proceso de
enquistamiento. Como resultado se encontraron 3 proteinas-Ub, que al parecer se
expresaron a lo largo de todo el proceso, desde trofozoito hasta quiste, y que no fueron
registradas en el estudio panoramico de Faso et al (2013) (Figura 4-4).
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Figura 4-4: Diagrama de Venn de las proteinas ubiquitinadas durante todo el
enquistamiento pero que no fueron encontradas en Faso et al (2013).

Trofozoito

Quiste Enquistamiento

Las tres proteinas-Ub son pB-tubulina (GL50803_136021), Proteina Ribosomal S3a
(GL50803_16265) y Proteina disulfuro isomerasa PDI1 (GL50803_29487). Indagando un
poco mas sobre estas proteinas y observando detalladamente los conjuntos de datos
utilizados en esta mineria, se encontr6 que algunas de estas proteinas también fueron

registradas por Faso et al (2013) pero bajo las siguientes observaciones:

B-tubulina: en el estudio de Nifio et al (2013) esta proteina aparece con el ID CAA29923
del GenBank. Este registro corresponde al ID P05304 en la base de datos Swiss-Prot
referenciada en el portal Uniprot (http://www.uniprot.org/). En Uniprot este ID no presenta
registro del gen codificante correspondiente, sino el registro de un transcripto, el cual
evidencia su existencia como proteina. Por otra parte, el ID de la B-tubulina identificada
por Faso et al (2013) corresponde a la base de datos GiardiaDB (GL50803_101291). Sin
embargo, al revisar en Giardia DB se encuentran tres registros diferentes de secuencias
codificantes (GL50803_101291, GL50803_ 136020 y GL50803_136021), lo que sugiere
que tres secuencias diferentes codifican para la misma proteina. Adicionalmente, los datos
provistos en GiardiaDB de la B-tubulina GL50803_ 136021 muestran como evidencia de
espectrometria de masas el estudio de Faso et al (2013), mientras que la B-tubulina
GL50803_101291 que ha sido identificada por Faso et al (2013) en su estudio general, no
presenta evidencia de este estudio espectrométrico. La presencia o no presencia de la
proteina se debe mas a las inconsistencias que se presentan en el uso de los IDs de las
diferentes bases de datos. Dado que los IDs de GiardiaDB corresponden a registros
génicos, pueden presentarse estos inconvenientes cuando hay mas de un gen codificante,
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como es el caso de esta proteina. Sin embargo, esta observacion permite evidenciar que
hay discrepancias sobre los resultados de los estudios e investigaciones que se citan como
evidencia espectrométrica en la base de datos GiardiaDB.

Proteina Ribosomal S3a: Esta proteina aparece en la lista de proteinas potencialmente
ubiquitinadas de Nifio et al (2013) con el ID XP_001705170 de la base de datos RefSeq
del NCBI, el cual corresponde a GL50803_16265 en GiardiaDB. Este ID no se encontr6 en
el conjunto de datos del estudio general de Faso et al (2013). Sin embargo, al revisar el
conjunto de datos de Faso et al (2013) se encontraron otras proteinas que también son
constituyentes del ribosoma como lo son la proteina ribosomal S3 (GL50803_7999), la
proteina ribosomal S2 (GL50803_8118) y la proteina ribosomal S6 (GL50803_14620),
entre otras. Las proteinas S3 y S3a son constituyentes de la subunidad ribosomal 40S de
los eucariontes, por lo tanto son proteinas relacionadas pero diferentes. En Giardia, la
secuencia predicha de la proteina S3 contiene 217 aminoacidos mientras que la de la
proteina S3a es de 248 residuos. Las funciones de estas dos proteinas no han sido
estudiadas concretamente en Giardia. Sin embargo, en otros organismos la proteina S3
ha sido asociada a funciones extraribosomales como la reparacién del ADN, apoptosis y
respuesta inmune innata a infecciones bacterianas y se ha propuesto que puede jugar un
papel importante en la regulacién de la interaccion hospedero-patégeno en humanos (Gao
& Hardwidge, 2011). Por otro lado, la proteina S3a también ha sido asociada con funciones
extraribosomales, incluso en organismos como Leishmania donde se ha mostrado que
podria participar en la interaccién hospedero parasito a través de la modulacion en la
respuesta de las células B y T (Cordeiro-da-silva, Borges, Guilvard, & Ouaissi, 2001).

Teniendo claro que las proteinas reportadas en los dos estudios son diferentes, llama la
atencion que al revisar en GiardiaDB el registro de la proteina ribosomal S3a, éste indica
que la proteina fue evidenciada espectrométricamente por el estudio de Faso et al (2013)
cuando este estudio report6 fue la proteina S3. En conclusion, segun lo reportado por Nifo
et al (2013), la proteina ribosomal S3a se encuentra posiblemente ubiquitinada durante
todo el proceso del enquistamiento, lo que confirma que esta modificacion postraduccional
juega un papel importante en la funcién de los ribosomas, la traduccién de proteinas y
posiblemente otras funciones extraribosomales aun no establecidas en Giardia. Esta
proteina no fue reportada en el estudio general de este proceso de enquistamiento. Esto
es debido, tal vez, a que por la magnitud del estudio de Faso et al (2013) y la ausencia de
marcacion, fue dificil detectar proteinas poco abundantes. Sin embargo, queda abierta, y
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a la vez resulta muy interesante, la posibilidad de estudiar a fondo estas dos proteinas y
su papel en Giardia.

Proteina disulfuro isomerasa PDI1: Aparece en la lista de Nifio et al (2013) con el registro
XP_001705170 que corresponde al ID GL50803_29487 en GiardiaDB. Mientras que en
Faso et al (2013) aparece solo en algunas tablas. Como se menciond en el capitulo
anterior, en el apartado sobre el enquistamiento, Faso et al (2013) realizaron dos
experimentos diferentes, en el primero determinaron las proteinas en todos los tiempos del
enquistamiento 0,2,4,6,8,10,14 horas posterior a la induccién; y en el segundo hicieron
protedmica pero en tiempos de a 4 horas posteriores a la induccion. Estos investigadores
establecen que este segundo ensayo es mas significativo. La Proteina disulfuro isomerasa
PDI1 se encontré en el primero, pero no en el segundo. Esto puede indicar que al agrupar
los datos de esta manera, algunos registros se perdieron. Es de esperar que esta proteina
se encuentre en todo el proceso de enquistamiento ya que es una enzima que cataliza la
formacion y rompimiento de enlaces disulfuro, proceso clave para el plegamiento de
proteinas que sigue ocurriendo durante toda la transformacion de trofozoito a quiste.

4.2 Proteomica del citoesqueleto

Los datos con los cuales se llevd a cabo este andlisis fueron tomados de los estudios
realizados sobre el disco ventral (Lourenco et al, 2012), el disco ventral y su cresta lateral
(Hagen et al, 2011) y los cuerpos basales (Lauwaet et al, 2011).

Lourenco et al (2012) baso su estudio en mejorar el método de extraccién y separacion de
la muestra, en este caso el disco ventral, y en su investigacién proteémica identificé 9
proteinas asociadas a esta fraccion del citoesqueleto. Por otra parte, Hagen et al (2011)
realizé protedmica del disco ventral y de la cresta lateral encontrando en total 102 proteinas
asociadas. Al comparar de manera preliminar estos dos estudios se puede suponer que
las 9 proteinas encontradas por Lourengo et al (2012) aparecerian en el estudio realizado
por Hagen et al (2011), sin embargo, al realizar una interseccién entre estos dos conjuntos
de datos se encontr6 que compartian solo 5 proteinas, la proteina del cuerpo medio
(GL50803_16343), gamma giardina (GL50803_17230), SALP-1 (GL50803_4410), B-
giardina (GL50803_4812) y delta giardina (GL50803_86676) (Figura 4-5).
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Figura 4-5: Diagrama de Venn que muestra las proteinas compartidas y no compartidas
entre los estudio de Hagen et al (2011) y Lourenco et al (2012).

Disco ventral y cresta lateral,
Hagen et al (2011)

Disco Ventral, Lourenco et al
(2012)

De las cuatro proteinas, que al parecer solo se identificaron en Lourengo et al (2012), se
encuentran dos anotadas como proteinas hipotéticas, ademas de la a-tubulina y p-tubulina.
En la identificacion de los espectros de masas, Lourenco et al (2012) llevaron a cabo su
busqueda en la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI. Al realizar la
homogenizacién de los datos, como se explica en el capitulo 2, estos ID fueron asociados
a los correspondientes IDs en GiardiaDB. Debido a esto, a la a-tubulina y B-tubulina les
correspondié los numeros de identificacion GL50803_103676 y GL50803_ 136021
respectivamente. En una revision més detallada de las tablas proporcionadas por Hagen
et al (2011) se encontro el registro de estas dos proteinas también, pero en este caso con
un ID diferente, la a-tubulina (GL50803_112079) y la B-tubulina (GL50803_101291).

Al indagar en la base de datos de GiardiaDB, existen dos |IDs diferentes para la a-tubulina
(GL50803_103676 y GL50803_112079, como se indicé arriba) y 3 registros ID para la -
tubulina (los indicados arriba GL50803_136021 y GL50803_101291 y adicionalmente, el
GL50803_13620). Como los IDs en la base GiardiaDB corresponden a genes, y cada uno
de ellos tiene una localizacion cromosomal particular, no se puede pensar que existan
datos redundantes, por lo que encontrar multiples IDs para una misma proteina sugiere
que existen varias secuencias génicas, que se encuentran en locus diferentes y que,
finalmente, codifican para una misma proteina. Por otra parte, en una consulta realizada
el dia 21/09/16 en GiardiaDB, las proteinas encontradas y consideradas hipotéticas en el
estudio de Lourenco et al (2012) no tenian, en efecto, aun una funcién anotada.



Metainformacion en estudios proteémicos de G. lamblia 73

Al haberse realizado estos dos estudios, Hagen et al (2011) y Lourencgo et al (2012), con
base al disco ventral, y teniendo en cuenta que en el estudio de Lourenco et al (2012) el
protocolo de extraccion fue exitoso, ha de suponerse que las siete proteinas compartidas,
inclusive a-tubulina y B-tubulina, son proteinas propias del disco ventral, los cuales a su

vez pueden servir como posibles marcadores del mismo.

Posteriormente, se agruparon los datos de estos dos estudios, Hagen et al (2011) y
Lourenco et al (2012), en un solo conjunto de datos, para ser comparado y enfrentado con
un tercer estudio realizado por Lauwaet et al (2011). Este ultimo estudio se enfoc6 en
determinar el proteoma de los cuerpos basales en Giardia, en el cual encontraron e
identificaron 365 proteinas después de la espectrometria de masas. Cuando se
enfrentaron estos conjuntos de datos se encontré que compartian 44 proteinas (Figura 4-
6).

Figura 4-6: Diagrama de Venn indicando la interseccion de los datos provistos por Hagen
etal (2011), Lourenco et al (2012) y Lauwaet et al (2012).

Cuerpos basales,
Lauwaet et al (2012)

Disco ventral y cresta lateral,
Hagen et al (2011) + Lourengo et al (2012)

Al considerar las 7 proteinas encontradas entre los primeros dos estudios, y las cuales
podriamos postular como posibles marcadores del disco ventral, en un principio se pensé
que no deberian haberse encontrado entre las proteinas de los cuerpos basales. Sin
embargo al realizar el cruce entre estos dos conjuntos de datos, estas proteinas se
comparten. De igual manera, las estructuras estudiadas (disco ventral y los cuerpos
basales) son constituyentes del citoesqueleto del parasito, y deberan compartir algunas
proteinas relacionadas a él. También se puede considerar que muchas de las proteinas
compartidas entre estos dos conjuntos (disco ventral y cuerpo basal) sean contaminantes
mutuos, dada la cercania fisica de estas dos estructuras en el trofozoito de Giardia (Figura
4-6). Lo que hace pensar que los protocolos de separacion y extraccion de los
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componentes del citoesqueleto giardial deben ser revisados con el fin de poder obtener
extractos mas puros. La otra posibilidad es, por supuesto, que hay proteinas compartidas
entre estas dos localizaciones. Para esclarecer este Ultimo punto, serian de utilidad

estudios finos de localizacion in situ.

Figura 4-7: Microscopia electrénica de un corte sagital de un trofozoito de Giardia. Se
evidencia la cercania entre los cuerpos basales (bb) y el disco ventral (vad). (pv) vesiculas
periféricas, (er) reticulo endoplasmico, (n) nacleo, (ne) envoltura nuclear. Extraido de
Elmendorf et al (2003)

4.3 Protedmica de la interaccion hospedero-Giardia

Solo dos estudios de tipo protedmico se han llevado a cabo para elucidar el mecanismo
de interaccién hospedero-Giardia, como fue mostrado en el capitulo anterior. En el primero,
Ringquist et al (2008) identificaron tres proteinas del secretoma al tomar como muestra el
medio circundante de la interaccion célula-célula. En el segundo, Emery et al (2016)
identificaron 1664 proteinas entre dos tratamientos diferentes, trofozoitos expuestos a
factores solubles de hospedero (sin células epiteliales) y trofozoitos unidos a células
epiteliales del intestino. En principio se aprecia una gran diferencia entre la cantidad de
proteinas identificadas, las cuales se pueden explicar, tal vez, por la técnica protedmica
usada o por el extracto de donde se obtuvieron las muestras.
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Las tres proteinas identificadas en Ringqvist et al (2008) son arginina deiminasa (ADI),
ornitina carbamoil transferasa (OCT) y enolasa; como los espectros de estas proteinas
fueron cotejados con la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI de esa fecha,
los nimeros identificadores (ID) son de la base de Swissprot disponible en el portal Uniprot.
Mientras que, los datos presentados por Emery et al (2016) poseen ID de la base de datos
GiardiaDB. Los IDs de Uniprot fueron entonces cambiados por su equivalente ID en
GiardiaDB como se expone en la metodologia. Al comparar estos dos conjuntos de datos
se encontré un solo registro compartido por los dos estudios (Figura 4-7). Esto significa
que en las 1664 proteinas del conjunto de datos de Emery et al (2016) solo se encuentra
una de las tres proteinas encontradas por Ringqvist et al (2008), la ornitina carbamoil
transferasa (OCT), e inclusive, al profundizar sobre los resultados en Emery et al (2016)
se evidencidé que ésta proteina no se encuentra entre las que tuvieron una expresién

diferencial, en ninguno de los dos tratamientos.

Figura 4-8: Diagrama de Venn relacionando los datos provistos por Emery et al (2016) y
Ringvist et al (2008) sobre la interaccién hospedero-Giardia.

Emery et al (2016)

Ringqvist et al (2008)

—| Arginina deiminasa (ADI)
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Ornitina carbamoil transferasa (OCT)

La ADIy la OCT estan involucradas en la ruta metabdlica de la arginina. Los trofozoitos de
Giardia utilizan la arginina para producir energia y la competencia por su consumo con las
células epiteliales induce a estas células humanas a la apoptosis. Ademas estas enzimas
evitan la produccion de 6xido nitrico, considerada una sustancia de respuesta inmune por
parte del hospedero. Es asi que la funcién virulenta y de interaccién hospedero-Giardia de
estas proteinas estd muy bien documentada. La ausencia de estos registros en el estudio
a gran escala realizado por Emery et al (2016), se puede deber por lo tanto a errores de
tipo metodoldgico. Ademas, al ser estas proteinas secretadas por la célula, se puede
suponer que su concentracion intracelular se ve disminuida y, por lo tanto, no ser

percibidas en el estudio proteémico mas amplio.
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Los analisis cruzados mostrados dejan ver que aunque los estudios a gran escala son
importantes en el sentido de entregar una gran cantidad de datos, pretendiendo abarcar
todo el grupo proteico o proteoma, no siempre sucede asi. Se hace necesario también
llevar a cabo estudios proteémicos de tipo méas especifico, donde la informacién obtenida
puede ser inferior en nimero pero de gran importancia biolégica. En los estudios a gran
escala generalmente se pierde o se camufla informacién que los estudios mas concretos

pueden sacar a la luz.

Un problema real, y que se hizo evidente en estos analisis, es que existen discrepancias
en cuanto al niumero de identificacion que se le asigna a cada proteina. El uso de diferentes
bases de datos para llevar a cabo la identificacion de los espectros genera una gran
variedad de IDs que en el momento de hacer un meta andlisis causan entorpecimiento.
Por esta razon, el uso de la base de datos GiardiaDB como referencia para G. lamblia es
lo mas adecuado. Sin embargo, es de especial cuidado, el hecho de que en esta base de
datos los registros de entrada son secuencias génicas pudiendo existir, en algunos casos,
mas de una para la misma proteina, y por lo tanto diferentes IDs. De igual manera, se pudo
evidenciar que proteinas que aparecen en GiardiaDB con evidencia espectrométrica
asociada con ciertos estudios, no se hayan encontrado en las tablas de datos de esos

mismos estudios.

Esta aproximacion a una mineria de datos, con el fin de obtener meta informacién, nos
demuestra que existe informacion que no podemos percibir, y por lo tanto, tampoco discutir
cuando tomamos los conjuntos de datos individualmente. Los aportes y datos entregados
por los cientificos dedicados al estudio del parasito G. lamblia son muchos y de gran
utilidad, lo que abre la posibilidad de seguir aplicando este tipo de metodologias, inclusive
para un acercamiento a la biologia de sistemas utilizando datos proteémicos.



5. Conclusiones y recomendaciones

Diferentes investigaciones de tipo proteémico se han llevado a cabo para entender la
biologia de G. lamblia. Estas investigaciones han estado enfocadas en obtener el proteoma
de diferentes organulos y fracciones celulares de Giardia, como lo son el citoesqueleto, los
mitosomas, las vesiculas (ESVs y PVs) y el proteosoma. Ademas, se han llevado a cabo
estudios sobre el proceso de diferenciacidon o enquistamiento, sobre la virulencia del
parasito, mas especificamente su interaccion con el hospedero, y protedmica del tipo
comparativa para determinar diferencias entre ensamblajes genéticos y cepas.

La tecnologia protedmica utilizada en los estudios de Giardia ha avanzado a lo largo de
los anos. Desde el uso de plataformas en gel, 1D y 2D, hasta técnicas y tecnologias
multidimensionales como la protedmica “shotgun”. Ademas, la disponibilidad actual de las
secuencias de los genomas de Giardia, permite una mayor y mas facil obtencion de la
identidad de las proteinas. Asi mismo, los datos provistos por esta técnica, es decir obtener
el proteoma, abre la posibilidad de realizar otros tipos de estudios, como la busqueda de
moléculas diana para el disefio de vacunas y tratamientos, o las interacciones proteina-
proteina. A pesar de lo mencionado, muchos autores consideran que la protedmica de
Giardia es aun un campo descuidado; aunque son varios los estudios realizados, como se
ha indicado a lo largo de este trabajo. Lo anterior muestra que ain hay muchas areas en
las que la proteémica puede aportar informacion util para el entendimiento de los procesos
bioloégicos en Giardia.

La mineria de datos permite visualizar informacién que no es tan evidente en los estudios
individuales. En este trabajo se pretendi6 realizar una aproximacion de mineria con los
datos protedmicos; de lo cual, se puede evidenciar que existe una dificultad en cuanto a
los diferentes ID que presentan las proteinas cuando son buscadas en bases de datos
diferentes lo cual puede dificultar los andlisis cruzados. Asi mismo, se pudieron identificar

algunas proteinas de especial interés por encontrarse o no en algunos estudios en
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particular. Esta mineria sirve como inicio para estudios posteriores que pretendan adquirir
metainformacion de tipo proteémico en G. lamblia y muestra el potencial de este tipo de
andlisis para posteriores estudios de Biologia de sistemas.



Anexo A: Resumen de los principales estudios de protedmica en
G. lamblia

Protocolo de

mitochondria of Giardia intestinalis.

Autores Afio Titulo Proceso Celular Cepa Método Separacion Masas Identificacion Resultados . 3
enquistamiento
Developmental changes in the adhesive . 7 proteinas 2 pasos (Boucher
Palm et al. 2005 disk during Giardia differentiation Citoesqueleto WB-C6 Gel 2D-PAGE MALDI MASCOT propias & Gillin, 1990)
Organelle proteomics reveals cargo
. maturation mechanisms associated with Enquistamiento / MALDI- 20 proteinas ESV | 2 pasos (Boucher
Stefanic et al. | 2006 Golgi-like encystation vesicles in the early- Organelos WB-Cé Gel 2D-PAGE TOF MASCOT identificadas & Gillin, 1990)
diverged protozoan Giardia lamblia.
Neomycin and puromycin affect gene MALDI-
Suetal 2007 | expression in Giardia lamblia stable Otros WB-C6 Gel 2D-PAGE TOF MASCOT 7 proteinas N/A
transfection.
Alpha 2 giardin is an assemblage A-specific A (BAHzéccé,)ZGcll, MALDI-
Steuart et al. 2008 | protein of human infective Giardia Grupos Genéticos B (BAH 34c8, 12c14, Gel 1D - 2D-PAGE TOF TOF MASCOT 1 proteina N/A
duodenalis.
15c1)
. . Release of metabolic enzymes .
Ringavistet | 008 | by Giardia in response to interaction with Virulencia WB-C6 / GS-H7 Gel 2D-PAGE MALDI- | \1ascor 3proteinasdel |\
al. . . R TOF secretoma
intestinal epithelial cells.
Comparative proteomic analysis of MALDI-
Kim et al. 2009 | trophozoites versus cysts of Giardia Enquistamiento WB Gel 2D SDS-PAGE TOF PDQUEST 14 proteinas (Kane, 1991)
lamblia.
The monothiol single-domain glutaredoxin MALDI-
Radaetal. 2009 | is conserved in the highly reduced Organelos WB Gel 2D-PAGE TOF MASCOT 18 proteinas N/A
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Protocolo de

Tagging

Autores Afo Titulo Proceso Celular Cepa Método Separacion Masas Identificacion Resultados enquistamiento
Novel structural components of the .
|
Hagen et al. 2011 | ventral disc and lateral crest in Giardia Citoesqueleto WB-C6 Shotgun LC LMI%/MS )S(é:?fr:j;m/ I:I:.)(izpz)rotelnas N/A
intestinalis.
Mining the Giardia genome and proteome 75 proteinas
ll_;;uwaet et 2011 | for conserved and unique basal body Citoesqueleto WB-C6 MudPit RP-HPLC E{IFZ/MS SEQUEST homdlogas, 65 N/A
: proteins. nuevas
The minimal proteome in the reduced 139 proteinas
Jedelsky etal. | 2011 | mitochondrion of the parasitic protest Organelos WB iTRAQ Nano-LC MS/MS MASCOT mitosomales; 20 | N/A
Giardia intestinalis. localizadas
. - . . 63 proteinas, 22 .
Differential dissolved protein expression Cena Chanechun individuales. 7 Directo de
Lingdan et al. 2012 | throughout the life cycle of Giardia Enquistamiento E’:\samblag'e D iTRAQ Nano-LC MS/MS MASCOT exoresadas ! Trofozoitos y
lamblia. | . P . quistes de heces
diferencialmente
Lourengo et Proteomic analysis of the ventral disc of . LC- 11 proteinas
al 2012 Giardia lamblia. Citoesqueleto WB Gel 1Dy 2D-PAGE MS/MS MASCOT identificadas N/A
Jerlstrom- Plasmid Vectors for Proteomic Analyses in MALDI-
Hultqvist et 2012 | Giardia: Purification of Virulence Factors Organelos WB-C6 MudPit LC de afinidad TOE MASCOT 37 proteinas N/A
al. and Analysis of the Proteasome
The Proteome Landscape of Giardia . . Label free / . 2 pasos (Boucher
Faso et al. 2013 lamblia Encystation Enquistamiento WB-C6 Shotgun Nano-LC MS/MS MASCOT 1063 proteinas & Gillin, 1990)
. Ubiquitination dynamics in the early- . . Marcacién ESI- ,
Nifio et al. 2013 branching eukaryote Giardia intestinalis Enquistamiento WB/9B10 His6Ub LC MS/MS MASCOT 211 proteinas (Kane, 1991)
Proteomic and transcriptional analyses of .
Paz- enes differentially expressed in Giardia LC- 8 proteinas
Maldonado 2013 8 . Y 'p Resistencia WB Shotgun 1Dy 2D-PAGE MASCOT diferenciadas N/A
duodenalis clones resistant to MS/MS
etal. entre los clones
albendazole.
Wampfler et Proteomics of Secretory and Endocytic Citometria de | 1D SDS-PAGE/ | ESI- 72 proteinas ESV | 2 pasos (Boucher
al. 2014 Organelles in Giardia lamblia. Organelos WB-C6 Flujo / Shotgun | LC MS/MS MASCOT y 82 proteinas PV | & Gillin, 1990)
Proteomic analysis in Giardia duodenalis - ,
. - . o Grupos Genéticos A (H-106) Label free / FASP-GFP Global Proteome | 1376 proteinas,
Emeryetal. | 2014 | yields insights into strain virulence and / Virulencia A (B-2041) shotgun | DS - Nano-Lc | MM | Machine (GPM) | 35 VsPs N/A
antigenic variation.
BRIS/83/HEPU 106
T . . BRIS87/HEPU/713 1197 proteinas
Quantitative proteomics analysis of 0AS1 AL (778 proteinas
Emery, Lacey, 2015 Giardia duodenalis Assemblage A —a Grupos Genéticos | Bac2 Label free / | FASP-GFP MS/MS Global Proteome Jcepa enp N/A
etal. baseline for host, assemblage and isolate P BRIS/95/HEPU/2041 Shotgun Nano-LC Machine (GPM) prorr)nedio) y719
variation BRIS/89/HEPU/1065 proteinas A2
WB
BRIS/89/HEPU/1003
The generation gap: Proteome changes . .
Emery,' 2015 | and strain variation during encystation in Enqmstamle’n'to / A (H-106) Label free / FASP-GFP MS/MS MASCOT 1061 proteinas (Kane, 1991)
Pascovi, et al. - . Grupos Genéticos A (B-2041) Shotgun Nano-LC
Giardia duodenalis
Martincova Probing the Biology of Giardia intestinalis Enzvmatic
etal 2015 | Mitosomes Using In Vivo Enzymatic Organelos WB-C6 Taéging LC MS/MS BLAST-P 13 proteinas N/A
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Protocolo de

attachment.

/ Virulencia

labelling

Autores Afo Titulo Proceso Celular Cepa Método Separacion Masas Identificacion Resultados . .
enquistamiento
Induction of virulence factors in Giardia Grupos genéticos Tandem mass
Emery et al. 2016 | duodenalis independent of host pos & BRIS/95/HEPU/2041 tag (TMT) Nanoflow LC MS/MS MASCOT 1664 proteinas N/A
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