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Marco Teorico

1.1Blastocistosis
El termino Blastocistosis se refiere a la condicion que adquiere un sujeto al ser
infectado con el parasito Blastocystis spp.

La mayor informacién respecto a la infeccion con este microorganismo se ha
obtenido gracias a los trabajos realizados por Zierdt (1973 y 1983), Stenzel y
Boreham (1990°s), Yoshikawa (1990's y 2000's) y Tan et al., (2010),
recientemente se generd un interés repentino en su estudio a partir de que se le
atribuy6 causar diversas afecciones intestinales (Zierdt et al., 1991).

Este microorganismo es el parasito encontrando con mayor frecuencia en el tracto
gastrointestinal de humanos, ademas de estar presente en un gran numero de
animales, entre los que podemos mencionar primates, otros mamiferos, aves,
anfibios, reptiles, peces, insectos y anélidos, con una prevalencia que varia de
pais a pais y entre comunidades de un mismo pais (Villalobos et al., 2014;
Stensvold et al., 2007; Stenzel and Boreham, 1996).

Este parasito se ha reportado en muestras de heces de pacientes sintoméaticos y
asintomaticos, por lo cual recientemente se puso en duda su rol patogénico; a
pesar de ello Tan propuso considerar a Blastocystis spp como un pardsito
patdgeno emergente mas que un organismo comensal (Tan et al., 2010).

El interés por esta parasitosis en México surgio a partir de la década de los 90’s,
principalmente debido al aumento de la presencia del parasito, ya que en estas
fechas el principal protozoario reportado en el Hospital Infantil de México “Federico
Goémez” era Giardia lamblia, y paral995 Blastocystis spp se reporté como el
parasito intestinal mas comun. Para el 2015, Blastocystis ya era el parasito
intestinal mas frecuente en paises como México (Tapia et al., 2015) y Estados
Unidos (Boorom et al., 2008), inclusive en casi todo el mundo (Thompson et al.,
2011).

El papel patogénico de Blastocystis spp estuvo en duda por algunos afos, sin
embargo, el nimero de publicaciones sobre este parasito han incrementado,
haciéndose estudios in vitro e in vivo que lo asocian con algunos desordenes
gastrointestinales (Wawrzyniak et al., 2013) entre los que se encuentran diarrea,
dolor abdominal, flatulencias, nauseas, vomito, constipacion pérdida de peso y
fatiga (Tan, 2008), ademas lesiones cutaneas como urticaria (Hammed et al.,
2011) y principalmente Sindrome de Intestino lIrritable (Jiménez-Gonzéalez et al.,
2012).

Ademas de que Blastocystis spp se relaciona con estas patologias, se han
estudiado factores de virulencia, presentes en otros parasitos y que también se
presentan en Blastocystis spp como en el caso de Entamoeba histolytica, G.
lamblia, Leishmania sp y Trypanosoma sp (Wawrzyniak et al., 2012; Denoeud et
al., 2011).



Desafortunadamente algunos de estos factores de virulencia, tales como las
proteasas de cisteina, no han sido estudiados en su totalidad (Scanlan, 2012;
Abdel-Hammed y Mohammed, 2011), lo cual nos ayudaria para dar fin al debate
sobre el rol patogénico de este parasito. De ahi, es donde surge el interés de
realizar este trabajo.

2.- Blastocystis spp

Blastocystis spp es un protozoario unicelular anaerobio, es el microorganismo mas
comun en el tracto gastrointestinal de humanos y un amplio nimero de animales
(Yakoob et al., 2010). Este parasito fue descrito inicialmente en 1911 por Alexeieff,
pero no se le dio importancia hasta los descubrimientos obtenidos por Charles
Zierdt en 1991 (Stenzel, 1993), obteniéndose de estos estudios informacion que le
atribuian a Blastocystis spp causar enfermedades intestinales. A partir de ello se
ha recabado informacién que sugiere la relacion del parasito con individuos que
presentan desordenes intestinales (Harms et al., 2002; Hussain et al., 1997; Sadek
et al., 1997)}

Blastocystis es un parasito intestinal que excede el 5% de infeccion de la
poblacion general en paises industrializados y alcanza hasta el 62% en paises en
desarrollo (Clark et al.,, 2013). Taxonémicamente se le ubica dentro de los
Stramenopiles, el cual es un grupo heterogéneo en donde también podemos
encontrar protistas unicelulares, multicelulares asi como algas cafés (Santin et al.,
2011).

Blastocystis spp genera interés a partir de los siguientes puntos:
1.-Es el microorganismo intestinal mas frecuente en humanos (Tan, 2008).
2.-Hay dificultad para determinar el papel de Blastocystis en el tracto intestinal.

3.- La diversidad genética que existe entre los diferentes subtipos (ST's)
(Stensvold et al., 2012).

4.-Determinar la relacion de este parasito con desordenes intestinales no
especificos, lesiones cutaneas y en especial el Sindrome de intestino Irritable.

2.1 Morfologias

Se trata de un parasito polimérfico que se presenta en 4 formas distintas: vacuolar
o de cuerpo central, granular, ameboide y quiste (Fig. 1).

La forma vacuolar, antes llamada de cuerpo o vacuola central, se observa
principalmente en cultivos axénicos in vitro. Esta forma es caracterizada por un
cuerpo central grande o vacuola, con una banda delgada o borde de citoplasma
alrededor de la periferia (Scanlan, 2012), esta vacuola ocupa cerca del 90% de la
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superficie total (Fig. 1A). Su tamafo puede variar desde los 2 a 200 um, con
diametros de 4-15 um (Stenzel and Boreham, 1996).

En preparaciones observadas en microscopio se puede presenciar organelos tales
como nucleo, aparato de Golgi, estructuras mitocondria-like, en ocasiones poco
frecuentes el citoplasma se invagina dentro de la vacuola, observando estos
organelos dentro de la vacuola. (Tan, 2004). En protistas, las vacuolas son
asociadas a almacenamiento de comida y osmorregulacion, pero la funcion de la
vacuola en Blastocystis spp no esta aun definida (Scanlan, 2012).

La forma granular se asemeja a la forma vacuolar, excepto que los granulos estan
presentes en el citoplasma o, mas comunmente, dentro de la vacuola central del
organismo (Tan, 2008). La forma granular aparece comunmente en cultivos no
axenicos o viejos, donde se ha observado que estas inclusiones pertenecen a
granulos cristalinos, gotas de lipidos y mielina (Dunn y Boreham, 1989). Su
tamafo regular varia entre los 6-80 um (Fig. 1B).

En cuanto a la forma ameboide la informacidén que se tiene es escasa o confusa,
existiendo poca descripcion de esta a partir del uso de microscopia electrénica
(Tan, 2008). Incluso es la forma que se ve con menor frecuencia. Es una forma no
esférica irregular, con un tamano de 2 a 8 um (Fig. 1C), asociada a la adherencia y
a la patogenicidad pues ha sido aislado de muestras de pacientes sintomaticos
(Scanlan, 2012). Se desconocen los factores que inducen la transicion a la forma
ameboide, pero se han encontrado en cultivos viejos o en aquellos tratados con
medicamentos (Tan, 2004).

El quiste es una forma de reciente descubrimiento, que permiti6 un mejor
conocimiento acerca del ciclo de vida y su forma de transmisién, su tamafio es
menor al de las otras formas (2-5 ym) (Fig. 1D) (Tan, 2004). Se conoce que es
una estructura de resistencia a condiciones externas, que permite soportar la lisis
por presidbn osmotica, los cambios en la temperatura del ambiente y ayudan a la
viabilidad de la célula por aproximadamente 19 dias, y a la resistencia a
desinfectantes comunes (Moe et al., 1996).

Formas como la forma vacuolar o granular son sensibles a cambios de
temperaturas, medio hipoténicos e hipertonicos y la exposicion al aire (Zierdt,
1991). Estas caracteristicas de resistencia permiten al quiste una mayor
supervivencia en y dentro del hospedero (Scanlan, 2012). Se propone gue esta
forma es la responsable de la transmision por medio de alimentos o agua
contaminada (Scanlan, 2012; Tan, 2008).
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Fig. 1. Formas de Blastocystis spp vistas bajo microscopio de luz. A) Forma vacuolar, con su vacuola central y
contorno en la periferia del citoplasma, mostrandose en la flecha organelos como es el nicleo y estructuras
mitocondria-like B) Forma granular, de mayor tamafio que la forma vacuolar, se observa presencia de
inclusiones granulares C) Forma ameboide, forma irregular con uno o mas pseuddpodos, vista bajo
microscopia de fluorescencia después de una tinciéon con naranja de acridina D) Quiste, de mucho menor
tamafio que las formas antes mencionadas (tomada de Tan, 2004).

2.2 Ciclo de vida

Blastocystis spp se ha convertido en el parasito mas frecuente, sin embargo, su
ciclo de vida aun no esta definido. Se ha debatido sobre el ciclo de vida y los
modos de division de este parasito, sin adn tener claro completamente ninguno de
los dos mecanismos antes mencionados (Tan, 2008).

Se han propuesto distintos ciclos de vida, incluso mas de un mecanismo de
division involucrado pero solo se ha podido demostrar en un trabajo realizado por
Stenzel y Boreham (1996) que la fisién binaria forma parte del ciclo de vida de
Blastocystis spp.

El ciclo de vida que es mayormente aceptado propone que el ciclo inicia con la
ingesta de quiste a través de agua o alimentos contaminados (Fig 2B), el
desenquistamiento se debe probablemente a los acidos presentes en el estbmago,
dando origen a la forma vacuolar, que se alojara en el intestino (Fig 2C1). La
forma vacuolar se podra dividir por fision binaria a las formas granular y ameboide,
gue desempefian un rol mas activo en la aparicion de manifestaciones clinicas
(Fig 2C2). Blastocystis spp requiere un ambiente de anaerobiosis para mantenerse
en el intestino. El enquistamiento ocurre conforme el parasito avanza por el colon
para posteriormente ser expulsado en heces, siendo ya un quiste (Fig. 2a).
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Asumiéndose que a partir de la forma vacuolar se puede originar la forma granular
0 ameboide y viceversa, multiplicarse por fisidn binaria y/o pasar de nuevo a una
forma de quiste, que se expulsa del cuerpo a través de las heces, la infeccion a los
humanos o animales se adquiere por via oral al ingerir agua/comida que
contengan quistes de Blastocystis spp y asi el ciclo se repite. ( Lepczynska et al.,
2015; Parija y Jeremiah, 2013, Wawrzyniak et al., 2013; Denoeud et al., 2011;
Tan, 2008 y 2004).

’.

Granular

4

Ameboide

Fig. 2 Ciclo de vida propuesto para Blastocystis spp a). El quiste es expulsado en heces de hospederos
infectados. b) El hombre adquiere la infeccién por el consumo de agua/comida contaminados con quistes. c)
Posterior a la infeccion, c1) la desenquistacion da lugar a la forma vacuolar que puede transformar a la forma
ameboide o granular y viceversa, c2) la forma vacuolar se divide por fision binaria. A lo largo del intestino, se
lleva a cabo la enquistacion para ser expulsados en heces (Parija y Jeremiah, 2013).

2.3 Taxonomia

Desde que se identifico a Blastocystis spp se han elaborado distintos trabajos para
poderlo describir y clasificar taxonémicamente, en los inicios este microorganismo
fue descrito como el quiste de un flagelado, como material vegetal, como una
levadura o incluso un hongo, siendo estas clasificaciones erroneas. Estas
descripciones se basaban en criterios morfolégicos vy fisioldgicos, encontrando una
reclasificacion mas adecuada acomodandolo como protozoario (Zierdt, 1973), por
ejemplo, mostraba la presencia de uno o mas nucleos, reticulos endoplasmico liso
y rugoso, aparato de Golgi, organelos parecidos a mitocondria, no crecia en
medios para hongos y los anti fungicos no tenian actividad en contra de
Blastocystis spp, contrario a los antiprotozarios. Posteriormente se reclasifico
como un esporozoo, debido a sus formas, a las caracteristicas de crecimiento y su
forma de division, se propuso sin una evidencia suficiente clasificarse como un
sarcodina, (Tan, 2004; Zierdt et al., 1995).
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El uso de técnicas moleculares ayudo a clasificar adecuadamente a Blastocystis
spp. El analisis de la secuencia de la subunidad ribosomal pequefia (ssrRNA o
18S ribosomal) mostré6 que éste organismo no era un grupo filogenéticamente
emparentado a levaduras (Saccharomyces), hongos (Neurospora), sarcodinos
(Naegleria, Acanthamoeba y Dictyostelium) o esporozoos (Sarcocystis y
Toxoplasma) (Johnson et al.,, 1989). Tomando en cuenta estos trabajos, se
prosiguio a secuenciar completamente el gen ssrRNA mostrando que Blastocystis
spp podia tener un lugar dentro de los Stramenopiles (Silberman et al., 1996).

El grupo conocido como Stramenopiles, sinonimo de Heterokonta, se define como
un grupo evolutivamente heterogéneo que incluye protistas unicelulares y
pluricelulares, organismos heterotréficos y autotroficos. Dentro los stramenopiles,
a Blastocystis se le ha relacionado con los flagelados Proteromonas, por poseer
rasgos similares en cuanto a su ciclo de vida, no obstante, Blastocystis spp no
cuenta con pelos tubulares o flagelo. (Tan, 2008 y 2004).

Una importante caracteristicas de los Stramenopiles es que durante su ciclo de
vida presentan una forma con flagelo, Blastocystis spp no presenta flagelo en
ninguna de sus formas y es el Unico Chromista que tiene la capacidad de infectar
a diversos organismos, incluso al humano (Denoeud et al., 2011).

Actualmente la clasificacion taxonémica es (Cavalier, 1998):
Reino Chromista
Subreino: Cromobiota
Infra reino: Heterokonta o Stramenopile
Subphylum: Opalinata
Clase: Blastocystea
Orden: Blastocystida
Familia: Blastocystidae

Género: Blastocystis

2.4 Diversidad genética

Al observar los aislados de Blastocystis spp heces provenientes de humanos y
animales, estos son morfolégicamente similares y en un gran namero de trabajos
se enuncia que existe una considerable heterogeneidad genética y antigénica.
(Tan, 2004).

Se han desarrollado métodos basados en el analisis del DNA para identificar la
variacion genética en este microorganismo que es morfolégicamente
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indiferenciable bajo el microscopio (Alfellani et al., 2012). A partir de estos analisis
se realizdé un consenso sobre la terminologia de Blastocystis spp, basado en el
andlisis de la subunidad ribosomal pequefia (SSU-rDNA) colocando cada aislado
dentro de una clasificacion a la que se le determino como subtipo (ST) (Stensvold
et al., 2007; Santin et al., 2011). Actualmente, se han identificado 17 subtipos (Fig
3), con la caracteristica de que estos subtipos son altamente heterogéneos
genéticamente, a tal punto que algunos podrian considerarse especies distintas
(Stensvold et al., 2009a; Alfellani et al., 2012).

Se ha reportado que el humano se puede infectar con los ST’s 1 al 9 (Fig. 4), sin
embargo, el ST mas frecuente es el ST3 seguido del ST1, ST2 y ST4 (Stensvold,
2009b; Ozyurt et al., 2008), hallandose casos esporadicos de los ST5-9. No se
han reportado infecciones de los ST’s 10 al 17 en humanos por lo que se le
considera exclusivos de animales. (Lepczynska et al., 2015; Wawrzyniak et al.,
2013;Stensvold et al., 2009b).
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8 Skeletonema pseudocostatum (X85394)
i Thalassionema nitzschioides (X77702)
" Pseudopedinella elastica (U14387)
Phytophthora megasperma (X54265)
90 Ulkenia profunda
-; Labyrinthulotdes minuta (L27634) (L34054)
Cafetena roenbergensis (L27633)
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Fig. 3 Arbol filogenético de secuencias de la subunidad ssrRNA de aislados de Blastocystis spp y otros
Stramenopiles. Se muestra el arbol de mayor verosimilitud. Se observa la relaciéon filogenética de Blastocystis
spp con las especies Proteromonas lacertae y Protopalina intestinalis (Yoshikawa et al., 2004).

Por otra parte, también se han encontrado diferencias en la patogenicidad,
distribucion geografica o en la especificidad hacia el huésped a partir de
variaciones morfolégicas pero especialmente genéticas de cada ST (Scanlan,
2012; Stensvold, 2009b)
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Fig. 4. Diferentes subtipos de Blastocystis spp. Los seres humanos pueden ser infectados con los primeros
nueves subtipos (1-9, aunque principalmente se parasitan por el subtipo 3. Los subtipos ST1, 2, 5y 8 se
encuentran en humanos y mamiferos (primates, cerdo, humanos, ganado y cerdo). ST4, esta presente en
roedores mientras el ST 6,7 y 8 se ha aislado de aves. Las especies animales se parasitan con los subtipos
ST 10 al 17, pero no se encuentran en humanos (Wawrzyniak et al., 2013).

2.5 Epidemiologia

Blastocystis es extremadamente comdn y cosmopolita (Tan, 2004), en estudios
coproparasitolégicos es el parésito intestinal encontrado con mayor frecuencia en
distintos paises como la India, Colombia y México, solo por mencionar a algunos
(Pegelow et al., 1997). Actualmente, se observa una transicion parasitaria donde
Blastocystis spp ocupa el primer lugar en frecuencia entre las especies que
parasitan el tracto intestinal del hombre, desplazando a G. lamblia (Fig. 5) (Tapia
Romero et al., 2015; Rodriguez et al., 2008).

16



Parasitos 1990-2000 2001-2010

- .1990.1999 n=139,552 n=71,%66
Entamoeba histolytica 2,280 648
- 2000-2010 Giardia lamblia 10,592 2,531
i iniz 1144 TR |
1% Coccidias 3,837 1456
Hymeneolepis nana 3,392 363
12 Trichuris trichiura 1,901 133
Ascaris lumbricoides 3,334 161
L 10 Enterobius vermicularis 233 6
Uncinarias 229 0
Strongyloides stercoralis 379 34

Fig. 5. Distribucion de frecuencias por década de diferentes parasitos en el Hospital Infantil de México
“Federico Gomez”, notdndose el incremento en frecuencias de Blastocystis spp. (Tapia-Romero et al, 2015).

La prevalencia de Blastocystis spp es mayor en paises en vias de desarrollo que
en paises desarrollados, esta diferencias se puede explicar por los malos habitos
higiénicos, malas condiciones del agua y el consumo de agua o alimentos
contaminados (Mostafa et al., 2015; Tan, 2008; Li et al., 2007 ).

No se tiene informacién precisa sobre la frecuencia de Blastocystis spp en el
mundo, sin embargo, se estima que de 1 a 2 billones de personas estan
colonizadas por este parasito (Scanlan, 2012), se han reportado rangos entre 0.5
a 62% de infeccion (Clark et al., 2013). Las diferencias van desde valores de
frecuencia reportados en paises en vias desarrollados contra los paises en vias de
desarrollo, siendo de 1.5-10% y 30-50%, respectivamente. (Lepczynska et al.,
2015) hasta las diferencias en los ST’s en distintas regiones del mundo (Alfellani
et al., 2012; Thompson y Smith, 2011) (Fig. 6).

En particular, en paises en vias de desarrollo se reportan frecuencias de 40.9%
para Brasil (Aguilar et al., 2007), 33.3% en Egipto (Rayan et al., 2007), 60% en
Indonesia (Pegelow et al., 1997), 27 % en India (Pandey et al., 2015), 45 % para
Colombia (Ramirez et al.,, 2014) mientras que en paises desarrollados
encontramos 0.5 % para Japon (Horiki et al., 1997), Estados Unidos de América
con 23% (Amin, 2002). En general, las incidencias son mayores en zonas
tropicales, subtropicales o paises en vias de desarrollo al 60% (Khalifa et al.,
2001; Guignard et al., 2000; Pegelow et al., 1997; Torres et al., 1992).

Para México se tienen trabajos previos donde se reporta una prevalencia del 61%
en nifos en zona rural de la Region centro de Guerrero (Rodriguez et al., 2008),
mientras que nifilos de zonas urbanas mostraron una frecuencia del 3 al 7% (Diaz
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et al., 2003; Larrosa-Haro et al., 2002) y la zona de Xochimilco mostr6 una
frecuencia del 42% (Cruz-Licea et al., 2003).
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Fig. 6. A). Prevalencia estimada de Blastocystis spp, Cryptosporidium, Giardia y Entamoeba en cada region
del mundo, (Thompson, 2011). B) Distribucion de ST's de Blastocystis spp a lo largo de las regiones
geogréficas, (Alfellani et al., 2012).

2.6 Diagnostico

El diagnéstico de Blastocystis spp es considerado un reto para laboratorios de
diagndstico debido a la dificultad de identificar este parasito en heces atribuida a la
variedad de sus morfologias y a su similitud con adipocitos, leucocitos o levaduras
(Mostafa et al., 2015). La identificacion directa en preparaciones hiumedas da lugar
a falsos negativos (Leelayoova et al., 2002).
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Esto ha originado el interés de buscar otras metodologias para realizar el
diagndstico oportuno de Blastocystis spp: cultivos, serologia y reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).

a) Microscopia

La examinacion directa es la forma de deteccibn mas comun, no obstante, como
ya se mencion6 existen dificultades en la observacion de su morfologia,
especialmente en la forma de quiste (Wawrzyniak et al., 2013). La forma vacuolar
es la que se observa de manera mas frecuente, raramente se observan quistes,
fases ameboides o granulares (Stenzel y Boreham, 1996). En el caso del quiste,
éste se confunde con residuos de materia fecal (Tan, 2004). Para una mayor
sensibilidad, se practican métodos de concentracion como Ritchie o Faust (Moe et
al.,, 1999) Se utilizan tinciones para mejorar su observacibn como Fierro
Hematoxilina, Gram, Wright y Giemsa. (Stenzel y Boreham, 1996).

b) Cultivo

Blastocystis spp se encuentran entre los parasitos mas faciles de cultivar in vitro,
el crecimiento axénico es facil de obtener y mantener durante semanas y meses,
se puede usar una variedad de medios de crecimiento para ser el cultivo axenicos,
incluyendo medio Jones o Robinson. (Andersen y Stensvold, 2016). A pesar de
esto, no es siempre recomendable pues requiere un mayor tiempo, costo y
personal, ademas de que una vez cultivados no sabemos la carga parasitaria
inicial. (Stenzel, 1993)

Ante esto el cultivo de muestras clinicas no se recomienda como un procedimiento
de rutina, pero es beneficioso cuando el diagndstico microscopico es incierto.
(Zierdt et al., 1995).

c) Serologia

Existen algunos estudios que reportan la deteccibn de anticuerpos Anti-
Blastocystis (Chen et al., 1997), a los cuales se les estudio bajo un inmuno blot,
evaluando IgG anti Blastocystis spp (Zierdt et al., 1995). De igual manera, un
estudio muestra un incremento de 1gG2 contra Blastocystis spp en pacientes con
Sindrome de Colon Irritable, mostrando una relacion directa entre estos dos
padecimientos e. (Hussain et al., 1997).

La disponibilidad de anticuerpos especificos contra Blastocystis spp para la
aplicacién de diagnéstico seria fundamental, especialmente en pacientes con
bajos numeros del organismo o aquellos con morfologia atipica. (Stenzel y
Boreham, 1996).

d) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para poder ayudar a las limitaciones que nos ofrecen los métodos anteriores, se
ha utilizado un método molecular que es altamente sensible (Wawrzyniak et al.,
2013). La reaccién en cadena de la polimerasa ha sido utilizada por distintos
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investigadores (Santin et al., 2011; Stensvold et al., 2009b; Yoshikawa et al., 2004)
usando distintos oligonucleoétidos con la amplificacién de fragmentos de distintos
tamafio mostrando una alta sensibilidad y especificidad, sirviendo ademas para la
subtipificacién de los ST's de Blastocystis spp. (Tan, 2008). La PCR utiliza una
regién del gen de la subunidad pequefia ribosomal (ssrRNA) Existe una variante
de la PCR, con mayor sensibilidad, PCR en tiempo real cuantitativa (QPCR)
(Poirier et al., 2011) Por lo tanto, actualmente es el método de eleccion de
diagnéstico.

2.7 Tratamiento

La necesidad de usar un tratamiento en la infeccion con Blastocystis spp es
equivocada, considerando la controversia sobre la patogenicidad del paréasito
(Tan, 2008) sin embargo, en casos donde se ha implicado en enfermedades
gastrointestinales, la recomendacion es tratamiento usualmente con antibioticos, la
primera eleccion es metronidazol (MTZ) (Tan, 2004; Stenzel y Boreham, 1996). El
MTZ es relativamente inactivo hasta que es metabolizado dentro de los
organismos susceptibles; es activado cuando se reduce. EI MTZ dafia a las
células al formar complejos con las proteinas y los &cidos nucleidos (Bendesky y
Menendez, 2001). Se debe tomar en cuenta que el metronidazol fue inefectivo
para algunos pacientes infectados, sugiriendo que algunos aislados pueden ser
resistentes a este medicamento (Wilson et al., 1990).

Se han realizado estudios que muestran la actividad de algunos farmacos contra
Blastocystis spp como emetina, furazolidona, trimetoprim y sulfametoxazol, 5-
cloro- 8- hidroxi-7-iodo quinolona, pentamidina (Zierdt et al., 1983) vy
nitroimidazoles (Dunn et al., 1991).

Tabla 1. Tomado y Modificado de Tan 2008. Opciones de tratamiento y regimenes para
infecciones con Blastocystis spp

Farmaco Dosis
Metronidazol
Adulto 500 mg, 2 veces al dia/ 10 dias
Pediétrico 15 mg/Kg por 7 dias
Trimetoprim (TMP) - sulfametoxazol ( SMX)
Adulto 320 mg TMP y 1600 SMX en 2 dosis iguales al
dia por 7 dias
Pediatrico

6mg/Kg TMP y 30 mg/Kg SMX en 2 dosis
iguales al dia por 7 dias

Nitazoxanida
Adulto 500 mg dos veces al dia por 3 dias
Pediatrico 1-3 aflos 100 mg dos veces al dia por 3 dias
4-11 afios 200 mg dos veces al dia por 3 dias
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Paromicina

25 mg/Kg tres veces al dia por 10 dias

Paromicina y Metronidazol

1000 mg Paromicina, dos veces al dia, por 10
dias y 750 mg metronidazol, tres veces al dia,

por 10 dias
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3. ANTECEDENTES

3.1 Patogenicidad (Sindrome de intestino irritable (SIl)

El papel patogénico de Blastocystis spp todavia es considerado por algunos
investigadores como controversial, frecuentemente es encontrado no solo en
individuos con sintomas sino también en sujetos aparentemente sanos o
asintomaticos, ademés de la existencia de numerosos reportes que tratan sobre
su habilidad para causar enfermedad (Santin et al., 2011; Yakoob et al., 2010;
Tan, 2004). Actualmente, en la literatura se debate ampliamente para determinar
si verdaderamente se trata de un microorganismo patégeno o comensal
(Wawrzyniak et al., 2013). Sin embargo, estudios recientes in vitro e in vivo
muestran que la infeccibn con Blastocystis spp se asocia a los desérdenes
intestinales, siendo variables a partir de una infeccibn aguda o crénica
(Wawrzyniak et al., 2013; Tan, 2008).

Se ha generado una hipotesis a partir de la cual se puede explicar las diferencias
encontradas en las infecciones con Blastocystis spp: esta es la diversidad
genética. (Tan et al.,, 2010; Hussein et al., 2008). Es decir, algunos sintomas
especificos se han tratado de asociar a diferentes ST's: por ejemplo ST2 y ST3 se
ha relacionado con desordenes cutaneos como urticaria (Abdel-Hammad vy
Mohammed, 2011; Vogelberg et al., 2010) (ademas de presentar formas
ameboideas, sugiriendo que esta forma ayuda a la adhesién causando una
respuesta inflamatoria contra el parasito que lleva a la urticaria (Zuel-Fakkar et al.,
2011).

En adicién a los sintomas mencionados, se postula que Blastocystis spp toma un
papel fundamental en el sindrome de intestino irritable (SlIlI) o en la enfermedad
inflamatoria del intestino (EIS) (Scanlan, 2012; Boorom, 2007).

El Sl es un desorden crénico del tracto gastrointestinal que manifiesta dolor
abdominal asociado con constipacion o diarrea, o ambos, y distencion abdominal
con defecacion irregular (Lepczynska et al.,, 2015; Stark et al., 2007). La
fisiopatologia de Sl permanece poco entendida, su mecanismo no es Unico o
caracteristico de la enfermedad (Jiménez-Gonzalez et al., 2012; Gasbarrini et al.,
2008). La prevalencia de Sl es cercana a 5-24% y 35-43% en paises
desarrollados y en vias de desarrollo, respectivamente, la prevalencia es mayor en
el género femenino (Longstreth et al., 2006). En México, la prevalencia del Sli
varia de los 16 a 35.5% con un intervalo de edad de 15-40 afios (Ramirez et al.,
2011).

Estudios recientes han investigado el posible rol de parasitos patégenos como
Blastocystis spp, G. intestinalis, Dientamoeba fragilis y E. histolytica en la etiologia
de SII. (Lepczynska et al., 2015). Se ha reportado una alta incidencia de
Blastocystis spp en pacientes con Sll, comparandolas con poblacién sana, con
alta prevalencia de los ST's 1y 3 (Wawrzyniak et al., 2013).
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En un estudio realizado en el Hospital General Dr. “Manuel Gea Gonzalez”, se
reportd un prevalencia del 25% de Blastocystis spp en pacientes con Sll (Ramirez
et al., 2011).

3.2 Mecanismos Vy proteinas asociadas a
patogenicidad

Los mecanismos y factores de patogenicidad de Blastocystis spp no estan
descritos, sin embargo, hay estudios in vitro que ayudan a mostrar los avances
descritos para entender la fisiopatologia del parasito (Fonte et al., 2014; Tan,
2008). Se han propuesto los siguientes mecanismos:

a) Induccion de secrecién de mucinas neutras por las células de goblet.

El moco intestinal forma una barrera entre el parasito y las células epiteliales del
hospedero, las mucinas, glicoproteinas que son el componente principal del moco
intestinal. E. histolytica induce a secrecibn de mucinas acidas y neutras, en
cambio Blastocystis spp solo estimula la secrecibn de mucinas neutras,
modificando la carga eléctrica de la superficie epitelial, ampliando la adherencia
del parasito a la superficie intestinal (Lepczynska et al., 2015; Fonte et al., 2014;
Denoeud et al., 2011).

b) Aumento de permeabilidad intestinal

Se ha documentado que Blastocystis spp genera disminucion en la funcién de
barrera de la pared intestinal, por consecuente da lugar a un aumento en la
permeabilidad de la mucosa intestinal (Fig. 8) (Tan, 2008). Este cambio en la
permeabilidad se asocia a eventos clinicos como diarrea, fenbmenos alérgicos,
principalmente del tipo urticaria, y dolor abdominal. (Fonte et al., 2014).

Esta permeabilidad se lleva a cabo mediante la secrecién de hialuronidasa por la
degradacion de proteinas de matriz extracelular, induccion de apoptosis en la linea
de células epiteliales (Fig. 6) y secrecion de proteasas dependientes de serina
mediante receptores PAR-2 (Receptor Activador de Proteasas 2) abriendo los
espacios intercelulares. (Fonte et al., 2014; Wawrzyniak et al., 2013; Denoeud et
al., 2011).

c) Hipersensibilidad tipo 1

Las infeccion con Blastocystis spp, al igual que otros parasitos como G. lamblia, se
ha asociado con urticaria. Se sugiere que estos fendmenos se vinculan con la
activacion por moléculas del parasito de un patron de respuesta Thz, sumado a
una alta produccion de IL-4, 5 y 13, para dar lugar a una reaccion alérgica
mediada por IgE o via alterna del complemento (Fonte et al., 2014).
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d) Desregulacion de las respuestas inmunes del hospedero.

Experimentos in vitro demuestran que Blastocystis spp estimula respuestas
proinflamatorias, con un aumento en la secrecion de IL-8, IFN vy, IL-12 y TNFa.
Estas respuestas se regulan normalmente por la secrecion de IL-10. En pacientes
con Sll, los niveles de IL- 10 es menor, llevando a una regulacion ineficaz y
desarrollando lesiones inflamatorias (Fig.8) (Fonte et al., 2014; Wawrzyniak et al.,
2013).

e) Secrecion de proteasas dependientes de cisteina

Las proteasas son importantes para Blastocystis spp como para la mayoria de los
parasitos intestinales, principalmente las del tipo cisteina dependientes. Las
proteasas de cisteina contribuyen al degradando IgA, a la inducién de IL-8 y factor
estimulante de colonias de granulocitos macrofagos (GM-CSF) (Fig.8) (Fonte et
al., 2014; Wawrzyniak et al.,, 2013; Denoeud et al.,, 2011; Tan, 2008). Estas
enzimas proteoliticas son parte del estudio de este trabajo.

Resistencia a

Farmacos

Apoptosis celulas - ' Disbiosis
del hospedero Blostocystis

Induccion TNF a, IEN y,
IL-8 y 12, GM-CSF,
Degradacionde Ig A.

Permeabilidad en

celulas del huesped
por proteasas

Fig. 7. Mecanismos de la fisiopatologia de Blastocystis spp. Blastocystis spp participa en el ataque a la
mucosa intestinal, aumentando la permeabilidad que se observa en varias patologias digestivas tales como
sindrome del intestino irritable. Blastocystis spp. es capaz de inducir apoptosis de las células del huésped,
modular la respuesta inmune del huésped y generar un estado de inflamacion. Algunas cepas son resistentes
a los medicamentos, esto podria explicarse por la presencia de proteinas de resistencia a multiples farmacos
gue podrian expulsar los farmacos activos (Wawrzyniak et al., 2013).
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3.3 Proteasas de Cisteina

Las proteasas de cisteina juegan numerosos papeles indispensables en la biologia
de organismos parasitos, se han asociado a desarrollo, invasion celular,
desenquistamiento, metabolismo, citoadherencia, diferenciacion y patogenicidad
(Puthia et al., 2006). Estas proteasas de cisteina requieren un residuo de cisteina
esencial en el sitio activo para la hidrdlisis (Fig. 8). El mecanismo de la hidrolisis se
ha dilucidado y documentado, la enzima es transitoriamente unida al sustrato y
forma intermediarios inestables antes de volver a una enzima libre (Tan et al.,
2010; Sajid y McKerrow, 2002).
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Fig. 8 Mecanismo de Accién de la proteasa de cisteina. A.) Representacién esquematica de la interaccion
sustrato y sitio activo de una cistein proteasa. B )1. el primer paso de la hidrélisis de los enlaces peptidicos es
la desprotonacién de un tiol en el sitio activo de la enzima por un aminoacido adyacente con una cadena
lateral béasica, por lo general un residuo de histidina. 2. El siguiente paso es el ataque nucleofilico por el azufre
de la cisteina desprotonado en el sustrato de carbono. En este paso, un fragmento del sustrato se libera con
un extremo amino, el residuo de histidina en la proteasa se restaura a su forma desprotonada. Se genera un
resto de &cido carboxilico en el fragmento sustrato restante, mientras se lleva la regeneracion de la enzima
libre (Sajid y McKerrow, 2002).

Las proteasas de cisteina son enzimas proteoliticas, las cuales se han asociado
como factores de patogenicidad en parasitos como Entamoeba histolytica,
Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Trichomonas sp., Toxoplasma sp, etc.
(Wawrzyniak et al., 2013; Denoeud et al., 2011; Sajid y McKerrow, 2002).

El efecto que tienen las proteasas de cisteina en un parasito lo observamos en E.
histolytica spp., donde los trofozoitos de E. histolytica secretan una mayor cantidad
de proteasas de cisteina que su contraparte no invasiva, Entamoeba dispar,
sugiriendo el rol de estas enzimas en la patogénesis (Wawrzyniak et al., 2013,
Xuchu y Redd, 2000). Ademas estas enzimas también han sido asociadas como
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factores de virulencia en algunas infecciones bacterianas, sin embargo, estas no
han sido ampliamente estudiadas en Blastocystis spp (Xuchu y Reed, 2000).

Los trabajos realizados sobre las proteasas de cisteina de Blastocystis spp
reportan actividades proteoliticas en aislados de los ST's 4 y 7, al igual que los
lisados de estos ST's, observando variaciones en las actividades inter e
intrasubtipos (Mirza y Tan, 2009), la habilidad para degradar IgA secretada in vitro
(Fig. 10) (Puthia et al., 2005) tal como lo hacen parasitos patdgenos como E.
histolytica (Kelsall y Ravdin, 1993) y T. vaginalis (Provenzano y Aldrete, 1995),
incrementar la permeabilidad de células epiteliales intestinales (Fig. 10) (Puthia et
al, 2006), inducir la secrecion de IL-8 mediante la activacion por NK-kB, similar a
H. pylori y E. coli, donde ya fuera evidenciado (Fonte et al., 2014; Puthia et al.,
2008) e inducir la secrecion de GM-CSF por un mecanismo no conocido aun (Tan,
2008).
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Fig. 9. Posibles efectos de las proteasas de cisteina secretadas identificadas como factores de virulencia en
Blastocystis spp. A) Aumento permeabilidad células epiteliales intestinales. B) Actividad de degradacién de
IgA realizada por Blastocystis spp (Denoeud et al., 2011).

Con la secuenciacion del genoma de Blastocystis spp ST 7, se han predicho los
candidatos moleculares que podrian estar involucrados en la patogenicidad. Se
han predicho 20 proteasas de cisteina, 1 proteasas de serina y 1 proteasa de
aspartato. Entre las proteasas de cisteina predichas se encontraron 2 tipos de
proteasas distintas: 8 distintas Catepsinas y 5 Legumainas (Denoeud et al., 2011).
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Estas dos proteasas de cisteina fueron identificadas experimentalmente y
posteriormente caracterizadas en los productos secretados mediante
espectrofotometria de masas. (Wawrzyniak et al., 2013). Estas dos proteasas
secretadas son serias candidatas para ser las responsables de las anormalidades
observadas en las patologias intestinales (Poirier et al., 2012).

3.4 Catepsina B.

La Catepsina B es una proteasa de cisteina perteneciente al clan de proteasas CA
o Papain-Like. Dentro de esta familia, se clasifica dentro del grupo C1. Proteasas
importantes de algunos parasitos patégenos se encuentran dentro de la familia
C1, como lo son Giardia sp, Toxoplasma sp, Trypanosoma spp, Leishmania spp,
Fasciola sp, Necator sp, Ascaris sp, Strongyloides sp, Trichuris spp, O. volvulus,
solo por mencionar algunos. Las proteasas de los parasitos antes mencionados
pertenecen a la subfamilia Catepsina B-like. Analizando las secuencias de sus
proteasas, se observa como caracteristica la insercién de bucle de péptidos dentro
del sitio catalitico, referido como occluding loop o Bucle de oclusion por su
traduccion al espariol, dentro de sus secuencias (Sajid and McKerrow, 2002; Musil
et al., 1991).

La subfamilia Catepsina B muestra un alto grado de homologia, todas las
secuencias de catepsina B de parasitos han conservado los aminoacidos del sitio
activo (Fig. 11).

G.lamblia-B2 VPESFDFREEYPHUIP~~E-VVDQGG—~~ SSVATFGDRR VY
G.lamblia-B3 APDSFDFREEYPH IP--E-VVDOGG~~~ SSVASVGDRR FY
G.muris-B LPKDYDPRVERAH LP--E-VADQAS - -~ SAVATFADRR AY
G.lamblia-Bl IPPQFDFRDEYPQ VK~ ~P-ALDQGS ~~~ SAIGVFGDRR AY
C.elegans-B3 LPDTFDARERKWPD NT-IKLIRNQAT- -~ GAAEVISDRV_IH

Aedes-B
Ancylostoma-Bl
Ancylostoma-B2
Necator-B

LPESFDARQKWSQ
PPASFDARTHWPE
PPDSFDARAHWPE
PPEKFDARDAWPY

PS-LNVIRNQG

RS-IGTIRDQSS -~
RS~IGTIRDQSA -~
REIIGHVRDQSR- -

H.contortus-Bl IPPSYDPRDVWKN TT-FY-IRDQAN-- STAAAISDRICIH
H.contortus-B2 IPPSYDPRDVWEN TT-FY-IRDQAN--- STAAAISDRICIH
H.contortus-B3 IPEEYDPRKIWSNCTS-FY-IRDQAN--- STAAAISDRICIS
H.contortus-B4 IPEEYDPREKFK- ST-FY-IRDOAN--- STAAAISDRICIS
H.contortus-B5 LPENYDPRIVWKN SS-FHTIRDQAN--- STAAAISDRI IH
O.ostertagi~B IPESYDPRIQWAN®SS~-LFHIPDQAN SSAAAMSDRICIH
Trichuris-B IPPSFDVRSLWHV' S-~LNLIRDOAK- -~ SAAETMSDRICVH

H.contortus-B7
Ascaris-B

IPESFDSREKWKD
IPEAFDAREKWDOQ

PS-LRVIPDQSN- -~
AS-LKNIRDQSS~ -~

C.elegans-B6 IPESFDSRDNWPK DS~IKVIRDQSS ~ -« GAVEAMSDRI IN
C.elegans-B4 IPATFDARTQWPN MS-INNIRDQSD-~~ AAAEAASDRF IQ
C.elegans-B5 IPDHFDARDQWPN MS-INNIRDQSD AAAREAISDRTIQ
chick-B LPDTFDTRKQWPN  PT-ISEIRDQGS -~ GAVEAISDRI VL
human-B LPASFDAREQWPQ( PT-IKEIRDQGS -- GAVEAISDRICIL
mouse-B LPETFDAREQWSN' PT-IGQIRDQGS -~~~ GAVEAISDRT IH
S.mansoni-Bl IPSNFDSRKKWPG. KS~IATIRDQSR- -~ GAVEAMSDRS IN
S.japonicum-Bl IPSQFDSRKKWPH KS-ISQIRDQSR-- GAVEAMTDRI IN
S.mansoni-B2 LPKSFDARVEWPH  PS-ISEIRDQSS -~ GAVEAMSDRICIN

L.mexicana-B
L.major-B
T.cruzi-B

LPESFDASEKWPM
LPEFFDAAEHWPM
LODRFDAGEAWPK

VI-IGEIRDQSN- -
LT-ISEIRDQSN
PT-ITEIRDQSS -~~~

Fig. 10. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de Catepsina B de algunos parasitos y mamiferos .
Se observa dentro del recuadro rojo, el sitio activo de cisteina, notandose un alto grado de conservacién en
los residuos que abarcan el sitio catalitico (Sajid y McKerrow, 2002).
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Catepsina B, tiene una actividad exopeptidasa, ademas de su funcidn
endopeptidasa, similar a las demas proteasas del grupo. Esto se ha atribuido al
occluding loop, un sitio de 20 aminoacidos, presente Unicamente en este grupo de
enzimas. (Turk et al., 1996). La actividad exopeptidasa se explica por dos residuos
de histidina que posee, His!' e His'!?,

En un trabajo previo, se caracterizaron dos proteasas de cisteina secretadas en
aislados de Blastocystis ST7, una de las cuales correspondia a Catepsina B, la
cual presenta una secuencia de 321 aminoacidos, de los cuales 68 refieren a un
pro péptido y los restantes a las parte con actividad peptidasa. Permanecen
conservados 20 aminoacidos pertenecientes al occluding loop, que debe permitir
tanto la actividad endo y exopeptidasa (Wawrzyniak et al., 2013; Sajid y
McKerrow, 2002). EI dominio correspondiente a la peptidasa C1 dentro de la
Catepsina B esta presente en parasitos patogénicos como Leishmania spp y
Trypanosoma cruzi (Denoeud et al., 2011).
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Fig. 11 A)Representacion esquemética de Catepsina B de Blastocystis ST7. 321 aa. Contiene dos sitios
activos, un sitio activo de cisteina (linea negra) y uno de histidina (Linea gris). B) Comparacion de secuencias
Catepsina B de Blastocystis spp, mamiferos y algunos pardsitos. El sitio activo de cisteina conservado es
marcado por una linea negra. C) Occluding loop es marcado por una linea punteada, con un asterisco se
marcan las dos histidinas conservadas (Wawrzyniak et al, 2012).
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4 Planteamiento del problema

¢ Existiran diferencias genéticas en cuanto a la secuencia de Catepsina B entre
aislados humanos de Blastocystis spp en diferentes poblaciones mexicanas?

4.1 Justificacion

Ultimamente, se ha discutido la posible patogenicidad de Blastocystis spp, la cual
aun es controversial. Lo que si es un hecho, es que en la actualidad se ha
convertido en el principal parasito intestinal en México y gran parte del mundo.

Recientes se han identificado posibles factores de virulencia presentes en
Blastocystis spp, encontrando una gran cantidad de proteasas, siendo las mas
numerosas las proteasas de cisteina.

Entre estas proteasas mencionadas, se pone énfasis en la Catepsina B, la cual
contiene dominios de peptidasa C1 presentes en otros parasitos patégenos, como
lo son Entamoeba histolytica y Trypanosoma cruzi, protozoarios donde su
patogenicidad ha quedado establecida, tomando un papel muy importante en su
rol patogénico la actividad de esta enzima.

La realizacion del presente trabajo ayudara a analizar las diferencias en las
secuencias de la Catepsina B en diferentes aislados mexicanos de Blastocystis
spp y ayudar a entender el papel de esta proteasa en la patogenicidad del
parasito.
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4.2 Objetivos Generales

+ Determinacién de polimorfismos genéticos de Catepsina B en aislados
humanos de Blastocystis spp en poblaciones Mexicanas

4.3 Objetivos Particulares

« Estandarizacion de la amplificacion de la secuencia parcial de Catepsina B
» Clonacion del gen de Catepsina a partir de cultivos ATCC

» Evaluacion del polimorfismo entre diferentes aislados mexicanos humanos
de Blastocystis spp mediante parametros genético-poblacionales

« Evaluar la utilidad del gen como herramienta de agrupamiento de subtipos
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4.4 Hipotesis

Las secuencias de Catepsina B de diferentes especies presentan gran variacion
genética, no obstante, son altamente conservadas en sitios activos, por lo tanto se
cree que las secuencias de Catepsina B en los subtipos de Blastocystis
circulantes en México sean altamente variables pero conservadas en los sitios
activos en comparacion con especies patdégenas.
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5. Materiales y Métodos
5.1 Cepas ATCC

En este trabajo se utilizaron 2 cepas de cultivo del ATCC como controles
(American Type Culture Collection): Blastocystis hominis Brumpt (ATCC n°
catalogo 50610) aislado de heces de humano (asintomatico) en 1970 por C. Zierdt
y Blastocystis hominis Brumpt (ATCC n° catalogo 50177) aislado en 1979 de un
paciente que presentaba diarrea (sintomético) en el NIH (National Institutes of
Health), Bethesda. (www.atcc.org).

5.2 Muestras

Las muestras de pacientes positivos a Blastocystis spp usadas en este proyecto
fueron recabadas previamente para protocolos realizados dentro del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” y el Hospital Infantil de México “Federico
Gbémez” (Tabla 2). De cada muestra se emplearon 50 mg de heces para ser
cultivadas en medio Barret y su posterior extraccion de DNA.

Tabla 2. Caracteristicas de las muestras utilizadas en el proyecto.

# Muestra Procedencia Sintomatologia | Subtipo
1.]| 50610 ATCC Asintomético 1
2.150177 ATCC + (Diarrea) 1
3.| Gea 29 Gastroenterologia | + 2
4.| Gea 68 Gastroenterologia | + /
5.| Gea 69 Gastroenterologia | + /
6.| Gea71l Gineco-Obstetricia | + /
7.1 Gea 73 Gastroenterologia | + 2
8.| Gea74 Gastroenterologia | + /
9. Gea 75 Dermatologia + ( Urticaria ) /
10| Gea 76 Gastroenterologia | + 2
11| Gea 83 Cirugia Plastica + 2
12| Gea 101 Gastroenterologia | + /
13| Gea Control 2 Banco de Sangre Negativo 2
14| Gea Control 4 Banco de Sangre Negativo 3
15| Gea Control 5 Banco de Sangre Negativo 2
16| Gea Control 6 Banco de Sangre Negativo 2
17| Gea Control 10 Banco de Sangre Negativo 3
18| Gea Control 12 Banco de Sangre Negativo 1
19| Gea Control 14 Banco de Sangre Negativo 1
20| Gea Control 15 Banco de Sangre Negativo 3
21| Gea Control 20 Banco de Sangre Negativo 3
22| Gea Control 46 Banco de Sangre Negativo N/D
23| B. hominis Singapur A | GenBank + 7

(XP 012899554)
24| B. hominis Singapur B | GenBank + 7
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(XP 012899555)

25| Blastocystis sp GenBank N/D 4
(KNB45604)

26| Blastocystis sp GenBank N/D 7
(XP 012896793)

27| Blastocystis sp GenBank N/D 2
(XP 014529047)

28| HI-9 Hospital Infantil “ N/D 2
Federico Gobmez”

29| HI-11 Hospital Infantil “ N/D 3
Federico Gbmez”

N/D: No determinado.

5.3 Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA de las muestras trabajadas en el proyecto se utilizo el
kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrep combinado al protocolo de extraccion
mediante Fenol-Cloroformo como se menciona a continuacion:

Se tomaron 250 pL de muestra de cultivo o0 1000 pL de muestra directa de heces.
Se agreg6 500 JL de alcohol al 70%, se homogenizé y se centrifugoé a 18,800 g
por 3 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y a la pastilla se le agregd 400
ML de la solucion de lisis y 20 yL de Proteinasa K (20 mg/mL). Se incub6 de 2 a
24 horas a 55°C. Después se volvid a incubar a 4°C por 15 minutos para la
precipitacion de las proteinas. Se centrifugd a 18,800 g por 3 minutos a una
temperatura de 4°C.

Se paso la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf, se le agregd 100 UL de agua
destilada, se homogenizé y se centrifugd a las mismas condiciones previas. Se
tomé 400 L de fase acuosa y se coloco dentro del tubo Zymo Spin IV Filter en un
tubo colector. Se Centrifug6 a 4,600 g por 1 minuto. Se afiadié 1200 uL de Fecal
DNA binding buffer al filtrado obtenido.

Se transfiri6 800 pL de la mezcla anterior al Zymo Spin Il C dentro de un tubo
colector, se centrifug6 a 9,600 g por 1 minuto. Se descarto el fluido obtenido y se
repitié este paso con el volumen restante de la mezcla.

Se afiadi6 200 UL de DNA Pre-wash Buffer a la columna Zymo Spin Il C, se
centrifugd a 9,600 g por 1 minuto. Se afiadio 500 UL Fecal DNA Wash Buffer a la
columna, repetimos la centrifugacion.

Se transfiridé la comuna Zymo Spin Il C a un tubo de 1.5 mL estéril y se agrego 70
ML de DNA Elution Buffer directamente al centro de la membrana. Para eluir el
DNA se centrifugo a 9,600 g por 30 segundos.

Se tomo el tubo Zymo Spin IV HRC (tapa verde), se agitd y se coloc6 dentro de un
tubo colector, seguido de una centrifugacion a 8,000 g por 3 minutos. Se
transfeiri6 el DNA eluido en la columna Zymo Spin IV HRC dentro de un tubo
colector limpio. Se centrifugd a 8,000 g por 1 minuto.
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5.4 Diseno de Oligonucleo6tidos.

Para el disefio de los oligonucleétidos se alinearon y analizaron las secuencias
disponibles de Catepsina B de los subtipos ST1 y ST7 disponibles en el GenBank,
asi mismo se emplearon secuencias de especies como Leihsmania, Trypanosma y
Entamoeba, buscando en ellas sitios conservados. Los sitios de interés se
ubicaron en la posicién 250 a 272 (22 pb) para el oligonucleotido F externo (5-
GCT CTG GCA CAC CCT CCC AGA C-3"), mientras que el R externo se ubico a
1159 al 1184 pb (5"-CGC CTT ACA TCT TAG GAA TWC CRG C-3"). Para nuestro
oligonucledtido R externo fueron incluidas dos degeneraciones, la primera a 20
nucleotidos de primer se adicion6 una W (A o T) mientras que la segunda a 23
nucleétidos una R (A o G).

Para realizar un PCR anidado se emplearon solo secuencias de Balstocystis para
disefiar oligonucledtidos internos especificos, los oligonucledidos disefiados
fueron: F (5"-GAG GCT ATT CCC ACT CGT G-3") y R (5"-GAA GTA ACC ATT
CTC ACC CCA-3’) (Fig. 13).

69 Peptidasa C1 Catepsina B 317
propeptide :ﬁ L o fi
L T T T TN TN |
100 200 300 321

FERe r
Fext (R ext

Fig 12. Representacion esquemdtica sobre la localizacion de los oligonucledtidos en el gen de Catepsina B.
Se nota en color verde la region amplificada con los oligonucleétidos externos mientras que en azul se abarca
la region méas acotada con los oligonucleétidos internos.

5.5 Estandarizacion de PCR punto final y anidado

Una vez disefiados los oligonucledétidos, se prosiguié a la estandarizacion de la
PCR anidada y en punto final. En la estandarizacion del PCR anidado se utilizo
DNA de la cepa ATCC 50610 de Blastocystis spp. Para establecer la temperatura
de amplificacion (Tm) se hizo uso de 10 reacciones, probando un rango de 52 a
62°C, evaluando el efecto del incremento de la temperatura en nuestro
amplificado. Posteriormente, para obtener la concentracion de MgClz éptima se
utilizaron 3 concentraciones distintas: 2.5 mM, 3.0 mM y 3.5 mM. Estas tres
concentraciones de MgCl: fueron evaluadas a 7 temperaturas distintas, usando un
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rango de temperatura mas estrecho, siendo 49°C la temperatura minima a evaluar
y 55°C la temperatura maxima.

Para la estandarizacion de la reaccion de reamplificacion mediante el uso de los
oligonucledtidos internos se utilizd6 DNA de la cepa ATCC 50610 y 50177 de
Blastocystis spp. Para el establecimiento de la temperatura (Tm), evaluamos a
siete temperaturas distintas, entre 52 a 57°C, para ambas cepas ATCC. Para
establecer la concentracion éptima de MgClz, se hizo uso de siete reacciones
donde la concentracién minima fue de 1 mM y la concentracibn maxima fue de 4
mM, incrementandose 0.5 mM en cada reaccién, prueba que se uso6 en las dos
cepas ATCC.

5.6 PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

Para la amplificacion del gen de la Catepsina B se utilizé el PCR anidado
estandarizado a las condiciones antes descritas, con los oligonucleétidos
previamente disefiados, debido a las dificultades que se mostraron para amplificar
el gen a partir de muestras provenientes de heces.

En este tipo de PCR, se utilizaron los termocicladores Axygen y Verity. La PCR
que usa los oligonucledtidos externos lleva un ciclo de desnaturalizacion de 94°C
por 5 minutos, 35 ciclos de amplificacion con 94°C por 45 segundos para
desnaturalizar el DNA, 55°C para alinear los oligonucleotidos durante 45 segundos
y 45 segundos a 72°C para la elongacién de la cadena. Por ultimo, un ciclo final de
72°C por 7 minutos.

Las reacciones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de 200 WL, conteniendo 2.0
ML de DNA, 2.5 uL de Buffer para PCR 10X, 2.5 uL de DNTP, 0.75 unidades de
Taq polimerasa, 1.25 yL de MgCl2 25mM, 1.0 pyL de cada primer, 1 UL de ASB al
10%, llevando la reaccion a 25 L.

Para la PCR con oligonucleétidos internos se us6 un ciclo de desnaturalizaciéon a
94°C por 7 minutos, 38 ciclos de amplificacion, a 94°C por 30 segundos,
reconocimiento de oligonucle6tidos a 53°C con un incremento de 0.2°C por ciclo
por 45 segundos y 72°C por 45 segundos para la elongacion, un ciclo final de
elongacién a 72°C por 10 minutos.

Cada reaccion involucré 2.0 uL de DNA o amplificado obtenido del PCR con
oligonucledtidos externos, 2.5 PL de buffer para PCR, 2.5 yL de dNTP, 0.75
unidades de Taq, 1.5 pL de MgCl2 25mM, 1.0 YL de cada primer a 25 pM, 1 gL de
ASB al 10% llevando la reaccion a 25 JL y ajustando con agua estéril.

Los productos obtenidos de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.2% con bromuro de etidio en solucion amortiguadora TAE 1X, pH
7.7. Se cargaron las muestras (5 PL) con Buffer de carga 6X en el gel de agarosa
y se sometieron a electroforesis a 100 volts durante 45 minutos. El gel fue

36



observado con ayuda del fotodocumentador Carestream. En todos los PCR se
emple6 como control positivo la muestra 50610 del ATTC de Blastocystis spp o
DNA positivo de Blastocystis spp de muestras secuenciadas del parasito

5.7 Clonacion

La Clonacion se llevo a cabo mediante el kit comercial TA Cloning kit, siguiendo el
protocolo proporcionado por el proveedor. Para clonar el gen de interés dentro del
vector pCR 2.1 (Fig 13), primero generd un amplificado mediante PCR, el producto
obtenido (3 pL) fue ligado dentro del vector pCR2.1, usando el buffer de ligacion y
la enzima de ligacion dada por el proveedor. Posteriormente, se transformaron
células competentes por medio de un choque térmico, la recuperacion de las
bacterias se realiz6 agregando 250 pL de medio SOC y se agitd horizontalmente a
37°C por 1 hora a 225 rpm. Se prosiguidé a sembrar estas células competentes en
placas con Agar y Kanamicina (50 ug/JL) seleccionando las colonias con células
transformadas de color blanco de aquellas de color azul.

Bsix| ool inisgimmns
1
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product A GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG ALy TT CGG CTT AAG ACG

/

Fig. 13. Representacion esquemética del vector pCR 2.1 utilizado en el proyecto. Obsérvese los sitios de corte
de la Enzima de restriccion Eco R1.

5.8 Extraccion DNA de plasmido

Después de haber seleccionado las colonias blancas, estas se pusieron a crecer
en medio LB liquido (5 mL) con Kanamicina (50 pg/pL), para la posterior
extraccién del plasmido con la supuesta secuencia de interés.

Se siguio el protocolo descrito por Sambrook et al., (2001). Se tomaron 750 L del
cultivo dentro de un tubo eppendorf de 1.5 mL, donde se adicion6 250 de glicerol
al 50%. Este tubo se conserva en congelacion a -20°C para usarse
posteriormente.

Con el volumen restante se trabajo para la extraccion del DNA plasmidico,
tomando 1.5 mL de cultivo crecido en medio LB con Kanamicina dentro de un tubo
eppendorf de 1.5 mL, este tubo se centrifugé a 18,800 g por 1 minuto. Se elimind
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el sobrenadante, quedandonos solo con la pastilla. Este procedimiento se repitié
hasta terminar con el medio restante.

La pastilla obtenida se resuspendio en 100 pL de la Solucién | (500 mM Glucosa,;
25 mM Tris HCI pH 8; 10 mM EDTA pH 8) y se agit6é vigorosamente en el vortex.
Se agrega 200 L de la solucion 1l (NaOH 10 M; SDS al 10%) recién preparada,
se mezclo por inversion de 4-6 veces. Se Mantuvo en hielo por 1 minuto. Se
agregp 150 pL de la solucion 1l ( 11.5 mL Acido Acético Glacial 17.48M , 60 ml
Acetato de Potasio 5M y 28.5 ml de agua desionizada ). Se centrifug6 a 18,800 g
por 10 minutos. Se Paso el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL.

Se agreg6 500 pL de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (25:24:1). Se agita con
un vortex y se centrifuga a 18,800 g por 5 minutos. Pasar el sobrenadante a un
tubo de 1.5 mL. Se agregan 500 pL de Cloroformo y se centrifuga a 18,800 g por 5
min, pasando de nuevo el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL.

Se precipitd el DNA con 2 volumenes de etanol al 100% (1 mL), manteniéndose a
-70 °C por 1 hora. Pasado el tiempo, se centrifuga a 18,800 g por 10 minutos. El
DNA se resuspendio con agua destilada.

5.9 Purificacion del amplificado

Se obtuvé 100 pL de amplificado del gen de la Catepsina B a partir de la PCR.
Este producto se purificdé con ayuda el kit comercial QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor tal y como se
menciona a continuacion:

Se pasa el producto obtenido a un tubo de 1.5 mL, al cual se le afaden 3
volumenes de buffer QG y se vortexea.

La mezcla anterior se aflade 1 volumen de isopropanol y se vortexea. Esta mezcla
se pasa a una columna QIAquick spin column con tubo colector, seguido de una
centrifugacion a 18,000 g por 1 minuto.

Se desecha el sobrenadante, se agrega 750 UL de buffer PE, posteriormente se
repite la centrifugacion antes mencionada. Se descarta nuevamente el
sobrenadante, repitiendo el mismo lavado y centrifugacion.

Se coloca un tubo de 1.5 mL debajo de la columna, se agrega 20 pL de H20
estéril en el centro de la columna y se incubo la muestra por 5 minutos a
temperatura ambiente para repetir la centrifugacion durante 2 minutos.

Finalmente se cuantifico el producto mediante el software Take 3 y se realiz6 un
electroforesis en gel de agarosa al 1.0% para observar los productos purificados.
Todas las muestras fueron llevadas a una concentracion final de 80 ng/pL.
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5.10 Secuenciacion y Analisis de Secuencias

Los productos purificados de la secuencia parcial del gen de la Catepsina B se
enviaron a la unidad de secuenciacion en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas y el Instituto de Biologia de la UNAM. Las muestras se enviaron a
secuenciar por ambos sentidos.

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas mediante los programas
informaticos Bioedit (Hall, 1999) y MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (Tamura et al, 2011) para facilitar la tarea de edicion se hizo uso de
programas alternativos a los antes mencionados como Mesquite.

Se prosiguio a incorporar cada una de las secuencias a una matriz de nucleétidos
en el programa MEGA, obteniéndose un total de 29 secuencias, 2 obtenidas de
cepas ATCC por Clonacion, 5 descargadas del GeneBank y 22 a partir de
amplificacion por PCR en pacientes del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez” y el Hospital Infantil “Federico Gomez”. Una vez completa la matriz de
nucleotidos de 29 secuencias se alineé mediante Clustal W ( Thompson et al,
1994) dentro del programa MEGA.

Se usaron secuencias del GenBank de Blastocystis spp (Tabla 2) asi como
secuencias de otros parasitos patdégenos como: Echinococcus multilocularis
(CDS40327 y BAJ83490), Trypanosoma cruzi (AAD03404), Giardia intestinalis
(ESU45417), Schistosoma mansoni (CAC85211) y Schistosoma haematobium (XP
012799340).

Se realizd la busqueda en las bases de datos para corroborar la identidad de
nuestras secuencias obtenidas a las referidas en el NCBI (National Center for
Biotechnology Informacion; http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Se hizo uso de la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para comparar similitud e
identidad de nuestras secuencias a las secuencias de Blastocystis spp reportadas
en la base de datos del GenBank.

Cada una de las secuencias de nucleotidos fueron deducidas a su traduccion de
aminoacidos mediante el software Expasy tools
traslate(http://web.expasy.org/translate/ ) obteniendo los 6 marcos de lectura
esperado, sin embargo solo el 2 en sentido 3" a 5” traduce a una proteina similar a
la esperada. Se realiz6 un BLAST de proteinas donde se identificaron a nuestras
secuencias de aminocidos.

5.11 Analisis de Genética de Poblacion y filogenias

Las secuencias editadas y alineadas se analizaron con el fin de observar las
variaciones usando parametros de genética de poblacion como lo son Sitios
Monomorficos o invariables, Sitios polimorficos o variables, diversidad Nucleotidica
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(1), diversidad Haplotipica (8) y Flujo Genético con ayuda del programas DNAsp
(Rozas et al, 2003).

Se realiz6 la construccion de arboles filogenéticos a partir de las secuencias de
nucleotidos y de proteinas con el programa Mr. Bayes (Ronquis y Huelsenbeck,
2003) y treeview (Page, 1996) con el fin de observar con mayor facilidad los
polimorfismos mostrados entre las secuencias y las variaciones intra e
intersubtipo.
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6. Resultados

6.1 Estandarizacion PCR anidado y en punto final

El establecimiento de la temperatura optima de amplificacion se evalué en un
rango de 52 a 62°C, donde observamos que al incrementar la temperatura nuestra
banda de interés (perteneciente al gen de Catepsina B de un peso de ~900 pb)
perdié intensidad a lo largo de las diferentes temperaturas empleadas (Fig. 14A).
Para el establecimiento de la concentracion de MgCl2, se observdé que a
temperaturas bajas (49 a 52°C) la banda de interés tenia una gran intensidad, sin
embargo, aparecian bandas inespecificas. A las temperaturas de 53, 54 y 55°C la
banda de interés era mas tenue en comparacion con las temperaturas anteriores,
pero las bandas inespecificas desaparecian en su mayoria (Fig. 14B). Para
corroborar la informacion anterior se reprodujo una PCR con una temperatura de
amplificacion a 55°C con MgCl2 a una concentracion de 2.5 mM, donde se
presencia notablemente la banda de interés perteneciente al gen de Catepsina B
(Fig. 14 C).
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Fig. 14. Estandarizacion PCR con oligonuclettidos externos. A) Eleccién de la Tm oOptima mediante un
gradiente de temperatura B) Gradiente de temperatura a tres distintas concentraciones de MgClz C) PCR con
las condiciones 6ptimas de Tm y MgCl2

Para la estandarizacion de la reaccion de reamplificacion mediante el uso de los
oligonucledtidos internos, se inicié probando un gradiente de temperatura, donde
se observa que se logra amplificar desde una temperatura de 53 hasta los 57°C,
siendo mas notable la banda de interés entre 53-54°C para ambas muestras (Fig.
15a). En el caso de la eleccion de MgClz se observa la amplificacion de la banda
de interés por encima del 1.5 mM, sin embargo, a concentraciones altas se
observan bandas inespecificas, por lo que se elige la concentracion de 2.5 mM
(Fig. 15b)

a) Muestra 50610 Muestra 50177

52 53 54 55 56 57 °C 52 33 54 35 56 57

b) 1 15 2 25 3 35 4 mMMgch

800 pb
Muestra

00D 50177
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Fig. 15. Estandarizacion reaccién de PCR, reamplificacién con oligonucleétidos internos. A) eleccion de la
Temperatura de alineamiento usando gradientes de temperaturas desde 53 hasta 57°C. B) Eleccion de la
concentracién optima de MgClz.

6.2 Amplificacion por PCR de las muestras de trabajo

La primera reaccion de PCR con los oligonucle6tidos externos, previamente
estandarizado, generaba un amplificado de peso molecular esperado sin embargo,
se obtenian bandas inespecificas de distintos pesos moleculares (Fig. 15). Estas
bandas inespecificas aparecian sin importar el origen de las muestras, el tiempo
en congelacion o concentracion del DNA.

Pm 69 70 71 74 75 80 82 86 101

\ )

Muestras de pacientes Hospital "Dr. Manuel Gea Gzlez"

Fig. 16 PCR con oligonucledtidos externos en muestras de heces, la flecha indica la presencia de la banda de
interés de 850 pb asimismo bandas inespecificas

En la segunda PCR o PCR anidado se llevé a cabo una re amplificacion de los
productos obtenidos en la primera reaccion, usandose de 1 a 1.5 pL de
amplificado obtenido de la primera reaccién, observandose la eliminacion de
aguellas bandas inesperadas, permaneciendo solo aquellas de un peso molecular
aproximado a 850 pb (Fig. 17). La banda perteneciente al gen de Catepsina B se
observa con claridad y sin barrido, lo cual nos permite realizar una purificacion
directa al producto de PCR obtenido y su posterior secuenciacion.
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Fig. 17. PCR con oligonucledtidos internos. Se muestra la re amplificacién del producto obtenido en la primera
reaccion, se observa la presencia de la banda Unica de 786 pb perteneciente al gen de la Catepsina B.

6.3 Clonacion

Una vez seguido el protocolo para llevar a cabo la transformacion de células
competentes con el plasmido pCR 2.1, proseguimos a la extraccion del mismo,
donde observamos que se logré clonar el gen de la Catepsina B dentro de una
colonia bacteriana con la cepa ATCC 50610 y en tres colonias con la cepa ATCC
50177 (Fig. 17). Cada gel se realiz6 al 1.2% de agarosa, evaluandose la presencia
del gen de Catepsina B. Las muestras se ponian a digestion con la enzima Eco
R1, la cual tiene sitios cercanos a los extremos del gen de Catepsina B (Fig. 18).
Posteriormente las muestras positivas fueron conservadas en congelaciéon a -20°C
para su futura purificacion y secuenciacion.
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Fig. 18. Clonacion del gen de Catepsina B cepa ATCC 50177. Se muestra el gel de agarosa al 1.2%
perteneciente al gen de Catepsina B proveniente de la cepa ATCC 50170 clonada dentro de células
competentes, donde tres colonias distintas integraron el gen de Catepsina B. Para cada colonia se observa
una muestra sometida a digestion con la enzima Eco R1 (D) y su contraparte sin digestion (SD).

Posterior a la purificacion de las muestras positivas (una colonia proveniente de la
cepa ATCC50610 y tres ATCC 50177) se observa una banda intensa, sin barrido
ni bandas inespecificas, que pertenece al gen de Catepsina B, ambas muestras
resultaron utiles para la secuenciacion (Fig.19).

ATCC ATCC
50610 50177

Fig. 19. Muestras de Cepas ATCC purificadas. Se observa que las dos muestras de cepas ATCC presentan la
banda de interés, por lo cual las muestras del carril 1y 2 son Gtiles para su secuenciacion.
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6.4 Purificacion del amplificado

El DNA purificado se cuantificd, las concentraciones de las muestras variaban
desde 80 hasta 350 ng/pL, sin embargo para evitar problemas en la secuenciacién
y homogenizar las respuestas obtenidas en los electroferogramas todas las
muestras se llevaron a una concentracion final de 80 ng/pL.

Como paso final antes de llevar a secuenciar las muestras al Instituto de Biologia
de la UNAM, se realizé un gel de agarosa al 1.2% ( Fig. 20) observando productos
limpios, sin bandas inespecificas y de gran intensidad, lo cual nos hizo obtener
una buena secuencia para su edicion, alineamiento y posterior analisis.

\ )

Muestras de pacientes Hospital "Dr. Manuel Gea Gzlez"

Fig. 20. Purificacion de amplificados obtenidos del PCR anidado. Se muestran los productos purificados
observandose la eliminacion de barrido y otros residuos que afectan al secuenciador, quedando solo la banda
de 786 pb perteneciente a la secuencia parcial del gen de Catepsina B.

6.5 Alineamiento y analisis de las secuencias

En este trabajo se obtuvieron 22 secuencias correspondientes a portadores del
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, 2 muestras provenientes del
Hospital Infantil “Federico Gbmez” y 5 muestras obtenidas del GenBank.

Todas las secuencias fueron editadas y alineadas, ademas para cada una de ellas
se realiz6 analisis de BLAST para corroborar que corresponden al gen de
Catepsina B de Blastocystis spp (Fig. 21a), las cuales resultaron en valores altos
de identidad y “query cover’ con secuencias del gen de catepsina B de
Blastocystis spp reportadas en las bases de datos, ademas confirmando que
nuestras secuencias corresponden al parasito de estudio.

Ya identificadas como secuencias de Blastocystis spp, cada una fue deducida a
aminoacidos y posteriormente sometidas a BLAST corroborando la secuencia
codificante en el marco de lectura 2 que pertenecia a una peptidasa de la familia
C1A, Familia en donde se encuentran ubicadas las Catepsinas, encontrando
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valores altos de similitud comparandolas con secuencias de Blastocystis spp de
distintos ST's reportadas en el GeneBank (Fig. 21b).

A Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 *=200
Query
] | | | | | |
1 100 200 300 400 500 600
i Alignments o
Description A i e Ident  Accession
score score cover value
B Stocystis hominis mRNA 475 475 99% 4e-130 81% XM 013044100.1

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 i 80 7% 100 125 150 175 207

Query seq,
4 9 £2 subsite ') b b

Specific hits
Superfanilies Peptidase_C39_like superfamily

Max | Total Query E

Description score | score | cover | value Ident  Accession
cysteine protease 1 [Blastocystis sp. Nandll] 367 67 100% 3e-126 84% OAD17697.1
uncharacterized protein [Blastocystis hominis] 36 366 100% 6e-126 84% XP 012899554.1
peptidase C1A family protein [Blastocystis sp. $T4] 358 358 100% Be-123 83% XP 0145200471
cysteine protease 1 [Blastocystis sp. Nandill] 383 353 100% 9121 T7% 0AO15920.1
uncharacterized protein [Blastocystis hominis] 348 348 100% 6e-119 79% XP 012899555.1

Fig 21. BLAST de la muestra 76, utilizada en el proyecto. A) BLAST de nucleétidos, notandose que alinea con
secuencias de Blastocystis hominis reportada en bases de datos, siendo idéntica en un 81% y con una query
cover de 99%. B) BLAST de proteinas, se observa que dentro de nuestra secuencia de aminoacidos se
encuetran dominios conservados que la identifician como la secuencia perteneciente a la peptidasa C1A
dentro de la Catepsina B de Blastocystis spp, identicas hasta en un 84% a las secuencias previamente
reportadas en las bases de datos de Blastocystis spp.

6.6 Genética de poblacion

Las secuencias utilizadas en el proyecto habian sido utilizadas con anterioridad
para ser subtipificadas con el gen 18S, lo cual sirve para ser agrupadas de
acuerdo a su subtipo especifico, los cuales fueron considerados para estas 29
secuencias ya que se desconocia si las secuencias de Catepsina B podrian
correlacionar con la informacion obtenida con el gen 18S.

Para los analisis de genética de poblaciones se compararon las secuencias
correspondientes a cada subtipo obtenidas en este estudio (subtipo 1, 2, 3,4y 7),
determinando los valores de variacion de las secuencias de Catepsina B entre
todos los subtipos ya sea a nivel de nucleétido como de aminoacidos.
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Podemos observar que efectivamente existen un gran nimero de sitios variables
entre las secuencias de un mismo ST, con altos valores de diversidad
nucleotidica. También se compararon las secuencias entre distintos ST's, donde
observamos diferencias marcadas entre algunos por ejemplo: podemos observar
que el ST1 mostré gran variabilidad genética al ser el ST con mayor numero de
sitios variables e informativos, por ende un menor niumero de sitios constantes.
Caso contrario al que observamos al analizar el ST7, donde el numero de sitios
constantes fue el mayor. Estos resultados, correlacionan con los valores de Piy
Theta, donde para el ST1 estos valores son altos, lo que se traduce a alta
diversidad nucleotidica y haplotipica, respectivamente, en contrate a los
observados para el ST7 que es menos variable.

Tabla 3. Sitios de importancia genética, diversidad nucleotidica y haplotipica. Podemos observar el nimero de
sitios variables, informativos y constantes, asi como la diversidad haplotipica y nucleotidica para cada ST.

N Sitios Sitios Sitios Pl Theta | HD
variables | informativos | constantes
ST1| 4 199 44 423 0.199 0.212 1
ST2| 9 190 49 432 0.098 | 0.138 | 0.972
ST3| 5 178 10 444 0.122 0.143 1.00
ST4| 1 ND ND ND ND ND ND
ST7| 3 73 0 546 0.079 | 0.079 | 0.667

Adicionalmente se compararon las mutaciones presentes en la secuencia de
nucleétidos del gen de la Catepsina B entre los ST's y como podemos observar
(Tabla 4) existen algunos ST’s donde las diferencias son mayores que otros, por
ejemplo entre el ST2 y 4, podemos observar 475 mutaciones en sitios diferentes
de la secuencia de 786 pb, mientras que para los ST'2 y 7 solo observamos
diferencias en 250 sitios. Estos analisis se hacen de la misma manera para
comparar la diversidad de cada ST.

Tabla 4. Comparacion de secuencias entre ST's. Se muestran las diferencias en las secuencias de Catepsina
B para cada ST, observando mayores para el ST 2 y 4, mientras que el ST 2 y 7 son los ST's de menor
variabilidad entre ellos.

ST1 ST2 ST3 ST4 ST7
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ST1 300 249 402 301
ST2 300 271 375 250
ST3 249 271 356 266
ST4 402 475 356 312
ST7 301 250 266 312

6.7 Filogenia de las secuencias de Catepsina B

Conociendo el ST de nuestras muestras, se puso interés en realizar un arbol
filogenético para poder comparar si el gen de Catepsina B puede servir como una
herramienta filogenética, que permita agrupar a las secuencias de Catepsina B en
clados de acuerdo a su ST (ver Fig. 3).

El arbol para las secuencias de nucleétidos de Catepsina B muestra clados
definidos, sin embargo, existe heterogeneidad en la distribucién de las muestras
de los mismos subtipos, es decir, se pueden observar muestras de los mismo ST
gue se distribuyen en el mismo clado, mientras que hay otras que son separadas
en distintas ramas del arbol (Fig. 22A). Estos mismos datos fueron
correlacionados con el arbol filogenético desarrollado para las secuencias de
aminoécidos (Fig. 22B).

Se desconoce si la distribucion en ambos arboles de nuclettidos o de aminoacidos
de los subtipos pudiera correlacionar con patrones de patogenicidad o con alguna
caracteristica sintomatica que presenten los portadores.
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Fig. 22. A) Arbol filogenético a partir de secuencias de nucleétidos. Se observa el arbol creado a partir de las
muestras de trabajo utilizadas en el proyecto, sobresaltando que no son agrupadas de acuerdo a su ST y hay
una gran distancia entre las secuencias, lo cual nos indica que existe heterogeneidad entre las mismas. B)
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Arbol filogenético a partir de secuencia de aminoacidos. Se observan diversos clados, que nos indican gran
variabilidad entre las secuencias deducidas. No se agrupan en un mismo clado las muestras de un solo ST's.

Para saber si hay correlacion de las secuencias de aminoacidos de Catepsina B
con las secuencias de organismos patdgenos se realizd un tercer arbol
filogenético comparando a Blastocystis con las secuencias de Giardia intestinalis,
Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni y Echinococcus multilocularis (Fig. 23),
observando ademés de la alta variabilidad en las secuencias de Blastocystis spp
que previamente ya se habia mencionado, la separacion en clados especie
especificos, sin correlacidon de los organismos patégenos con las secuencias
obtenidas de Blastocystis .
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Fig. 23. Arbol filogenético comparativo entre las secuencias de Catepsina B de Blastocystis spp con algunos
organismos patdgenos. Se observa que las secuencias pertenecientes a Blastocystis spp se encuentran en
ramas diferentes a las secuencias de los demas organismos patégenos, se utiliz6 como grupo externo a la
secuencia de Giardia intestinalis.

Buscando aquellas diferencias en la proteina de Catepsina B en los sitios
cataliticos, se realizaron arboles filogenético usando solamente los aminoacidos
involucrados en el sitios activos de cisteina, histidina y el occluding loop (Fig. 23),
donde ademas se marcaron las mutaciones encontradas (Fig. 25). Para el caso
del sitio activo de cisteina e histidina observamos que dentro del arbol filogenético
todas las secuencias de Blastocystis spp junto a los organismos patégenos,
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mostrando que son similares entre ellas sin importar el organismo del que
provengan, correlacionando con el escaso numero de mutaciones observadas
entre estos dos sitios (Fig. 26). En contrastes, en el arbol filogenético a partir de la
secuencia del Occluding loop se observan varios clados, siendo muy similar al
observado cuando se empled todas las secuencias de nucleétidos (fig. 22) y
aminoacidos (Fig. 22), separandose Blastocystis spp de los demas organismos
patégenos, y entre los mismos subtipos, correlacionando con el alto nimero de
mutaciones en este sitio (Fig. 23).
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Fig. 24. Catepsina B de Blastocystis spp y microorganismos patdgenos, observandose las mutaciones en
sitios activos. A) Sitio de Cisteina. La secuencia del sitio activo es conservada y las mutaciones encontradas
son escasas B) Se observa homogeneidad en las secuencias, exceptuando la muestra HI 11. Las mutaciones
son muy reducidas. C) Se observa heterogeneidad y un gran nimero de mutaciones, especialmente entre
Blastocystis y los organismos patogenos (Echinoccocus multilocularis, Giardia intestinalis, Schistosoma
mansoni y Schistosoma haematobium).

52



A) Gea101Consenso ] —
@st1
@ s12 -
O ST3 GEacontrolds
. ST4 Gea control 14
. ST7 Gea 8
() no
‘ Gpo Externo
( Patégenos) BlastocystsSUKNB46367pro
LT ————
XP 01289985457
[ gEA6% —
Trypanosoma cruzAADO’%404pro s
iardia intestinalisSESU454 17, —
chinococcusmultilocularisB, J834 —
—E R hmococcus multilocularisCDS40 [ 50610ATCC
BlastoST7XP 01 2899‘5.‘ [ XP 014520047 st4
BlastoST7 XP 0128995 ro XP 012899585 517
glaS}OSTdKNBlivaOdpfo L —— QEAB9D
eal’1 01 100 gEA 693
Gea74
gEAcontrol5
gEAControl2
Geacontrol12
[ GEacontrol46

Gea control 14
Gea control 6

g‘.0177ATCC
Gea 101Consenso
Gea 75

0.7,

L— [ Schistosoma haematobiumxXP 01279
0 0.78 SchistosomamansoniCAC85211pro

©)

090
E — Geacontrol12

osshyc XP 014520047 st4

050

[~ gEAControl2
[ gEA 69
i%6 i $ v12890ss457
BlastoST7 XP 012899554pro
053 Gea74
Gea75
gea73

gea29

50610ATCC
060 f———— [~ sosi0aTCC

081 50177ATCC
Gea 101Consenso
Gea71

gEAcontrol5

087
Gea control 14
Gea control 6
Gea 68
gea’s
geas3

Fig. 25. Arbol filogenético de sitios activos A) Sitio Activo de Cisteina. Se observa solo un clado donde se
ubican todas las secuencias de Catepsina B de Blastocystis spp y organismos patégenos. B) Sitio Activo de
Histidina. Se crea un clado donde se colocan todas las secuencias de Catepsina B de Blastocystis spp y
organismos patégenos. C) Occluding loop, se observan varios clados y la division entre las secuencias de
Blastocystis spp y los microorganismos patégenos.
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7. Discusion

Los estudios sobre Blastocystis spp y su papel patdgeno han sido un reto en la
actualidad debido a la gran heterogeneidad genética del parésito, siendo al mismo
tiempo un enorme campo de estudio. Para este y muchos otros parasitos, el papel
de las proteasas de cisteina son fundamentales al estar involucradas en funciones
biolégicas como nutricion, enquistamiento/desenquistamiento, invasion celular y
tisular e inmunoevasion (Sajid y McKerrow, 2002) por lo cual se les ha atribuido a
estas proteinas un papel como factor de patogenicidad (McKerrow et al., 1993).
Ademas de que la variacion genética en sitios especificos de esta proteina, asi
como la ausencia, modificacion y niveles de expresion pueden impactar
directamente en las diferencias de patogenicidad o en la inocuidad de un
organismo (Scanlan, 2012).

Las proteasas de cisteina de mayor importancia encontradas en parasitos son
divididas en dos clanes, CA 'y CD (Barret, 1994). Dentro del clan CA se hallan dos
familias, C1 y C2, siendo la primera donde se encuentran la Catepsina B y
Catepsina L-like.

A partir de la publicacion del genoma de Blastocystis spp ST7 (Denoeud et al.,
2011) se indico la posible presencia 22 proteasas secretadas, de las cuales 20
serian proteasas de cisteina, de las cuales solo la legumaina y la Catepsina B han
sido verificadas (Wawrzyniak et al., 2012).

Wawrzyniak et al., (2012) esquematicamente representa a esta proteasa de
cisteina, la cual presenta dos sitios activos, el primero de ellos se trata de un sitio
activo de cisteina y el segundo de histidina, ademas de un dominio de 20
aminoacidos denominado occluding loop. Los oligonucle6tidos disefiados en este
proyecto abarcan una regién que incluye a estos dos sitios activos y el dominio
“occluding loop” permitiéndonos observar a detalle el polimorfismo del gen de
Catepsina B.

Uno de los objetivos de este proyecto fue amplificar 786 nucleétidos del gen de
Catepsina B correspondiente a 321 aminoacidos de la proteina en portadores
sanos y sintomaticos de Blastocystis. Los analisis moleculares refieren que las
secuencias obtenidas en este trabajo presentan valores de similitud mayores al
90% con Catepsina B de Blastocystis y otros organismos parasitos, resultado que
nos permitié6 por primera vez comparar los sitios activos y toda la proteina entre
diferentes subtipos de Blastocystis y otros organismos patégenos.

El sitio activo de cisteina consta de 13 aminoacidos cercanos a la posicion 90-100
(Wawrzyniak et al., 2012), variando entre especies. Entre algunas caracteristicas
gue presentan las proteasa de cisteina mencionamos la presencia esencial de una
cisteina para la hidrélisis en el sitio activo y una glutamina conservada que sirve
para estabilizar intermediarios generados en la reaccién de la peptidasa (Turk et
al., 1998) caracteristicas observadas en nuestras secuencias de aminoacidos, lo
gue asegura que estemos trabando con una proteasa de cisteina.
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Comparando nuestras secuencias del sitio activo de cisteina observamos solo
mutaciones en tres posiciones, los diez aminoacidos restantes son conservados y
dos de estas tres mutaciones se encuentran solo en la secuencia Gea 69 en los
dos sitios metabdlicos, la cisteina del sitio activo y la glutamina para estabilizar,
por lo que esta proteina no seria funcional, para validar este resultado se espera
volver a amplificar y secuenciar el gen de Catepsina B y/o realizar clonacion para
esta muestra. La mutacion restante se trata de una valina por una treonina y en un
caso por una histidina. Analizando el efecto que tendria esta mutacion,
comparamos la naturaleza del radical del aminoacido cambiado donde la valina
cuenta con un radical no polar, la treonina con radical polar sin carga mientras que
la histidina es polar basico, siendo diferente el resultado en cada mutacion, lo que
sugeriria modificaciones en el procesamiento de la proteina 0 mutaciones no
sinbnimas, sin embargo, podemos notar que el sitio activo de cisteina es
altamente conservado entre nuestras secuencias obtenidas, o que podria sugerir
la funcién de la proteina pero con diferente tipo de procesamiento.

La presencia de un sitio activo de histidina fue reportado por Wawrzyniak y
colaboradores en 2012, sin embargo, no ha sido blanco de estudios o analisis. En
nuestro alineamiento, el sitio activo cuenta con una histidina esencial mientras los
10 aminoacidos restantes del sitio activo son altamente conservados, ya que en
nuestras secuencias solo tres de ellas mostraron mutaciones puntuales, en dos
secuencias (ATCC 50610 y 50177) se observd un cambio de una leucina por una
metionina, siendo una mutacion sinénima. En una secuencia (Gea control 20) las
mutaciones fueron en los tres aminoacidos finales mientras que en otra secuencia
(HI-11) fueron en los ultimos 7 aminoacidos, siendo sitios no funcionales
biol6gicamente, por lo que este resultado debe validarse volviendo a secuenciar.

Un dominio importante en la secuencia de la Catepsina B es el llamado occluding
loop, una secuencia de 20 aminoacidosa los cuales se les atribuye la actividad de
exopepetidasa ademas de su actividad endopeptidasa (Turk et al., 1996). Esta
actividad de exopeptidasa es atribuida principalmente a la presencia de dos
histidinas (Musil et al., 1991), estas histidinas sirven para anclar el sustrato y dirigir
el péptido en el sitio activo para la hidrélisis (Quraishi et al., 1999), existiendo la
evidencia que la sustraccion del occluding loop elimina la actividad exopeptidica
(Nly et al., 1997). Comparando nuestro alineamiento, observamos a las dos
histidinas importantes en cada una de nuestras secuencias. En cuanto a las
mutaciones presentes en este dominio, son mas numerosas que los sitios activos
cisteina e histidina y en su mayoria existe al menos una mutacion puntual en cada
una de las secuencias obtenidas, inclusive observamos un gap o delecién,
enseguida de las dos histidinas en 16 secuencias, lo que siguiere que este sitio
permite mayor nimero de mutaciones sin que este pueda alterar su funcién, sin
embargo, estudios de caracterizacion de la proteina deben de ser efectuados para
corroborar esto hallazgos.

Por otra parte, se ha mencionado que actualmente existen 17 subtipos de
Blastocystis, siendo evaluados con secuencias del gen 18S, no obstante en la
actualidad se desconoce si otro marcador molecular pudiera tener tanta variacion
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genética como 18S (Stensvold et al., 2009a), con el uso de la Catepsina B
observamos con ayuda de los parametros de genética de poblacion esta
problematica. En donde los ST 1, 2 y 3 son mas variables en comparacién al ST 7
que tiene 546 sitios constantes contra 423, 432 y 444 para los ST's 1,2y 3
respectivamente.

Se ha propuesto que la alta variacion genética reportada en los diferentes subtipos
de Blastocystis con el 18S podrian correlacionar con especies establecidas y no
con variantes como actualmente se considera (Alfellani et al., 2013). De igual
manera las secuencias de Catepsina B mostraron esta variacion entre cada ST
analizado, por ejemplo entre el ST 1 y 4 existen 402 nucleétidos distintos de la
secuencia de 786 pb, lo que siguiere alta variacion para individuos de una misma
especie, tratandose de un gen altamente conservado en otros organismos.

Con respecto a la diversidad nucleotidica (Pi), los ST's 1 y 3 muestran valores
mayores que los ST's 2 y 7, indicAndonos mayor variabilidad entre las secuencias
de nucledtidos en los primeros 2 ST's mencionados. En la diversidad haplotipica,
los ST's 1 fue tres veces mayor al mostrado por el ST 7, mientras los ST "2y 3 fue
del doble respecto al ST'7, lo que nos indica que existe un mayor nimero de
haplotipos distintos en el ST 1, seguido de los ST 2 y 3 y por ultimo el ST7. Para
todos estos parametros mencionados el ST 4 no fue utilizado debido a que solo se
cuenta con una secuencia de este ST.

La realizacion de un arbol filogenético a partir de la secuencia de nucle6tidos del
gen de Catepsina B de Blastocystis spp no se habia elaborado en algun trabajo
cientifico. Los resultados de este analisis mostraron que el arbol es muy distinto al
gue se observa al usar la secuencia ssrDNA18S, usado para la subtipificacion de
Blastocystis spp, reportado por Yoshikawa (2004), Stensvold et al., (2007, 2009a)
y Santin (2011), con las secuencias del gen de Catepsina B, las muestras no se
agrupan en clados especificos de acuerdo a su ST, agrupaciones también
observadas usando la secuencia ITS (Villalobos et al., 2014), lo que siguiere que
las agrupaciones con las secuencias de la Catepsina B estard asociada con la
funcién y no con la filogenia del grupo.

Se realiz6 la comparacion de las secuencias de Blastocystis spp con las
secuencias de parasitos patégenos como Giardia intestinalis, Schistosoma
mansonni, Echinococcus multilocularis y Trypanosoma cruzi con el objetivo de
analizar las mutaciones por sitio. Sin evidencia cientifica previa, se realizaron
arboles filogenéticos con las secuencias completas de aminoacidos, asi como de
los sitios activos de cisteina, histidina y el occluding loop.

En el primer arbol, comparando la secuencia completa de nucleétidos y de
proteinas observamos la separacion en clados distintas de las secuencias de
Blastocystis spp y de los parasitos patdégenos, lo cual nos indica que existe gran
diferencia genética entre estos dos grupos. Con el proposito de poder observar
donde estan estas diferencias hicimos los siguientes arboles de los sitios activos y
el occluding loop.
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El arbol construido con los aminoacidos del sitio activo de cisteina mostré un solo
clado en el cual se encuentran las secuencias de Blastocystis spp y los patégenos,
indicando mayor similitud y homogeneidad en el sitio activo. Los aminoéacidos
incluidos en la construccion del arbol abarcan las cisteina esencial del sitio activo y
un glutamato que estabiliza un intermediario. En un trabajo previo, se realizé un
arbol filogenético del sitio activo de cisteina con la secuencia de 45 aminoacidos
comparativo entre organismos parasitos y mamiferos, sin incluir a Blastocystis spp
(Sajid y McKerrow, 2002), observando un arbol con un mayor nimero de clados
contrario a lo mostrado por nuestro arbol. Para descubrir las diferencias entre los
arboles, analizamos las mutaciones en las secuencias, donde las secuencias
utilizadas por Sajid y McKerrow son muy variables entre si fuera de los
aminoacidos involucrados en el sitio activo, directamente en los trece aminoacidos
del sitio activo (incluidos la cisteina y el glutamato importantes) las mutaciones son
menores, en las secuencias de Sajid y McKerrow hay mutaciones en 6 sitios y en
nuestras secuencias en 5 sitios, siendo en algunos casos mutaciones sinénimas y
solo presentes en una sola secuencia. Lo cual nos indica que la funcion bioldgica
del sitio activo seria similar en Blastocystis spp y los patdgenos.

Sin mayor informacion a la proporcionada en 2012 (Wawrzyniak et al., 2012) sobre
la presencia de un sitio activo de histidina y el alineamiento de la secuencia de la
Catepsina B de Blastocystis spp y otros organismos parasitos y mamiferos,
realizamos un arbol filogenético, en el cual, interesantemente se observd un solo
clado donde se encuentran todas las secuencias, indicandonos un alto grado de
homogeneidad entre las secuencias sin importar el parasito del que provenga. En
nuestras secuencias observamos solo mutaciones en dos sitios y solo una
secuencia tiene tres mutaciones, las deméas conservan los mismos aminoacidos.
La homogeneidad entre las secuencias sugiere que este sitio cumple una funcion
biolégica similar entre los parasitos de comparacion.

Finalmente en el arbol construido con las secuencias de sitios occluding loop, se
observan varios clados, de manera muy similar con el arbol de aminoacidos y
nucledtidos totales. Se agrupan en un clado por separado las secuencias del
occluding loop de los parasitos patdgenos, mientras que las distancias entre
secuencias de Blastocystis spp es mayor que en los dos sitios activos. Esta
secuencia de occluding loop sirve para identificar a la Catepsina B de otras
Catepsinas (Musil et al., 1991), caracterizadas por la presencia de dos histidina
(Sajid y McKerrow, 2002), las cuales también se observan en todas nuestras
secuencias. Con esta informacion, se sugiere que el procesamiento de Catepsina
en las diferentes especies y subtipos de Blastocystis es diferente no asi los sitios
cataliticos de cisteina y de histidina, por lo que se propone que no solamente la
patogenicidad de los organismos patdgenos depende de la presencia de
Catepsina B sino también del procesamiento que esta tenga, ya que el occluding
loop ademas de que se le atribuye la actividad de exopeptidasa, participa
directamente en la hidrolisis del sitio activo anclando el carboxilato del sustrato.
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8. Conclusiones

Se logré amplificar y clonar el fragmento de 786 pb del gen de Catepsina B de una
cepa ATCC (ST1) dentro del plasmido pCR 2.1 con el fin de estandarizar la
reaccion de PCR y servir como control positivo.

Se establecid y estandarizo un PCR anidado utilizado para la amplificacion del gen
de Catepsina B de Blastocystis spp provenientes de muestras de pacientes
meXxicanos y Su posterior secuenciacion.

Mediante los pardmetros de genética de poblacién se evalud el polimorfismo del
gen de Catepsina B mostrando alto grado de variabilidad intra e intersubtipos en
Blastocystis spp.

Los arboles filogenéticos construidos con las secuencias de nucleoétidos y
aminoéacidos, mostraron clados distintos entre las muestras de Blastocystis spp y
organismos patogenos.

Interesantemente los clados formados en el &rbol para el gen de Catepsina B no
correlacionan con la agrupacion de subtipos establecida con la secuencia 18S,
marcador ampliamente utilizado para la subtipificacion de muestras de Blastocystis
spp, lo que sugiere agrupaciones por funciones.

El andlisis de las mutaciones de los sitios activos de Catepsina B entre
Blastocystis spp y organismos patdgenos son altamente similares.

A nivel filogenético la comparacion entre los tres sitios activos con los organismos
patdgenos permitieron observar que no existe diferencia en las secuencias del
sitio activo de cisteina e histidina, mientras que las mutaciones en el occluding
loop nos muestran alta variabilidad y diversidad, lo cual podria indicarnos que la
funcion biolégica es distinta en este sitio activo modificando en general la accion
de Catepsina B en Blastocystis spp.
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9. Perspectivas

Realizar un estudio mas completo aumentando el nimero de muestras para cada subtipo,
asi como la posible inclusion de muestras pertenecientes a subtipos (ST’'s) encontrados
en animales, con el fin de hacer un andlisis significativo entre las diferencias encontradas
en cada subtipo y comparar las secuencias de Catepsina B de humano contras las de
animales.

Hacer un arbol filogenético comparativo usando las secuencias de Catepsina B y un
marcador nuclear como la subunidad pequefia ribosomal 18s con el fin observar las
diferencias que se presentan en el arbol filogenético al usar un marcador usado por varios
investigadores para la subtipificacion de muestras de Blastocystis spp.

Clonar y expresar las secuencias Catepsina B de aquellas muestras pertenecientes al
mismo subtipo que presenten variabilidad y observar si estas diferencias puedan modificar
a nivel de expresion su funcién biolégica dentro del parasito.

Determinar la expresion de Catepsina B en distintas muestras de heces para observar si
posiblemente la patogenicidad de Blastocystis spp se deba por el nivel de expresion de la
peptidasa, caso similar a lo que se observa en Entamoeba coli y su contraparte patégena
Entamoeba histolytica donde la expresién resulta fundamental para que esta Ultima sea
patégena.
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