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Resumen

Giardia intestinalis es considerado uno de los eucariotas
mas antiguos y su poca complejidad representa una valiosa
oportunidad para desentrafar los misterios de procesos
vitales de eucariotas mds complejos. Esta caracteristica
nica de G. intestinalis y el hecho de que su genoma esté
completamente secuenciado y disponible, y que todo su
ciclo de vida puede ser reproducido in vitro, hacen de este
pardsito un modelo ideal para estudiar mecanismos celu-
lares, entre ellos, la muerte celular programada.

Desde el punto de vista morfolégico y molecular, la apop-
tosis es uno de los tipos mds complejos de muerte celular
programada, la cual es un proceso normal durante el
desarrollo celular, y tiene un papel esencial en el control
de la proliferacion celular y en la respuesta a retos inmu-
nolégicos o a dafos celulares. Recientemente, se ha
reportado que en protozoos, entre ellos Giardia, podria
ocurrir un tipo de muerte celular programada similar a
la apoptosis y los resultados de nuestros laboratorios
apoyan esta hipétesis; sin embargo, no se han identifi-
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1. Articulo de revision.

Abstract

Giardia intestinalis is an early-branching eukaryote and
its low complexity represents a valuable opportunity
to unravel the mysteries of essential processes in more
complex eukaryotes. In addition, the genome of G. intes-
tinalis is completely sequenced and its entire life cycle
can be reproduced in vitro. All these characteristics make
of Giardia an ideal model for studying cellular mecha-
nisms, such as programmed cell death.

Apoptosis is one of the most complex types of programmed
cell death and plays an essential role during cell develo-
pment, cell proliferation and immune response. Recently
it has been reported that in Giardia can take place events
that resemble apoptosis and although our results support
this hypothesis, molecules involved in this process have
not yet been identified.

This review includes a description of the morphology and
structure of G. intestinalis, its life cycle, the disease that
causes and the strategies for its treatment. In addition, we
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cado hasta el momento las moléculas relacionadas con
los procesos de apoptosis en estos parasitos.

La presente revision abarca una descripcion de la morfo-
logia y estructura de las formas de vida de G. intestinalis,
de su ciclo biolégico, de la parasitosis que causa y de
las estrategias quimioterapéuticas para su tratamiento.
Asimismo, se hace un repaso de lo que hasta ahora se
conoce sobre apoptosis en protozoarios, y especifica-
mente en G. intestinalis, y se describen algunos resultados
de nuestro grupo que apoyan la existencia de muerte
celular programada en este pardsito.

Palabras clave: Giardia, muerte celular programada,
apoptosis.

INTRODUCCION

En mamiferos, la muerte celular programada es un
mecanismo regulado que induce la muerte celular
durante la remodelacién de los tejidos en desarrollo
y la eliminacién de células inmunitarias activas, y se
caracteriza por los cambios morfolégicos y moleculares
que sufren las células afectadas. En algunos parasitos
protozoarios se ha descrito un mecanismo similar a la
apoptosis, el cual muestra algunas de las caracteristicas
morfolégicas observadas durante la muerte celular
programada de células mamiferas: la exteriorizacion
de la fosfatidilserina, la contraccién celular, la conden-
sacion de los cromosomas, la fragmentacion del ADN
y la formacién de cuerpos apoptéticos.

Giardia intestinalis es un parasito que ha despertado
gran interés cientifico ya que divergié muy temprana-
mente y, como se considera uno de los eucariotes vivos
mas antiguos, es un excelente modelo para estudiar
los procesos celulares basicos como la muerte celular
programada. Este protozoario se incluy6 recientemente
en el grupo de organismos unicelulares que podrian
llevar a cabo la apoptosis para inducir muerte celular
programada; sin embargo, no se conocen los meca-
nismos moleculares responsables de este proceso.

GENERALIDADES DEL PARASITO

Taxonomia de Giardia spp.

Giardia spp. fue descrita en 1681 por van Leeuwenhoek,
quien observo el pardsito al examinar sus propias heces
al microscopio. Aunque en 1859 este patégeno fue
ubicado en el género Cercomonas, en 1882 el nombre
Giardia fue usado por primera vez como género, vy el
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review what is known about apoptosis in protozoa, and
specifically in G. intestinalis, and describe some results
from our group supporting the existence of apoptosis-like
programmed cell death in this parasite.

Key words: Ciardia, programmed cell death, apoptosis.

parasito fue denominado G. duodenalis en 1902, C.
lamblia en 1915 y G. enterica en 1920, a lo cual siguié
una larga controversia sobre su denominacion.

En 1952, con base en la morfologia de una estruc-
tura del parasito llamada cuerpo medio, se definieron
tres especies de Giardia: G. duodenalis, G. muris y
G. agilis. Recientemente, la clasificacion taxonémica
se ha basado en la morfologia de los trofozoitos y
divide a Giardia spp. en seis especies: G. intestinalis,
G. agilis, G. ardeae, G. microti, G. muris y G. psittaci.
En estas dos clasificaciones, son G. duodenalis y G.
intestinalis los nombres aceptados para las especies
que infectan a los humanos (1). Asi, los nombres C.
intestinalis, G. lamblia y G. duodenalis, actualmente
se usan como sinénimos para referirse a la Unica
especie capaz de infectar al humano.

Giardiasis

Giardia intestinalis es el parasito causante de la giardiasis,
una de las infecciones parasitarias mas frecuentes en
el mundo, con cerca de 280 millones de casos sinto-
mdticos por afio (2). La enfermedad es mas frecuente
en regiones tropicales y subtropicales, y especialmente
prevalente en regiones afectadas por la pobreza y por
bajos niveles de higiene. En estas condiciones, el para-
sito puede ser transmitido de persona a persona por
contaminacion fecal-oral, o puede adquirirse mediante
el consumo de aguas no tratadas o mal desinfectadas.

La giardiasis causa diarrea acuosa, dolor epigastrico,
sindrome de mala absorcién, nduseas, vomito y pérdida
de peso, sintomas que aparecen después de 6 a 15
dias de contraida la infeccién. Aunque las infecciones
cronicas son comunes, la mitad de ellas son asintoma-
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ticas y, por lo general, se resuelven espontdneamente
(3); aun asf, las infecciones crénicas por G. intestinalis
se suman al abanico de factores que dificultan el desa-
rrollo fisico y cognitivo de los nifios en edad preescolar,
quienes son los mas afectados por esta parasitosis.

En efecto, el Instituto Nacional de Salud establecié que
en Colombia la prevalencia de C. intestinalis es de 12
% en la poblacion general y de 28 % en nifios entre
uno y cuatro afos. Sin embargo, cabe senalar que en
los asentamientos temporales y en las poblaciones en
condiciones vulnerables como aquellas desplazadas
por desastres naturales o por la violencia, se ha llegado
a encontrar una prevalencia de G. intestinalis de hasta
60 % en la poblacion infantil (4).

Morfologia y estructura celular de Giardia spp.

Giardia intestinalis tiene caracteristicas de células
eucariotas superiores, como la presencia de nucleos,
nucléolos, membrana nuclear ligada al reticulo endop-
lasmico, citoesqueleto y vacuolas periféricas parecidas
a lisosomas, pero carece de organelos como peroxi-
somas, aparato de Golgi y mitocondrias clasicas (1,5,6).
A lo largo de su ciclo de vida, Giardia pasa por dos
estadios claramente diferenciables, denominados trofo-
zoito y quiste, los cuales corresponden a las formas
vegetativa e infecciosa del pardsito, respectivamente.

El trofozoito mide de 12 a 15 pm de largoy de 5a 9
pm de ancho, y tiene forma de pera, con una super-
ficie ventral plana y una superficie dorsal convexa;
presenta dos ndcleos, nucléolos, una membrana
nuclear ligada al reticulo endopldsmico y vacuolas
periféricas parecidas a lisosomas localizadas debajo
de la membrana plasmatica. El citoesqueleto del
trofozoito es complejo e incluye un cuerpo medio,
cuatro pares de flagelos y un disco adhesivo (figura 1),
el cual le permite al parasito adherirse fuertemente a
las vellosidades intestinales y evitar asi ser arrastrado
por los movimientos peristélticos del intestino (7).

Figura 1. Trofozoito de Giardia intestinalis tedido con Giemsa. Barra
5um.

Por su parte, los quistes de Giardia son ovalados y
tienen un didmetro entre 5y 7 pm, poseen una pared
gruesa e insoluble compuesta principalmente por
azucares y por las denominadas proteinas de la pared
del quiste (Cyst Wall Proteins, CWP), CWP1, CWP2 y
CWP3. En este estadio, los flagelos y el disco adhesivo
estan desensamblados y se observan cuatro ncleos,
numerosos ribosomas y ocho axonemas asociados a
dos laminas de microtibulos (1).

Ciclo biologico de Giardia spp.

El proceso de diferenciacién celular en Giardia spp.
presenta dos principales transiciones de desarrollo:
poco después de haber sido ingerido, el quiste sufre
un proceso conocido como excystation, en el cual
el parasito se diferencia a la forma mévil o trofozoito.
Luego, desde este estado movil, ocurre un segundo
proceso llamado enquistacién, por medio del cual
el parasito se diferencia a quiste y puede pasar a las
heces del huésped. El proceso de diferenciacion de C.
intestinalis es uno de los procesos de desarrollo euca-
riota mds primitivo y tiene la ventaja de que puede ser
reproducido y estudiado totalmente in vitro (5).

La infeccion del huésped comienza cuando se ingiere
agua o alimentos contaminados con los quistes.
Después, como resultado de la exposicion de los quistes
al pH acido del estémago y a las enzimas pancredticas
quimiotripsina y tripsina, la excystation comienza en el
estobmago y se completa en el duodeno. Simultdnea-
mente, las proteasas de cisteina liberadas por el parasito
ayudan a la degradacién de la pared, permitiendo la
liberacion de los flagelos, lo cual da lugar a una forma
celular con caracteristicas morfolégicas de transicion
entre el quiste y el trofozoito verdadero (1,5,8,9). En
este estadio, el pardsito se reproduce asexualmente
por fisién binaria, produciendo cuatro trofozoitos que,
en comparacion con los quistes, tienen aumentados
el metabolismo, la expresion génica, el nimero de
organelos secretores y la concentracion de proteinas
asociadas con la movilidad. Por ultimo, los trofozoitos
ensamblan el disco adhesivo que les permite unirse a
las paredes del intestino delgado e invaden el duodeno
(5,8), donde encuentran una gran concentracion de
nutrientes que favorecen la proliferacién. Finalmente,
los parasitos se multiplican y se fijan a las células del
epitelio intestinal, causando el sindrome de mala absor-
cion en los pacientes infectados (10).

A causa de los movimientos en el intestino, algunos
trofozoitos se desprenden e ingresan a las porciones
bajas del ileo (11), donde ocurre el proceso de enquis-
tacion gracias al pH levemente alcalino y a la presencia

Revista Salud Bosque | Volumen 2 | Numero 1| Pags. 25-33 | 27



Paula C. Hernandez A. Jacqueline Chaparro-Olaya. Myriam L. Velandia. William Andrés Alvarez M. Paola Andrea Pérez N.

de sales biliares conjugadas a acidos grasos (1,8), los
cuales hacen que la concentracion de colesterol dismi-
nuya en el medio. En esta fase de enquistacién, uno
de los procesos clave es la biogénesis de la pared, el
cual es muy coordinado y puede dividirse en tres
etapas: ) recepcion del estimulo de enquistacion y
regulacion de la expresion de los genes especificos del
proceso; ) sintesis, transporte intracelular y secrecién
de las proteinas de la pared del quiste, y Ill) ensamble
extracelular de la pared en la superficie del trofozoito
enquistante (10). Finalmente, los quistes son excretados
en las heces y pueden contaminar agua y alimentos que,
al ser consumidos, infectaran otro huésped humano,
completando el ciclo de vida del parasito (12).

Quimioterapia contra Giardia spp.

Existen varios medicamentos que se han aprobado para
el tratamiento de la giardiasis y los mas cominmente
usados son los 5-nitroimidazoles (entre ellos el metroni-
dazol), los derivados de los benzimidazoles (albendazol),
quinacrina, furazolidona, paromomicina y la nitazoxa-
nida. Sin embargo, algunos de estos compuestos tienen
efectos colaterales importantes que afectan al paciente.

Desde finales de los afios cincuenta, el metronidazol
(comercialmente conocido como Flagyl®) y otros
nitroimidazoles se han usando como tratamiento de
eleccion contra la giardiasis. EI metronidazol ingresa
eficientemente en los trofozoitos y es activado por
mecanismos de oxido-reducciéon que generan la
reduccién de su grupo nitro debido a la accion de una
enzima del metabolismo anaerobio del parasito, la
piruvato-ferredoxina oxidorreductasa. El metronidazol
reducido se une covalentemente al ADN, danindolo,
lo que lleva a la subsecuente muerte del parasito.

Aunque el metronidazol y otros nitroimidazoles
eliminan eficientemente los trofozoitos de Giardia
spp., el tratamiento con estos medicamentos se
asocia frecuentemente con la recurrencia de los
sintomas. La resistencia a los farmacos puede ser
una de las razones de la falla del tratamiento, pero
es dificil discriminar entre resistencia, reinfeccién y
otros efectos como, por ejemplo, los causados por la
intolerancia a la lactosa. Actualmente, se sabe que
ha surgido resistencia al metronidazol, caracteristica
que se ha demostrado en giardias aisladas de paci-
entes, y se ha logrado inducir in vitro (13-17).

En la actualidad, se llevan a cabo estudios con
productos tanto de origen vegetal como sintéticos,
con el fin de encontrar medicamentos mas eficaces,
con pocas reacciones colaterales y que puedan, si es
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posible, ser efectivos en dosis tnicas (18). Dada la alta
prevalencia de este patégeno entérico y las limitadas
opciones de tratamiento, es importante encontrar
nuevos blancos quimioterapéuticos y nuevos farmacos
que tengan una potencia mejorada.

MUERTE CELULAR PROGRAMADA: LA
APOPTOSIS

La muerte celular programada es uno de los procesos
celulares mas interesantes desde el punto de vista
adaptativo y desempefia un papel crucial en el desa-
rrollo, la homeostasis y la regulacién inmunitaria en los
organismos multicelulares. Existen diferentes tipos de
muerte celular programada vy, entre ellos, la apoptosis
es uno de los mas complejos debido a los diferentes
componentes morfolégicos y moleculares que invo-
lucra (19, 20). La apoptosis es un proceso normal
durante el desarrollo de células individuales, tejidos y
6rganos, y tiene un papel esencial en el control de la
proliferacion celular y en la respuesta a retos inmuno-
|6gicos o danos celulares inducidos por enfermedades
infecciosas, sefiales de estrés intracelular y por exposi-
cién a agentes externos como toxinas o farmacos. Por
lo anterior, la alteracién o interrupcion de la apop-
tosis induce el desarrollo de varias alteraciones como
enfermedades neurodegenerativas, sepsis, infarto del
miocardio, isquemia, diabetes y cancer. De hecho,
muchos agentes anticancerigenos ejercen su funcién
mediante la induccion de la apoptosis (20, 21).

Las caracteristicas morfologicas de la apoptosis son
la condensaciéon de la cromatina, la fragmentacion
nuclear, la reduccion del volumen celular, la forma-
cion de vesiculas en la membrana, la modificacién
ultraestructural de organelos y la pérdida de la inte-
gridad de la membrana celular.

También, hay cambios bioquimicos destacables, como
la activacion de caspasas (proteasas cisteina-aspartato
especificas), la degradacién de acidos nucleicos y
proteinas, y la alteracién de la membrana celular. Basi-
camente, las caspasas pueden ser iniciadoras (caspasas
2, 8,9y 10) o efectoras (caspasas 3, 6 y 7) y actdan
sobre cientos de sustratos que participan, por ejemplo,
en la sintesis de 4cidos nucleicos y proteinas, en el
ensamblaje de estructuras celulares y en el transporte
de membrana. La activacion de las caspasas, la cual
consiste en un procesamiento autocatalitico, conlleva
a la destruccién de la estructura del citoesqueleto, a
la alteracion de las propiedades de membrana y a la
activacion de enzimas deletéreas para el ADN.



Muerte celular programada en protozoarios: el caso de Giardia intestinalis

Ademas, hay otras proteinas que se han asociado con
la apoptosis y son las proteinas de la familia Bcl-2, las
cuales actian como moduladores anti-apoptéticos al
favorecer la supervivencia, o como moduladores pro-
apoptdticos al favorecer la muerte celular (20-22).

En las células mamiferas, la apoptosis es mediada por
dos vias: una ruta extrinseca de receptor de muerte y
una ruta intrinseca mitocondrial. La via extrinseca es
inducida por receptores “de muerte” pertenecientes a
la familia del receptor del factor de necrosis tumoral, los
cuales inducen la formacién de un complejo de sefa-
lizacion inductor de muerte (Death-Inducing Signalling
Complex, DISC) que favorece el reclutamiento de la
caspasa 8 para, finalmente, activar la caspasa 3.

Por su parte, la ruta intrinseca involucra la permeabiliza-
cion de la membrana externa de la mitocondria, lo cual
produce la liberacién del citocromo C'y la activacion de
caspasas. Esta via intrinseca es activada por estimulos
como el dafio del ADN o lesiones citotdxicas, y actda
mediante la liberacion de algunas proteinas de la familia
Bcl-2. En condiciones homeostéticas, las proteinas Bcl-2
anti-apoptdticas mantienen la integridad mitocondrial al
inhibir la accion de las proteinas Bcl-2 proapoptéticas.
Sin embargo, ante un estimulo nocivo, algunas de las
proteinas proapoptéticas se liberan al citosol e inducen
la formacién de un poro en la membrana mitocondrial
por el cual se libera el citocromo C.

Finalmente, se produce el reclutamiento y la activa-
cién de la procaspasa 9, que junto con el citocromo C
y el factor 1 activador de la proteasa de la apoptosis o
proteina APAF1 (Apoptosis Protease Activiting Factor
1), forman un complejo denominado apoptosoma. La
activacion de la procaspasa 9 favorece la activacion
de caspasas efectoras como la 3, 6 y 7 (20-24). Como
es evidente segln lo anterior, ambas vias de sefali-
zacion apoptética convergen en la activacion de las
caspasas efectoras.

Respecto a la fragmentacion del ADN que se deriva de
la activacion de las caspasas, es importante mencionar
que este proceso es el sello distintivo o la “marca
registrada” de la apoptosis. La primera etapa de esta
fragmentacion es un clivaje cerca de los nucleosomas,
lo que genera fragmentos de ADN entre 50 y 300 kb.
La segunda etapa es un corte internucleosémico, lo cual
produce fragmentos de menos de 180 pares de bases
(pb). Varias nucleasas y otros agentes se han relacionado
con la degradacion del ADN durante la apoptosis; entre
ellos, la endonucleasa G (Endo-G), el factor inductor
de la apoptosis (Apoptosis Inducing Factor, AlF) vy el
factor de fragmentacién de ADN (DNA Fragmentation

Factor, DFF). Cada uno de estos elementos tiene una
localizacion celular distintiva y causa la fragmentacion
del ADN por vias diferentes. Asi, la translocacion al
nlcleo de la Endo-G y del AIF lidera la fragmentacion
del ADN mediada por la via intrinseca o mitocondrial,
mientras que la activacion y translocacion nuclear del
DFF son mediadas por la activacién de las caspasas
efectoras, induciendo la degradacién caracteristica
de ADN oligonucleosémico de bajo peso molecular
(25-27). Sin embargo, se ha reportado que la inhibicion
o la ausencia de algunas caspasas no evitan la fragmen-
tacion de ADN, lo que sugiere que este proceso puede
ocurrir sin participacion de las caspasas (27).

MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN
PROTOZOARIOS

Recientemente, se ha encontrado que algunos proto-
zoos, como Trypanosoma spp., Leishmania spp.,
Blastocystis hominis, Trichomonas vaginalis, Enta-
moeba hystolitica 'y Plasmodium falciparum, sufren un
tipo de muerte celular programada similar a la apop-
tosis. En efecto, frente a algunos estimulos nocivos,
estos pardsitos presentan alteraciones morfolégicas
que incluyen condensacion cromosémica, fragmenta-
cién del ADN nuclear, encogimiento celular, pérdida
del potencial de la membrana mitocondrial, forma-
cion de cuerpos apoptoticos y exteriorizacion de la
fosfatidilserina (28-30). Aunque esto hace pensar que
estos protozoos pueden sufrir apoptosis, la maquinaria
celular y las proteinas marcadoras involucradas en este
proceso no se han identificado (29,31-39).

Por otro lado, los andlisis bioinformaticos sugieren que
en Tetrahymena sp., Plasmodium spp. y Toxoplasma sp.,
existen proteinas proapoptdticas asociadas a la mito-
condria (40,41). Asimismo, se ha establecido que en
los metazoarios se encuentran algunas proteinas con
caracteristicas similares a las descritas para las caspasas
(41-47). Sin embargo, a pesar de todas estas similitudes,
se han establecido diferencias clave en los mecanismos
moleculares que gobiernan la muerte celular progra-
mada en estos organismos. Esto ha generado una
controversia sobre si ocurre realmente apoptosis en
los protozoarios y, mas especificamente, en los proto-
zoarios amitocondriales como Giardia spp. (41).

Recientemente, se ha propuesto que en los protozoarios
hay un proceso similar a la apoptosis mediado por meta-
caspasas. De hecho, los estudios filogenéticos plantean
la hipétesis de que las metacaspasas son las proteasas
ancestrales y que las caspasas divergieron mediante la
evolucion bajo presion medioambiental (48). Ademas,
hay estudios que demuestran que la levadura Saccha-
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romyces cerevisiae posee dos tipos de metacaspasas
y que uno de ellos estd involucrado en la apoptosis
(49, 50). Aunque las metacaspasas son proteasas de
cisteina con similitud estructural a las caspasas, tienen
un bolsillo acido con afinidad hacia la arginina y la lisina,
a diferencia de las caspasas que tienen especificidad
por el &cido aspdrtico. Esto ha llevado a un desacuerdo
sobre la clasificacion de las metacaspasas como parte
de la familia de las caspasas, ya que se dice que la
especificidad de estas enzimas deberia determinar su
clasificacion mas alla de cualquier similitud estruc-
tural (51,52). Estas diferencias entre la especificidad de
sustrato entre las metacaspasas y las caspasas, generan
dudas sobre el potencial papel de las metacaspasas
en la muerte celular programada similar a apoptosis,
propuesta en los pardsitos protozoarios (48).

En algunos protozoos, unas pocas funciones de las mito-
condrias son suplidas por proteinas citoplasmdticas o de
organelos como los hidrogenosomas; sin embargo, no
se sabe si este organelo puede intervenir en la muerte
celular programada similar a la apoptosis. En T. vagi-
nalis, un parasito con hidrogenosomas, se ha observado
que, al adicionar metronidazol o al retirar nutrientes
del medio, hay efectos sobre la morfologia y la super-
vivencia celular, lo que sugiere posibles mecanismos de
muerte celular programada similares a la apoptosis (53).

MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN
GIARDIA SPP.

Como se mencioné anteriormente, bajo ciertas condi-
ciones de cultivo, T. vaginalis sufre cambios que
sugieren un proceso de muerte celular programada
similar a la apoptosis. Un comportamiento similar se
ha observado en C. intestinalis bajo diferentes condi-
ciones de estrés. Por ejemplo, la aplicacion de la
quinona natural beta-lapachona o la deprivacién de
suero, inducen formacién de vesiculas en la membrana
celular, condensaciéon de la cromatina, contraccién
celular y vacuolizacion citoplasmatica (54).

Del mismo modo, al someter al parasito a diferentes
concentraciones de metronidazol, peroxido de hidro-
geno o a crecer en un medio de cultivo deficiente en
cisteina y 4cido ascorbico, se presentan alteraciones
morfoldgicas similares a las observadas en la apop-
tosis. Sin embargo, en ninguno de estos estudios se
definen los posibles mecanismos moleculares que
pueden intervenir en este proceso, ni se han identifi-
cado caspasas u otro tipo de proteasas, lo que sugiere
que C. intestinalis posee una via independiente de
induccién de muerte celular programada (55).
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Existe un estudio en el que, al transfectar en Giardlia spp.
una proteina recombinante de la familia Bcl-2 humana
(Bax), se alter6 la enquistacion y se indujo muerte celular.
Esto sugiere que Ciardia spp. podria tener proteinas
sustratos para Bax, entre los que se cuentan posibles
proteinas que hacen parte de las vesiculas especificas
de la enquistacion (Encystation-Specific Vesicles, ESV),
las cuales conducen a la liberacién de proteinas de la
pared del quiste y a la muerte celular, aparentemente
sin participacion de la mitocondria (56).

En un estudio muy reciente en el que se sometieron
trofozoitos de Giardia spp. a estrés oxidativo usando
peréxido de hidrégeno y metronidazol, y a estrés
alimenticio dejando las células sin medio de cultivo
por un periodo de hasta 16 horas, se observé muerte
celular programada similar a la apoptosis (57). En el
citado trabajo se demuestra que hay muerte celular
programada por medio de un mecanismo sin partici-
pacion de las caspasas, ya que no se pudo detectar la
actividad de estas enzimas. Sin embargo, el estudio
muestra que hay fragmentacion del ADN nuclear
y que ocurren cambios morfolégicos asociados a
muerte celular programada. Ademds, los autores
muestran resultados de bisquedas bioinformaticas de
genes relacionados con apoptosis, entre ellos caspasas
y metacaspasas, también con resultados negativos.
Sin embargo, en los ensayos de deprivacion total de
medio, estos autores demostraron procesos de tipo
autofagico en el parasito. Esta observacion fue respal-
dada por analisis morfolégicos y por bioinformatica,
en los que encontraron proteinas ortélogas a algunas
relacionadas con la via de autofagia presente en euca-
riotes superiores (57, 58).

En nuestros laboratorios hemos observado fragmenta-
cién del ADN de C. intestinalis al tratar trofozoitos con
metronidazol o al someter los cultivos a la deprivacion
de colesterol. Sin embargo, es notable que la fragmen-
tacion observada en C. intestinalis difiere de la que se
observa normalmente en eucariotas superiores (figura 2,
linea 7), ya que en el parasito es evidente una acumu-
lacién de ADN de tamanos inferiores a 250 pb (figura
2, lineas 3 a 6). Esta acumulacién aumenta a través del
tiempo, sugiriendo un proceso enzimatico en respuesta
a los estimulos de estrés impuestos. La fragmentacion
del ADN de C. intestinalis no habia sido demostrada
anteriormente por electroforesis en geles de agarosa
y eso nos permiti6, con base en los tamafnos de los
fragmentos, sugerir que la degradacién se da princi-
palmente a nivel intranucleosémico. Ademas, estamos
investigando si ocurre regulacién a nivel de mensajero
y de proteina de un gen hallado por nosotros mediante



bioinformdtica, el cual es ortélogo de una endonucleasa
que participa en la apoptosis en eucariotes superiores.

Figura 2. Efecto de la deprivacion de colesterol en la fragmentacion
de ADN de trofozoitos de Giardia intestinalis. 1. Marcador de peso de
ADN; 2. Control trofozoitos sin tratamiento; 3. 6 horas; 4. 12 horas;
5. 24 horas; 6. 48 horas; 7. Control ADN células MDCK deprivadas de
suero por 24 horas.

Aln se desconoce el mecanismo de muerte celular
programada en un organismo sin mitocondrias
como Ciardia spp. Las rutas que estan involucradas
no se han identificado y los resultados que arrojan
los diversos estudios publicados hasta ahora no son
contundentes. Es posible que, para algunos pardsitos
como Giardia, la muerte celular programada resulte
siendo un tipo de muerte altruista, el cual beneficia
a las subpoblaciones resistentes capaces de sobre-
vivir ante condiciones adversas, como la deficiencia
de nutrientes o la presencia de un agente téxico o un
farmaco. También, es posible que sea una decisién
conjunta que evite la sobrepoblacién de pardsitos,
favoreciendo de ese modo la replicacion exitosa de
una parte de la poblacién y disminuyendo los dafios
en el huésped (53,59,60). En conclusion, hasta el
momento no se sabe si Giardia spp., sufre apoptosis y
cudl es su finalidad en una poblacién celular aparente-
mente independiente.

Finalmente, es importante resaltar que los analisis
globales de transcriptoma y proteoma en busca de
elementos involucrados en la muerte celular progra-
mada de Giardia spp., asi como el conocimiento de
los mecanismos moleculares involucrados en este
proceso, pueden abrir posibilidades terapéuticas que
permitan proponer nuevos blancos de accién farma-
colégica que sean eficaces para la prevencion vy el
control de la giardiasis.
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