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Resumen

Resumen

Giardia lamblia es un parasito protozoario que coloniza el epitelio intestinal de
humanos y otros vertebrados. Las infecciones varian de agudas a cronicas, dependiendo de la
susceptibilidad del hospedador y la cepa del parasito. En este trabajo de tesis, mostramos que
los subtipos genéticos (ensamblajes) A y B de Giardia lamblia que infectan humanos poseen la
capacidad de formar y liberar al medio extracelular vesiculas de diferentes tamafios. Ademas,
hemos realizado el primer analisis protedmico de las vesiculas extracelulares de ambos
ensamblajes y encontramos que, tanto las vesiculas de tipo microvesiculas como las de tipo
exosomas, podrian estar seleccionando el contenido de proteinas conservadas y especificas de
G. lamblia. Por otra parte, realizamos una combinacién de metodologias que nos permitieron
demostrar que G. lamblia secreta al medio extracelular vesiculas que son notablemente
similares a exosomas de otros tipos celulares en términos de tamafio, forma, densidad y
presencia de proteinas tipicas. Los resultados obtenidos también mostraron que, a pesar de la
falta de cuerpos multivesiculares tipicos presentes en el pardsito, se pueden formar vesiculas
de tipo exosomas (tExo) en las vacuolas periféricas (PVs) endo-lisosomales de G. lamblia.
Ademads, analisis ultraestructurales y determinacién de la cantidad de tExo liberados
mostraron que la actividad ATPasa de la proteina ESCRT Vps4a de G. lamblia y la presencia de
la pequefia GTPasa Rab11, son esenciales para la formacion de vesiculas intraluminares en la
PVs vy, en consecuencia, para la obtencion de tExo en el medio extracelular. También,
observamos que la alteracion en la funcion de GlVps4a genera una acumulacién inusual de
material electrodenso en las PVs, lo que indica que GIVps4p podria estar implicada en el
mantenimiento del contenido de estas vacuolas. Los resultados observados, en su conjunto,
sugieren que este pardsito es capaz de producir diferentes tipos de vesiculas extracelulares

mediante mecanismos conservados, aunque con caracteristicas Unicas.
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Abstract

Abstract

Giardia lamblia is a protozoan parasite that colonizes the intestinal epithelium of
humans and other vertebrates. Infections vary from acute to chronic, depending on the
susceptibility of the host and the strain of the parasite. In this thesis, we show that the genetic
subtypes A and B of G. lamblia that infect humans have the ability to form and release vesicles
of different sizes to the extracellular environment. In addition, we have performed the first
proteomic analysis of the extracellular vesicles of both assemblies, and found that the
microvesicle and the exosome type vesicles could select conserved and specific Giardia
proteins. On the other hand, we performed a combination of methodologies that allowed us
to demonstrate that G. lamblia secretes vesicles that are remarkably similar to exosomes from
other cell types in terms of size, shape, density, and presence of marker proteins. The results
obtained also showed that, despite the lack of typical multivesicular bodies in the parasite,
exosome-like vesicles (tExo) can be formed in the endo-lysosomal peripheral vacuoles (PVs) in
G. lamblia. In addition, ultrastructural analysis and determination of the amount of tExo
released showed that the ATPase activity of the ESCRT Vps4da protein of G. lamblia and the
presence of the small GTPase Rab11 are essential for the formation of intraluminal vesicles in
the PVs and; therefore, for the recovery of tExo from the extracellular medium. Also, we
observe that the alteration in the function of GlVps4a generates an unusual accumulation of
electrodense material in the PVs, indicating that GIVps4p could be involved in the
maintenance of the molecular composition of these vacuoles. The observed results, as a
whole, suggest that this parasite is capable of producing different types of extracellular

vesicles by conserved mechanisms, although with unique characteristics.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Una caracteristica que define a las células es la capacidad de comunicarse entre si. Con
este objetivo, las células han desarrollado diferentes mecanismos que incluyen contacto
directo célula-célula o la transferencia de moléculas secretadas. Sin embargo, hace no mas de
tres décadas, se describié un tercer mecanismo de comunicacién intercelular que involucra la
liberacion de vesiculas extracelulares o VEs (del inglés Extracellular Vesicles), las cudles son
portadoras de moléculas biolégicamente activas que pueden realizar funciones bioldgicas
definidas (Raposo and Stoorvogel, 2013). En este sentido, se conoce que las VEs estan
rodeadas de una doble capa de fosfolipidos y que la mayoria de las células, incluyendo los
dominios Bacteria, Archaea y Eukarya, poseen la capacidad de liberar al medio extracelular
diferentes tipos de VEs (van der Pol et al., 2012). En la actualidad, las VEs adquieren cada dia
mas importancia debido a las funciones especializadas que realizan y a sus posibles

aplicaciones clinicas (Jaiswal and Sedger, 2019; van der Pol et al., 2012; Willms et al., 2018).

En este trabajo de tesis, se demuestra por primera vez la produccién y caracterizacion
de VEs por parte de los ensamblajes de Giardia lamblia que infectan humanos v,
especificamente, se muestran los mecanismos involucrados en la formacion y/o liberacién de

vesiculas de tipo exosomas (tExo).

1.1 HISTORIA DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES

El descubrimiento de las vesiculas derivadas de células se remonta a 1940, con
estudios que evidenciaron la importancia bioldgica de la proteina tromboplastina de la sangre
(Chargaff and West, 1946). En ese momento, los tiempos de coagulacidon se realizaban
mediante centrifugaciones a diferentes velocidades y se observd que la centrifugacion a alta
velocidad extendia significativamente el tiempo de coagulacién del sobrenadante (van der Pol
et al., 2012). Ademas, cuando se le adicionaba al precipitado de la centrifugacién el factor de
coagulacién del plasma, los tiempos de coagulacién se acortaban, lo que hizo sospechar que el
plasma libre de células contenia un factor subcelular capaz de promover la coagulacion de la

sangre (Bendich and Chargaff, 1946).

Pagina | 8



Introduccion general

Mds de 20 afos después, en 1967, se identificé ese “factor subcelular” por
microscopia electrdénica y se observd que consistia en pequefias vesiculas originadas a partir
de las plaquetas, con un didmetro comprendido entre 20-50 nm y una densidad de 1.020 a

1.025 g/ml, a las que denominaron como “polvo plaquetario” (Wolf, 1967).

Posteriormente, en el afio 1975 se demostrd que el suero fetal de ternera contenia
“numerosas vesiculas” con un didmetro de 30-60 nm (Dalton, 1975). Al mismo tiempo, en otro
estudio se aislaron vesiculas a partir del medio condicionado de reticulocitos de oveja, a las
cuales se las denomind “exosomas” y se caracterizaban por tener aspectos en comun con la
membrana plasmatica, como la presencia del receptor de transferrina, lo que llevé a concluir
que la secrecién de vesiculas podia ser un mecanismo para secretar y exportar proteinas

especificas de la membrana plasmatica (Johnstone et al., 1987).

Al principio, la hipdtesis inicial era que las VEs transportaban desechos celulares y
servian para eliminar proteinas que la célula no necesitaba y asi mantener la homeostasis
celular; sin embargo, diez aflos mas tarde, Raposo et al. mostraron la primera evidencia de
que las VEs presentaban otras funciones bioldgicas importantes, demostrando que las
vesiculas derivadas de linfocitos B pueden inducir una respuesta inmune (Raposo et al., 1996).
Poco después, Zitvogel et al.,, revelaron que los exosomas secretados por las células
presentadoras de antigeno, contenian proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad |
y Il, y moléculas coestimuladoras para linfocitos T. Ademas, estos exosomas al ser inoculados
en ratones eran capaces de eliminar o detener el crecimiento de tumores a través de una

respuesta de linfocitos T (Zitvogel et al., 1998).

Desde entonces, el interés en el estudio de los exosomas ha ido en aumento y la
produccién de los mismos se ha descrito en muchos tipos celulares como células epiteliales
(van Niel et al., 2001), células neuronales (Yuyama et al., 2015), keratinocitos (Lo Cicero et al.,
2015), fibroblastos (Luga and Wrana, 2013) y células tumorales, entre otras (Tkach and Thery,
2016). Un avance importante para comprender la funcién de los exosomas se inicié con la
observacion de que los mismos son portadores de proteinas, lipidos, ARNm y miARNs y que
representan una forma de comunicacién intercelular mediante la transferencia de dichas

moléculas a una célula receptora (Ratajczak et al., 2006; Valadi et al., 2007).
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En las ultimas décadas, se realizaron grandes avances en la biogénesis, contenido y
funciones bioldgicas de las VEs. La Figura 1.1 destaca los descubrimientos y eventos mas

importantes en el area de las mismas.

VEs aisladas de casi todas

WOLF RAPOSO Y ZITVOGEL las células y con capacidad de
VEs cumplen roles actuar como mensajeros
Polvo de plaguetas biolégicos importantes intercelulares

ACTUALIDAD

CHARGAFF Y WEST JOHNSTONE VALADI ET AL
Particulas procoagulantes Vesiculas en suero, VEs pueden transferir
derivadas de plaquetas liquido seminal y acidos nucléicos
prostatico entre células

Figura 1.1. Descubrimientos mds importantes en el drea de las VEs detallando el afo y autores.

1.2 CLASIFICACION DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES

Las VEs estdn rodeadas por una bicapa lipidica, poseen un tamafio que varia entre 30-
2000 nm vy los principales componentes incluyen proteinas, lipidos y acidos nucleicos
procedentes de la célula que le dio origen (Upadhya and Shetty, 2019). Actualmente, la
clasificacién de las VEs se basa en las caracteristicas que posee cada grupo con respecto a su
tamafio, densidad y biogénesis, existiendo tres clases principales: exosomas, microvesiculas
(MVs) y cuerpos apoptéticos (Tabla 1.1). El tipo de VE mas estudiado han sido los exosomas,
gue se forman a través del sistema endosomal, poseen un tamafio aproximado de 40-120 nm
y una densidad caracteristica de 1,13-1,19 g/cm’. Respecto a las MVs, se describié que las
mismas poseen tamanos mas heterogéneos que oscilan entre 50-1000 nm y se forman a partir
de la evaginacién de la membrana citoplasmatica. Similar a las MVs, los cuerpos apoptdticos
se originan directamente de la membrana citoplasmdtica, son de mayor tamafo midiendo
entre 500-2000 nm, con una densidad de 1,36 g/cm3 y se liberan de la célula como

consecuencia del mecanismo de muerte celular programada (Thery et al., 2018).

Pagina | 10



Introduccion general

Caracteristicas Exosomas Microvesiculas Cuerpos apoptéticos
Tamafo 40-120 nm 50-1000 nm 500-2000 nm
Densidad 1,13-1,19 g/cm3 No determinado 1,36 g/cm3
Biogénesis Compartimientos Membrana Fragmentos de células

endosomales/Cuerpos plasmatica muertas

multivesiculares

Tabla 1.1. Principales caracteristicas de los diferentes tipos de vesiculas extracelulares.

1.3 BIOGENESIS DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES

Como mencionamos anteriormente, una de las diferencias para clasificar las VEs se
basa en su mecanismo de formacion. En la Figura 1.2 se muestra un esquema general de la
biogénesis de los principales tipos de VEs, donde se observa que los exosomas se forman a
partir de la via endocitica, la invaginaciéon de la membrana endosémica forma cuerpos
multivesiculares o MVBs (del inglés Multivesicular Bodies), que pueden fusionarse con la
membrana plasmatica para liberar los exosomas al medio extracelular y que se describiran

con mas detalle en las préximas secciones.

Por otro lado, la biogénesis de las MVs es menos conocida si se la compara con la gran
cantidad de bibliografia disponible sobre la formacion de exosomas. Se ha observado, que las
MVs no se originan por la via endocitica sino que se forman mediante la evaginaciéon de la
membrana plasmatica, resultando en un mecanismo que depende de la concentracidn
intracelular de Ca™ y que, ademas, su formacién requiere de una combinacidn de mecanismos
gue incluyen el reordenamiento de fosfolipidos de la membrana y la activacién de proteinas
del citoesqueleto (Bevers et al., 1999; Leventis and Grinstein, 2010). De hecho, la formacion
de las MVs es una propiedad innata de muchos tipos celulares y ocurre en respuesta a la

activacion de diferentes procesos celulares (Hugel et al., 2005; Nolan et al., 2008).
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O Microvesiculas

\ \ILQ ~ Exosomas
(]
(]

Endosoma
temprano

Figura 1.2. Esquema sobre la biogénesis y liberacion de microvesiculas y exosomas. Las
microvesiculas geman directamente de la membrana plasmatica, mientras que los exosomas se
generan como vesiculas intraluminares dentro de los MVBs. Existen dos tipos de MVBs, aquellos
gue se fusionan con la membrana plasmatica y liberan al medio extracelular los exosomas y otros
MVBs que se fusionan con lisosomas. Las lineas rojas simbolizan clatrina asociada con vesiculas en
la membrana plasmadtica (vesiculas recubiertas de clatrina [VCC]). Las proteinas transmembrana y
asociadas a la membrana en las vesiculas se representan como tridngulos y rectdngulos,
respectivamente. Las flechas representan las direcciones propuestas para el transporte de
proteinas y lipidos entre los organulos y entre los MVBs y la membrana plasmatica para la
secrecion de exosomas (Raposo and Stoorvogel, 2013).

1.3.1 Formacion de exosomas

En células eucariotas, el sistema endocitico celular esta formado por un conjunto de
compartimentos membranosos muy dinamicos que se encargan de gestionar los receptores y
sus ligandos de membrana, reciclarlos y degradarlos (Klumperman and Raposo, 2014; van der
Vlist et al., 2012). Durante este proceso, en el interior del endosoma, se acumulan vesiculas
formadas por invaginacién de su membrana denominadas vesiculas intraluminales o ILVs (del
inglés Intraluminal Vesicles). El endosoma que contiene las ILVs se denomina MVB. Los MVBs
pueden finalmente ir a degradacidn mediante la fusidén con los lisosomas o pueden liberar su
contenido al espacio extracelular tras su fusidn con la membrana plasmatica, dando lugar a los
exosomas (Hurley et al., 2010; Hurley and Hanson, 2010; Raiborg and Stenmark, 2009;
Slagsvold et al., 2006). A diferencia de los MVBs destinados a la degradacién en lisosoma,
aquellos cuyo destino serd fusionarse a la membrana plasmatica presentan una composiciéon

lipidica diferente, enriquecida en colesterol.
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Los mecanismos implicados en la biogénesis de exosomas pueden variar dependiendo
del tipo celular y de las condiciones en las que se encuentre la célula (Thery, 2011). Se han
descrito dos vias principales de formacién de las ILVs: un mecanismo dependiente y otro

independiente de ESCRT (del inglés Endosomal Sorting Complex Required for Transport).

1.3.1.1 Mecanismo dependiente de ESCRT

El mecanismo mas conocido en la formacion de vesiculas esta dirigido por el complejo
ESCRT. Dicho complejo esta compuesto por alrededor 30 proteinas diferentes, altamente
conservadas, que se ensamblan en 4 complejos (ESCRT -0, -I, -Il y -lll) (Figura 1.3). El
reclutamiento de estos complejos se produce secuencialmente sobre la cara citoplasmatica de

la membrana de los MVBs.

Esta maquinaria consta de tres funciones distintas pero cooperativas. En primer lugar,
el complejo ESCRT-0 reconoce proteinas ubiquitinadas en la membrana del endosoma.
Secuencialmente, el complejo ESCRT-1y Il promueven la deformacion de la membrana hacia el
interior del endosoma para formar las ILVs. Por ultimo, el complejo ESCRT-III participa en la
escision final de la membrana para formar las ILVs (Nickerson et al., 2007). Durante estos
procesos, se requieren proteinas accesorias tales como la AAA ATPasa Vps4 (del inglés
Vacuolar Protein Sorting 4), la cual es clave para el desacople final de las proteinas y la
abscision de la membrana, siendo indispensable para la biogénesis de los MVBs (Babst et al.,

2011) (Figura 1.3).

ESCRT-0 ESCRT-I ESCRT-II ESCRT-III ESCRT-III
asociado
Vps37 Vps2 =
~ i =
T Vps28 § Vps22 o Vps20 T
(%] o 2
T vps27  vps23 = Vps36 > Vps24

Citosol

PP

Vps4 VTAl
Vps31 Vps46
9 Vps60 Vps31

PI(3)P PI(3,5)P

Lumen MVB

Figura 1.3. Esquema de la estructura de la maquinaria ESCRT. Ensamblaje secuencial de los
componentes ESCRT-0, I, Il y lll en la membrana de un MVB para la formacion de las ILVs.
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1.3.1.2 Mecanismos independientes de ESCRT

Diferentes estudios han demostrado que las células de mamiferos mantienen la
capacidad de formar ILVs en ausencia de componentes claves de la maquinaria ESCRT, lo que
indica la existencia de otros mecanismos que participan en la formacién de ILVs que son
independientes del complejo ESCRT (Colombo et al., 2013; Stuffers et al., 2009). Entre estos
mecanismos se destacan, en primer lugar un mecanismo que involucra a las proteinas
tetraspaninas, componentes de las membranas de los exosomas y, por otro lado, un

mecanismo que involucra diferentes tipos de lipidos.

1.3.1.2.1 Mecanismo independiente de ESCRT que involucra a las tetraspaninas

Las tetraspaninas son una familia de proteinas integrales de membrana altamente
enriquecidas en los exosomas (Escola et al., 1998). Dichas proteinas son capaces de modular la
formacién de microdominios de membranas y juegan un papel fundamental no solo en la
formacién de las ILVs, sino también en la seleccion de proteinas que especificamente se
incorporan dentro de ellas (Perez-Hernandez et al.,, 2013; van Niel et al., 2011). Entre los
miembros de esta familia se destacan las proteinas CD9, CD63, CD37, CD81 y CD82, las cuales

son consideradas marcadores especificos de exosomas (Andreu and Yanez-Mo, 2014).

1.3.1.2.2 Mecanismo independiente de ESCRT que involucra lipidos

En funcién de su estructura, los lipidos proporcionan a las bicapas lipidicas las
caracteristicas estructurales y biofisicas que condicionan su forma y/o curvatura (McMahon
and Boucrot, 2015). Estudios recientes muestran su importancia como elementos reguladores
en la formacion y composicion de los exosomas (Record et al., 2014; Subra et al., 2007). El
BMP (del inglés Bis Monoacylglycerol Phosphate), es un lipido cuya presencia estd restringida
a los endosomas tardios (Subra et al., 2007). Se ha observado que el BMP puede jugar un
papel importante en la deformacion de la membrana durante la formacién de las ILVs (Matsuo
et al., 2004) y que este proceso puede estar regulado a través de la proteina Alix (Odorizzi,
2006). Dentro de los lipidos que se encuentran altamente enriquecidos en la composicion de
los exosomas esta la ceramida. Si bien es sintetizada de novo en el reticulo endoplasmico, su
principal fuente proviene de la hidrélisis de esfingomielina por la accién de las
esfingomielinasas (SMasas) (Clarke et al., 2006; Clarke et al., 2007). La inhibicidn

farmacoldgica de las SMasas neutrales 1 y 2 se ha visto que reduce significativamente la
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biogénesis de exosomas (Llorente et al., 2013; Trajkovic et al., 2008). Por otro lado, la
esfingomielina, los glicoesfingolipidos y el colesterol también aparecen en niveles
relativamente altos en exosomas (Skotland et al., 2017). Esta composicion lipidica es tipica de
los microdominios de membrana plasmatica resistentes a detergentes (lkonen, 2001; Simons
and Sampaio, 2011), sugiriendo que éstos pueden también encontrarse a nivel de los MVBs y
gue poseen un papel importante en la organizacion de las membranas implicadas en la

formacion de las ILVs (de Gassart et al., 2003).

La variedad de mecanismos descritos en la biogénesis de los exosomas permite
diferenciar subpoblaciones de exosomas, heterogéneos tanto en su composicion como en su
distribucién y funcién (Willms et al., 2016; Zhang et al., 2018). Sin embargo, nuevos estudios
seran necesarios para poder entender si mecanismos dependientes e independientes de
ESCRT actuan de forma completamente auténoma o, por el contrario, sinérgicamente en

diferentes condiciones fisioldgicas y/o patoldgicas (Zhang et al., 2018).

1.4 MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA LIBERACION DE VESICULAS EXTRACELULARES

Las maquinarias implicadas en la movilizacion de MVBs a la periferia celular y su
acoplamiento y fusién con la superficie celular se encuentran adn en una etapa temprana de
comprension. En general, estos procesos requieren del citoesqueleto (actina y microtibulos),
de motores moleculares asociados (kinesinas y miosinas), de interruptores moleculares
(pequenas GTPasas) y de la maquinaria de fusidn del receptor de la proteina de unidn al factor

sensible a N-etilmaleimida (SNARE) y factores de anclaje, entre otros (Cai et al., 2007).

1.4.1 Liberacion de exosomas

Una vez formados, los MVBs deben dirigirse hacia la periferia celular y fusionarse con
la membrana plasmatica para liberar su contenido y secretar los exosomas. Existe un grupo de
proteinas de la familia Rab que poseen un rol importante en la regulacion de la via secretora
de las vesiculas, siendo ademas reguladores esenciales del transporte intercelular de vesiculas
entre diferentes compartimientos y en la fusién de las vesiculas con la membrana plasmatica.
La familia Rab esta compuesta por mas de 60 GTPasas, cada una de las cuales estad asociada

preferentemente con un compartimiento intracelular (Savina et al., 2002).

Un estudio realizado en la linea celular de leucémica K562 ha demostrado que Rab11

es necesaria para la liberacion de exosomas (Savina et al., 2002). Ademds, Ostrowski et al,
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realizaron silenciamiento de genes de 59 miembros de la familia Rab GTPasas, en células Hela,
y observaron que solo los silenciamientos de los genes que codifican para Rab27a y Rab27b
producian una disminucion significativa de la secrecién de exosomas (Ostrowski et al., 2010).
Ambos trabajos mostraron que Rab11 y Rab27 tienen un rol fundamental en la secrecién de

las vesiculas al medio extracelular.

1.5 COMPOSICION MOLECULAR DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES

Durante su biogénesis, las VEs pueden capturar selectivamente proteinas especificas de
cada célula, lipidos, ARN o incluso ADN, que pueden convertirse en parte de la "firma
molecular" de la membrana o carga de la VE (Skotland et al., 2017). En base a estas firmas
discriminatorias, las VEs aisladas de mezclas complejas (por ejemplo sangre u orina), pueden
rastrearse hasta sus células de origen. Sin embargo, el mecanismo de tal empaque selectivo
sigue siendo desconocido. Diferentes moléculas se pueden incorporar de forma concomitante
en las diferentes VEs. En general, los sistemas de comunicacién biolégica se caracterizan por
redundancias e interdependencia, de modo que una variable estd asociada con otras
variables. Surge entonces la pregunta: ¢ Existen moléculas (“marcadores”) que sean especificas
de una ruta de biogénesis particular y que nos permitan distinguir diferentes VEs? Andlisis
detallados de las moléculas de membrana y de la carga pueden ayudar a avanzar en las

distinciones particulares de las VEs.

A lo largo de los ultimos afos se han realizado un gran nimero de estudios para evaluar el
contenido de exosomas en diferentes tipos celulares y fluidos corporales. Los resultados de
estos estudios se agrupan en una base de datos de libre acceso denomina “ExoCarta”

(www.exocarta.org) (Mathivanan et al.,, 2012). ExoCarta se incorpord recientemente a una

base de datos mas completa denominada Vesiclepedia, que incluye ademas estudios

realizados en otros tipos de VEs (www.microvesicles.org) (Kalra et al., 2012). La informacién

de estas bases de datos se actualiza continuamente con la ayuda de la comunidad cientifica
qgue estudia VEs. Ambas bases de datos incluyen datos no solo sobre proteinas sino también
de acidos nucleicos y lipidos, y de los procedimientos de purificacién realizados. Su continua
actualizacion los convierte en una herramienta crucial para mejorar el estudio de estas

vesiculas (Colombo et al., 2014).
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1.5.1 Proteinas presentes en los exosomas

El contenido total de proteinas de las VEs se ha estudiado ampliamente desde su
descripcidn inicial. Las técnicas que permitian la deteccidon de proteinas especificas basadas en
anticuerpos como inmunotransferencia e inmuno-microscopia electrénica, se utilizaron en los
primeros estudios sobre exosomas; pero el desarrollo de técnicas de analisis protedmico,
como la espectrometria de masa, en la década de 1990, permitié la identificacién a gran
escala de proteinas que no habian sido descritas anteriormente como componentes de las
VEs. Estos estudios se han llevado a cabo en exosomas de cultivos celulares y en aquellos
procedentes de cultivos bioldgicos tan diversos como orina, plasma, leche materna y liquido

amnidtico (Colombo et al., 2014).

Estudios de protedmica mostraron que los exosomas contienen un subconjunto
especifico de proteinas celulares, algunas de las cuales dependen del tipo celular que las
secreta mientras que otras se encuentran presentes en la mayoria de los exosomas
independientemente del tipo celular. Asi, los exosomas contienen proteinas tipicas de los
endosomas, la membrana plasmatica y el citosol, mientras que las proteinas presentes en el
nucleo, las mitocondrias, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi estdn ausentes en su
mayoria. Estas observaciones resaltan la especificidad de la formacidon de estas vesiculas y

muestran que representan un compartimiento subcelular especifico y no un area aleatoria.

Tipicamente, los exosomas estdn enriquecidos en proteinas con diversas funciones, tales

como:

e Proteinas que participan en la penetracién celular, invasién y en eventos de fusién
como las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CD82).

e Proteinas de choque térmico (HSP70, HSP90) como parte de la respuesta al estrés.

e Proteinas que estan involucradas en la formaciéon de los MVBs tales como Alix, TSG101
y diferentes VPS.

e Proteinas del citoesqueleto incluyendo actina, tubulina, miosina y vimentina.

e Proteinas de sintesis y proteinas relacionadas con la transcripcion (proteinas
ribosomales, ubiquitinas, histonas, factor del complemento 3).

e Enzimas metabdlicas (gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa, fosfoglicerato kinasa,

piruvato kinasa, ATPasa, glucosa-6-fosfato isomerasa).
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e Proteinas de transporte y relacionadas con eventos de fusion de membrana (anexinas,
dinaminas, sintaxina-3, proteina relacionada-Ras 5,7).

e Proteinas de sefializacién como proteina 14-3-3 y GTPasas.

Muchas de estas proteinas se repiten en los proteomas de exosomas de diferentes
especies y estan presentes de manera especifica, por lo que se lo definen como

“MARCADORES DE EXOSOMAS”.

1.5.2 Lipidos presentes en los exosomas

Respecto a la composicion de lipidos presentes en los exosomas, ésta varia segun la
célula que le dio origen (Yanez-Mo et al., 2015), aunque existen lipidos que se encuentran
conservados y que estan presentes en la mayoria de las VEs (Staubach et al.,, 2009).
Previamente, ha sido descrito que los principales lipidos que se encuentran presentes son
colesterol, diglicéridos, esfingolipidos (esfingomielina y ceramidas), fosfolipidos,
glicerofosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfaditilinisitol) y poliglicerofosfolipidos
(Colombo et al., 2014). Ademas, los exosomas también contienen lipidos bioactivos, como
prostaglandinas y leucotrienos, que forman parte de la informacién transferida y participan en
vias de sefalizacion (Colombo et al., 2014; Raposo and Stoorvogel, 2013; Skotland et al., 2017;

Vlassov et al., 2012).

Los lipidos aportan a los exosomas resistencia y estabilidad y ademds participan en el

reconocimiento e internalizacion por parte de la célula diana.

1.5.3 Acidos nucléicos presentes en los exosomas
Ademads de proteinas y lipidos, los exosomas contienen acidos nucleicos como ADN y
ARN que pueden ser incorporados en las células receptoras y asi modificar el fenotipo de las

mismas.

Después de la primera descripcién de acidos nucleicos en exosomas secretados por
mastocitos (Valadi et al., 2007), numerosos grupos han analizado la presencia de material
genético en los exosomas y mostraron que los mismos son portadores de ARN codificantes
(Peake et al.,, 2014) y no codificantes (Berrondo et al., 2016; Qu et al.,, 2016). Los acidos
nucleicos mas abundantes presentes en exosomas corresponden a moléculas de ARN tales
como miARN o ARNm (Janas et al., 2015; Villarroya-Beltri et al., 2013a; Zhang et al., 2015). Por

otra parte, se encuentran presentes niveles menores de ARN ribosémico y de transferencia, y
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se ha observado la presencia de moléculas de ADN mono y bicatenario y ADN mitocondrial

(Thakur et al., 2014).
Ademas de los acidos nucléicos, existen una gran variedad de ribonucleoproteinas que

estdn presentes y que poseen un papel fundamental en el transporte y almacenamiento de

este material genético en forma de complejos moleculares (Statello et al., 2018).

A pesar de que no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual el material genético
y moléculas de ARN son almacenados en los exosomas, varios estudios han revelado que
dichas vesiculas contienen en su interior proteinas que tienen motivos especificos para unirse
a ARN, y que estds proteinas pueden inducir la incorporacién de diferentes tipos de ARN

dentro de los exosomas (Kossinova et al., 2017; Santangelo et al., 2016; Shurtleff et al., 2016;

Villarroya-Beltri et al., 2013b).
En la Figura 1.4 se representa la composicién bdsica general de los exosomas de
mamiferos, incluyendo proteinas, lipidos y dcidos nucléicos.
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Figura 1.4. Composicion molecular de los exosomas. Representacién esquematica de los
componentes de los exosomas (proteinas, lipidos y acidos nucléicos), localizacién y orientacién en

la bicapa lipidica. Adaptado de (Colombo et al., 2014).
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1.6 FUNCIONES GENERALES DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES
Las vesiculas secretadas son entidades biolégicamente activas capaces de actuar como
mensajeros intercelulares (Johnstone et al.,, 1987). Desde su descubrimiento, muchas

investigaciones se han centrado en estudiar las funciones que poseen.

Existen una variedad de trabajos en los cudles se ha descrito diferentes funciones que
poseen las VEs; por ejemplo, se ha observado que las VEs liberadas por células afectan el
proceso inflamatorio al transferir receptores de transporte y mediadores inflamatorios como
la interleuquina 1 (Kim et al., 2006; MacKenzie et al., 2001; van der Pol et al., 2012). Otra
funcién importante que se ha observado en las VEs es la capacidad de transferir informacion
genética en procariotas (Yaron et al., 2000) y eucariotas (van der Pol et al., 2012), ya que los
exosomas son portadores de miARN y ARNm, los cuales son capaces de modificar el fenotipo
de las células receptoras (Valadi et al., 2007). Por otro lado, pueden transferir la actividad
metastdsica de células tumorales a lineas celulares poco metastasicas in vitro, debido a una
transferencia de antigenos funcionales (van der Pol et al., 2012). También, se ha descrito que
estan relacionados con la secrecién alternativa de proteinas y la presentacion de antigenos
(van der Pol et al., 2012). Otras de las caracteristicas mas importantes es que las VEs pueden
ser consideradas como candidatos a vacunas y biomarcadores para enfermedades renales
(Pisitkun et al., 2006) y diferentes tipos de cancer (van der Pol et al., 2012). Ademas de todas
las funciones descritas anteriormente, ha sido comprobada la participaciéon de las VEs en la
transferencia de morfogenos (molécula de naturaleza organica producida y secretada por
células embrionarias que pueden actuar a distancia sobre otras células) y de priones (agentes
infecciosos compuestos por proteinas capaces de generar multiples trastornos degenerativos)
(Faure et al., 2006), asi como su rol en la adhesion celular (Clayton et al., 2004), en el proceso
de coagulacion (Wolf, 1967) y en la proteccion contra el estrés intracelular y extracelular (Sims

et al., 1988).

1.7 LAS VESICULAS EXTRACELULARES EN ENFERMEDADES PARASITARIAS
Las VEs han sido aisladas y caracterizadas en diferentes clases de patégenos,
incluyendo virus, bacterias, hongos y parasitos (Schorey et al., 2015), y pueden derivar del

patégeno directamente o del hospedador infectado.

Los primeros estudios de VEs en parasitos protozoarios se realizaron utilizando

Toxoplasma gondii, un protozoo pardsito del filo Apicomplexa, donde se comprobd que los
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exosomas aislados de células dendriticas cultivadas con proteinas del pardsito eran capaces de
estimular una respuesta inmune protectora contra la infeccién aguda y crénica (Aline et al.,,

2004).

Para el caso de Plasmodium sp, las investigaciones se han enfocado en comparar
exosomas derivados del hospedador versus exosomas producidos por el parasito (Schorey et
al.,, 2015) y se ha visto que los exosomas aislados de sangre de ratones infectados con
Plasmodium yoelii portan proteinas del parasito y son capaces de generar proteccién en los
animales al estimular la produccion de inmunoglobulinas G especificas (Martin-Jaular et al.,

2011).

También, las VEs liberadas por Leishmania sp han sido ampliamente estudiadas
(Atayde et al., 2016; Silverman and Reiner, 2011). Los analisis iniciales establecieron que los
exosomas derivados del pardsito son un vehiculo para la secrecidon de proteinas y su captura
para macroéfagos (Silverman et al., 2010), por lo que se propuso que la liberaciéon de exosomas
constituia un mecanismo de entrega directa de moléculas del parasito a estas células (Schorey
et al.,, 2015). Ademas, los exosomas de este parasito son capaces de suprimir la respuesta

inmune (Silverman et al., 2010).

Otros pardsitos protozoarios en los cuales se han estudiado las VEs incluyen
Crystosporidium parvum (Hu et al., 2013) y Trichomonas vaginalis (Nievas et al., 2018; Twu et

al., 2013).

En este escenario, podemos decir que la liberacidn de VEs posee especial relevancia en
organismos parasitos, debido a que estan involucradas en procesos vitales, especificos de
éstos, como es el caso de la patogénesis, adaptacion a nuevos ambientes, comunicacién (ya
sea entre parasito-pardsito o parasito-hospedador), entre otros; otorgandole una gran

capacidad para adaptarse al medio y tomar ventaja ante su hospedador.

Si bien se han descrito y caracterizado las VEs en muchos parasitos, en G. lamblia solo
se ha demostrado previamente que el parasito libera MVs, sugiriendo que podrian contribuir a
la patogenia de la enfermedad (Evans-Osses et al., 2017). Sin embargo, el origen de las
vesiculas, el contenido y la forma en la que se liberan aun no estan claros. G. lamblia es un
parasito de gran importancia no solo porque es el causante de una enfermedad muy

frecuente, la giardiasis, sino también porque es un organismo tempranamente divergente en
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la evolucidén (Sogin et al., 1989). Esta caracteristica hace de éste un excelente modelo para el
estudio de diferentes procesos celulares en eucariotas, ya que muchos de los hallazgos que se
obtengan en este modelo bioldgico permitirian hacer inferencias acerca del comportamiento

que podrian tener los mismos fendmenos en organismos mas complejos.

1.8 Giardia lamblia

1.8.1 Giardiasis, la enfermedad

La giardiasis es una enfermedad intestinal causada por el parasito protozoario Giardia
lamblia (sindnimos: Giardia intestinalis, Giardia duodenalis) y es la principal causa de diarrea
no viral y no bacteriana a nivel mundial (Adam, 2001). Las infecciones por G. lamblia afectan a
un gran nimero de personas, siendo mas frecuentes en nifios. Dado que muchas veces esta
enfermedad se vincula con la pobreza, es que fue incorporada por la Organizacién Mundial de
la Salud en el afio 2004 a la lista de Enfermedades Desatendidas (Savioli et al., 2006). Esta
infeccidn parasitaria es cosmopolita y se ha encontrado que en paises en desarrollo, donde los
recursos sanitarios son deficientes, alrededor de 200 millones de personas presentan
sintomas de giardiasis, detectdndose ademas, medio millon de nuevos casos por afio (Farthing
et al., 1986; Fraser et al., 1997; Huang and White, 2006). En América Latina, se ha descripto
que aproximadamente el 20% de la poblacion rural presenta esta enfermedad vy
particularmente, en nuestro pais, una recopilacién de estudios aislados reveld que entre el 25

y 50% de los infantes argentinos son parasitados por G. lamblia.

La sintomatologia producida por la infeccion con G. lamblia es muy variada,
dependiendo de factores tales como el sistema inmune del hospedador en el momento de la
infeccidn, la virulencia de la cepa, la dosis y la duracion de la parasitosis. Entre las
manifestaciones de una infeccién aguda se encuentran la deshidratacion, la pérdida de pesoy
el dolor abdominal (Adam, 2001). Aunque en la mayoria de los individuos saludables la
infeccidn es limitada, una proporcién puede contraer giardiasis crénica, desencadenando
anorexia y sindrome de colon irritable, pudiendo provocar insuficiencia nutricional afectando
el desarrollo fisico e intelectual del hospedador (Fraser et al., 2000). En los ultimos afios, G.
lamblia se ha encontrado en brotes transmitidos por aguas contaminadas tanto a nivel

mundial (Efstratiou et al., 2017) como a nivel nacional (Basualdo et al., 2007).
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G. lamblia posee un ciclo de vida simple, presentando dos estadios bien diferenciados:
(1) el trofozoito que coloniza el intestino y (2) el quiste, que es responsable de la infeccion y

transmision del parasito (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Ciclo biolégico de Giardia lamblia. La infeccién comienza con la ingestion de quistes
(A). A través de un proceso denominado desenquistamiento (B), que comienza en el estdmago y
culmina en el duodeno, se liberan los trofozoitos (C). Estos, se duplican en el intestino delgado
(fundamentalmente en el yeyuno) y, a medida que descienden por el intestino, son inducidos a
enquistarse (D). Los quistes formados son finalmente eliminados con las heces cerrando el ciclo
vital del pardsito. Adaptado de (Ankarklev et al., 2010).

El trofozoito de G. lamblia es piriforme, con una cara posterior convexa y una cara
anterior céncava, siendo el Unico protozoario que presenta simetria bilateral (Figura 1.6). El
mismo mide aproximadamente de 9 a 15 um de largoy 5 a 9 um de ancho. Posee dos nucleos

ovoides y diploides con envoltura nuclear y nucléolos (Adam, 2001).
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Figura 1.6. El trofozoito de G. lamblia. (A) Esquema del trofozoito de G. lamblia conteniendo dos
nucleos, las vacuolas periféricas (PVs), el disco ventral, funis y los cuerpos medios. Los flagelos
estan organizados en cuatro pares; FA anteriores, FPL posterolaterales, FV ventrales y FC caudales.
Adaptado de (Ankarklev et al., 2010). (B) Microscopia de barrido de un trofozoito de G. lamblia.

1.8.2 Transporte de proteinas

Durante mas de treinta afios, los laboratorios dedicados al estudio de la estructura
subcelular de G. lamblia han proporcionado pruebas definitivas sobre la existencia de
mecanismos especificos de transporte, distribucidn y secrecidon de proteinas en este parasito,
aun en ausencia de un aparato de Golgi morfolégicamente discernible y de un sistema

endosomal/lisosomal clasico (Figura 1.7).

1.8.2.1 Sistema endosomal/lisosomal en Giardia lamblia: Vacuolas periféricas

Las vacuolas periféricas o PVs (del inglés Peripheral Vacuoles) miden entre 200-300
nm, se encuentran ubicadas inmediatamente por debajo de la membrana plasmatica (Figura
1.6y 1.7) (Adam, 2001; Lanfredi-Rangel et al., 1998) y estan presentes durante todo el ciclo de

vida de G. lamblia.

Su naturaleza acidica fue demostrada por la internalizacidon de naranja de acridina y
sondas como LysoTracker y LysoSensor, que se acumulan selectivamente en compartimentos
acidicos (Kattenbach et al., 1991; Lanfredi-Rangel et al., 1998; Touz et al., 2003). A través del
analisis de pulso-caza con peroxidasa de rdabano, se evidencié una marca temprana y
persistente en las vacuolas sugiriendo que no hay distincién entre vesiculas tempranas y

tardias, como ocurre en otros organismos eucariotas (Lanfredi-Rangel et al., 1998). Por otro
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lado, las caracteristicas lisosomales de estas PVs se evidenciaron por la presencia y actividad
de diversas enzimas hidrolasas, tales como fosfatasa acida o AcPh (del inglés Acid

Phosphatase), proteinasas y RNAsas (Feely and Dyer, 1987; Lindmark, 1988; Touz et al., 2003).

JSCC oo

—

Figura 1.7. Vacuolas periféricas: Sistema endosomal/lisosomal en G. lamblia. (A) A la izquierda,
dibujo de un trofozoito de G. lamblia en donde se ilustran las PVs. A la derecha se muestra la
region seleccionada, analizada por microscopia electrénica de transmisidén, en donde se observan
las PVs debajo de la membrana plasmatica. (B) Vista lateral de un trofozoito. A la izquierda,
esquema de un trofozoito. A la derecha, microscopia electrénica de transmisién correspondiente a
la seccion media, paralela al eje dorsoventral, que muestra las PVs distribuidas debajo de la
membrana plasmatica. n: nucleo, DV: disco ventral (organela de fijacion). Barra de escala: 500 nm.

Finalmente, su potencial rol en la endocitosis fue sugerido luego de observar que estas
vacuolas concentran ferritina exdgena, luciferina amarilla, y también lipoproteina de baja
densidad y quilomicrones a través de su receptor LRP (del inglés Lipoprotein Receptor-related
Protein) (Bockman and Winborn, 1968; Lanfredi-Rangel et al., 1998; Rivero et al., 2011; Rivero
et al., 2013). Es por las caracteristicas observadas que se ha postulado que las PVs cumplirian

simultdaneamente funciones de endosomas vy lisosomas, teniendo que coordinar
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especificamente ambas acciones para efectuar exitosamente los procesos de endocitosis
(Lanfredi-Rangel et al., 1998) y de degradacién de proteinas (Lujan and Touz, 2003), asi como
los de fusidn con la membrana plasmatica y secrecion de proteinas durante el enquistamiento

(Touz et al., 2003) y desenquistamiento (Slavin et al., 2002).

Como se menciond anteriormente, en las células eucariotas la formacion de MVBs es
un paso importante en el proceso endocitico, principalmente en la captacion de nutrientes y
en la remodelacién de receptores de membrana (Williams and Urbe, 2007). Estudios previos
muestran que la mayoria de los endosomas tempranos aparecen como estructuras
tubulovesiculares, mientras que en los endosomas tardios presentan caracteristicas tipicas de
MVBs y son capaces de fusionarse con los lisosomas (Luzio et al.,, 2000). Los MVBs
generalmente poseen un didmetro medio de 400-500 nm (Gruenberg and Stenmark, 2004) y
contienen en su interior pequefias ILVs de alrededor de 50 nm de diametro (Williams and
Urbe, 2007). En G. lamblia, las PVs cumplen el rol de endosomas y lisosomas (Lanfredi-Rangel
et al.,, 1998) y estan involucradas en el trafico de moléculas (Faso and Hehl, 2011); por lo
tanto, las PVs podrian ser capaces de actuar como MVBs. Revisando la bibliografia de G.
lamblia, se pudo observar que algunas PVs mostraban al menos una ILV en fotografias de
microscopia electrénica de transmisién pero no fue hasta 2019 que Midlej y col. mostraron
gue las PVs contenian ILVs cuando eran estimuladas con Cl,Ca, sugiriendo que las PVs podrian

también cumplir el rol de MVBs en este parasito (Midlej et al., 2019).

1.8.3. Maquinaria ESCRT en Giardia lamblia

Cémo mencionamos anteriormente, la formaciéon de MVBs estd modulada, en parte,
por una familia de proteinas conocidas como ESCRT (Herman et al., 2011). Analisis de
secuencias homodlogas en la base de datos de Giardia (GiardiaDB:

https://giardiadb.org/giardiadb/) mostré que G. lamblia codifica para una maquinaria ESCRT

muy simple (Leung et al., 2008; Saha et al., 2018), teniendo solo algunas de todas las proteinas
ESCRT presentes en mamiferos (Figura 1.8). A pesar del conjunto reducido de subunidades
ESCRT, datos recientes mostraron que todas las subunidades presentes en el genoma de G.
lamblia se expresan en trofozoitos y quistes y que, al menos GIVps25, GIVps2, GIVps4a,
GlVpsdb y GIVps4c son funcionales en Saccharomyces cerevisiae, argumentando asi en favor
de una maquinaria ESCRT funcional en este parasito (Saha et al.,, 2018). Aunque no se

determiné la funcidn de estas proteinas ESCRT en G. lamblia, se mostré que algunas
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subunidades del complejo conservan su funcion ancestral. Ademads, se identificé una proteina
gue contiene el dominio FYVE, que se une preferentemente al fosfoinositido PI3P y cuya
expresion in vivo, mostré una localizacidn selectiva en endosomas enriquecidos en PI3P en S.

cerevisiae, sugiriendo que podria ser una proteina ortéloga a Vps27 (Sinha et al., 2011).

En un analisis de la evolucion de los componentes del complejo ESCRT y la presencia
de MVBs, Field y colaboradores demostraron que, aunque el género Giardia tiene una
divergencia evolutiva extrema y a menudo resulta en la falta de recuperaciéon de los
candidatos a ortdlogos, esto no explica la falla completa en la deteccion de secuencias que
codifican para las proteinas, lo que sugiere que una maquinaria minimizada de ESCRT/MVBs

probablemente sea el resultado de un sistema endocitico inusual en este parasito (Field and

Dacks, 2009).
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Figura 1.8. Maquinaria ESCRT. (A) Esquema de la maquinaria ESCRT presente en mamiferos. (B) G.
lamblia presenta un complejo ESCRT reducido. Las proteinas descritas en el parasito se
representan en rectangulos y elipses completos.
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De todo lo expuesto, surgieron diversos interrogantes que dieron origen a este trabajo
de tesis, algunos de ellos son: ¢Posee G. lamblia la capacidad de liberar al medio extracelular
diferentes tipos de VEs? ¢La diferencia de patogenicidad de los ensamblajes A y B podria estar
dada por diferencias en el contenido de proteinas de las VEs? Y, finalmente, {Como se

encuentra regulado el proceso de formacion de vesiculas con caracteristicas de exosomas?

Para responder a estos interrogantes se llevaron a cabo diversos ensayos de
bioguimica, biologia celular y molecular. Asi, en la PARTE | de Resultados se describen las
caracteristicas principales de los diferentes tipos de VEs en los ensamblajes A y B de G.
lamblia; mientras que en la PARTE Il, se analiza la participacion de proteinas claves en la

formacién y/o liberacién de tExo.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS
Los ensamblajes A y B de Giardia lamblia liberan al medio extracelular diferentes tipos

de vesiculas.

2.2 OBJETIVO GENERAL
El objetivo general planteado en este trabajo de tesis es analizar la presencia de VEs en
Giardia lamblia e identificar los mecanismos implicados en la formacién y/o liberacion de las

mismas.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar las VEs de dos cepas con diferente patogenicidad de Giardia lamblia

- Poner a punto, aislar y caracterizar mediante microscopia electrénica las VEs liberadas al
medio extracelular de trofozoitos del ensamblaje Ay B.

- Analizar y comparar el proteoma de las VEs provenientes de trofozoitos de ambos
ensamblajes.

2. Evaluar la participacion de GIVps4a y GIRab11 en la formacion y liberacion de exosomas

en G. lamblia

- Caracterizar las vesiculas del tipo exosomas mediante diferentes metodologias, teniendo en
cuenta forma, tamafio y presencia de marcadores tipicos.

- Estudiar la expresién y localizaciéon subcelular de GlVpsd4a y GIRabll en trofozoitos
transfectados.

- Determinar si GlVps4a y GIRab1l estan involucradas en la formacion y/o liberacion de
exosomas en G. lamblia.

- Examinar si variaciones en la expresiéon de GIVps4a y GIRabll producen cambios
morfoldgicos internos en trofozoitos transfectados.

Pagina | 30



Materiales y Metodos



Materiales y métodos

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ORGANISMOS Y CULTIVO IN VITRO

Los trofozoitos de G. lamblia se adquirieron de la American Type Culture Collection
(ATCC 50582) y son provenientes de la cepa WB, clon 1267 y clon C6 y de la cepa GS clon H7
(Gillin et al., 1990). Para cultivarlos axénicamente se utilizé medio TYI-S-33 (pH 7)
suplementado con 10 % de suero bovino adulto y 5 % de bilis bovina (medio completo de
crecimiento) (Diamond et al., 1978). Los cultivos se crecieron en tubos de borosilicato de 14
mL con tapa a rosca (Eurotubo®, Deltalab), los cuales fueron incubados a 37°C hasta alcanzar
la fase exponencial u otra etapa dependiendo del experimento. Durante el crecimiento de los
trofozoitos los tubos se mantuvieron con una inclinacién de 30°, lo que permitié una mayor
adhesién a las paredes del tubo. Para cosechar las células, se cambié el medio de cultivo por
medio nuevo o por buffer fosfato o PBS (del inglés Phosphate Buffer Saline; 8,1 mM Na,HPQy;
2,7 mM KCI; 135 mM NaCl) y se incubaron los tubos a 4°C durante 15 min para permitir la
suelta de los trofozoitos de las paredes. Por ultimo, los cultivos se centrifugaron 15 min a 1455

xgad°C.

3.1.1 Aislamiento de vesiculas extracelulares utilizando el medio M199 modificado

Para la extraccion de vesiculas extracelulares se partié de trofozoitos salvajes WB/C6 y
GS/H7. Se lavaron dos veces con PBS estéril y se incubaron 16 hs con el medio M199
modificado (6 mM &cido ascérbico, 6 mM L-cisteina y 55 mM glucosa). Luego, se realizd una
centrifugacion a 1455 x g por 15 min para eliminar células muertas y el sobrenadante se
centrifugd a 10.000 x g para obtener las vesiculas del tipo microvesiculas (tMVs). Se aislo
nuevamente el sobrenadante y se ultracentrifugd a 100.000 x g durante 90 min utilizando el
rotor 45Ti (Beckman-coulter L-70 Ultracentrifuge). El pellet se lavd con PBS y se
ultracentrifugéd nuevamente a 100.000 x g durante 90 min. El precipitado de tExo fue
resuspendido en PBS, o en diferentes tipos de soluciones segln el andlisis a realizar. Todos los

pasos de centrifugacidn se llevaron a cabo a 4°C.

3.1.2 Tincidn negativa de vesiculas extracelulares
Las tMVs y tExo de G. lamblia se examinaron mediante microscopia electrénica de
transmisién (MET). Las fraccidn enriquecida fue diluida en PBS y ambas VEs se sometieron a

tincidon negativa. Las muestras se colocaron sobre grillas de cobre y se incubaron 15 min a
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temperatura ambiente, luego se contrastaron 30 segundos con acetato de uranilo acuoso al
2%. Las muestras se examinaron con un microscopio electréonico Zeiss 109. Este experimento
se realizd en colaboracion con la Dra. Adriana Lanfredi Rangel (Unidade de Microscopia

Eletronica, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Salvador, Bahia, Brasil).

3.1.3 Recuento de la viabilidad celular

El recuento de la viabilidad celular se realizd6 mezclando partes iguales de la
suspensién celular a cuantificar con Azul de Tripano al 0,5% en PBS. Se colocd una gota de
dicha diluciéon en una camara Neubauer y se procedié al recuento de las células viables por
observacion directa al microscopio. La férmula para el contaje de la concentracion celular fue:

N de células viables/mL= 10.000 x N2 células contadas en la camara x 2 (dilucién).

3.1.4 Espectrometria de masa

Las proteinas se separaron en un gel NUPAGE 4-12% (Invitrogen) y se colorearon
mediante tincidon con azul de Coomasie. Cada linea de gel se corté en 12-15 rebanadas
contiguas, se tratd con ditiotreitol (DTT) 10 mM vy iodoacetamina, y se digiriéo con 10 pl de
Tripsina (0,2 pg/ul) (Promega Corporation), seguin lo descrito por Shevchenko (Shevchenko et

al., 1996).

Las mezclas de péptidos se analizaron mediante cromatografia liquida de fase inversa
de nanoflujo-espectrometria de masas en tandem (nLC-MS / MS) utilizando un espectrometro
de masas acoplado en linea con una trampa de iones lineal (LTQ; Thermo). Los péptidos se
desalaron en una columna trampa y se separaron en un capilar de silice de 10 cm como se

describid previamente (Cucco et al., 2018).

Los espectros de masa en tandem se adquirieron en modo dependiente de datos y se
buscaron contra las proteinas de G. lamblia (cepa WBC6/GSH7) de la base de datos NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) usando software Proteome Discoverer versién 1.4 (Thermo Electron)
gue combina coincidencias espectrales con un nodo Percolator, con una tasa de
descubrimiento falso basada en el valor g de 0.01. Solo las proteinas identificadas con al
menos dos péptidos y las proteinas detectadas en al menos tres réplicas se consideraron para
su posterior andlisis. Los analisis se realizaron por triplicado. Se realizé un analisis cuantitativo
comparando las proteinas encontradas en tMVs y tExo. La abundancia de proteinas se estimé
utilizando los valores del factor de abundancia espectral normalizada (NSAF) calculados,

normalizando los recuentos espectrales frente a la longitud de la proteina y la suma de los
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recuentos espectrales en la corrida correspondiente. La identificacién de péptidos se realizd
utilizando el método propuesto por Pavelka et al. (Pavelka et al., 2004), aplicado
efectivamente a la cuantificacion del proteoma basada en el recuento espectral (Pavelka et
al., 2008), mostrando una buena compensacién de especificidad de sensibilidad. Este método
consiste en estadisticas de relacion sefial/ruido (SNR) mejoradas mediante estimaciones
especificas de proteinas de la desviacion estdndar derivadas del modelo de error global de ley
de potencia (PLGEM), que describe bien la dependencia de la desviaciéon estandar versus la
media en conjuntos de datos NSAF. Luego, se aplica un algoritmo basado en remuestreo para
multiples ajustes de prueba para controlar la tasa de falsos positivos (FPR). El método PLGEM-
STN se aplicé utilizando el paquete Bioconductor 'plgem' (Gentleman et al., 2004) en modo
paso a paso (Pavelka et al., 2004). Nuestro conjunto de datos NSAF mostrd un buen ajuste al
PLGEM (r2 ajustado = 0.996); PLGEM-STN se utilizd asi para comparar los valores de NSAF de
proteinas presentes en tMVs y tExo. Se aplicd6 una correccion de prueba multiple,
estableciendo en "plgem" un remuestreo de 1,000 iteraciones y un "delta" (parametro para la
estimacion de FPR) de 0.05. El cambio de pliegue (FC) para cada proteina se estimé como el
log2 de la relacion promedio NSAF (tExo) / promedio NSAF (tMVs). Las proteinas que
muestran valores de P ajustados de <0.05 y |FC| de> 0.6 se predijeron como expresados
diferencialmente en nuestro conjunto de datos. Las proteinas identificadas se agruparon por

funcién bioldgica.

3.1.5 Aislamiento selectivo de vesiculas tipo exosomas utilizando el medio TYI-S-33 carente de
suero bovino adulto o bilis bovina (TYI-S-33/-sbb)

Para la extraccién de tExo, se partié de 14x10’ trofozoitos salvajes whb/1267 y
trofozoitos transgénicos glvps4a-ha, as-glvpsda, glvps4aesssq-ha, glrabl1-ha y ds-glrab11. Los
trofozoitos se lavaron dos veces con PBS estéril y se incubaron 4 hs en medio completo de
crecimiento sin el agregado de suero bovino adulto o bilis bovina (TYI-S-33/-sbb), ya que el
suero y la bilis contienen exosomas que pueden interferir con analisis posteriores. Luego, se
realizd una centrifugacién a 1455 x g por 15 min para eliminar células muertas y el
sobrenadante se filtré utilizando filtros con poros de 0.11 um (Millipore). Finalmente, el
sobrenadante filtrado se ultracentrifugd a 100.000 x g durante 200 min utilizando el rotor 60Ti
(Beckman-coulter L-70 Ultracentrifuge). El precipitado conteniendo tExo fue resuspendido en
PBS, o en diferentes tipos de soluciones seglin el andlisis a realizar. Todos los pasos de

centrifugacidn se llevaron a cabo a 4°C.
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3.1.6 Dispersidn dindmica de la luz (DLS)

Para analizar el tamafno de las vesiculas presentes en la muestra, las tExo se
purificaron como se detalla en la seccion 3.12.2 y se resuspendieron en 100 pl de PBS. La
distribucién de tamafos se midié por dispersion dindmica de la luz o DLS (del inglés Dynamic
Light Scattering) usando un Zetasizer Nano ZS ZEN3600 (Malvern Instruments, Malvern, Reino
Unido). Todas las mediciones se realizaron por duplicado a 25°C. El procesamiento y analisis

de datos se realizd con el software Zetasizer version 7.03.

3.1.7 Gradiente de sacarosa

Para la purificacion de vesiculas segin su tamafio se utilizéd un gradiente de sacarosa.
Para ello se obtuvo el pellet conteniendo tExo (ver SECCION 3.12.2) y el mismo se resuspendié
en 300 pL de una solucion de 2.5 M sacarosa, 20 mM Hepes/NaOH, pH 7.2, luego se cred un
gradiente lineal de sacarosa (2 M-0.25 M sacarosa, 20 mM Hepes/NaOH, pH 7.2) y se
centrifugd a 100.000 x g por 15 hs utilizando el rotor TLV.100 (Beckman-coulter Optima Max-
XP Ultracentrifuge). Se recolectaron las 7 fracciones desde la parte superior del tubo. Cada
fraccion se diluyé en 300 plL de PBS y se centrifugd durante 1 h a 200.000 x g, utilizando el

rotor TLV.100 (Beckman-coulter Optima Max-XP Ultracentrifuge) (Raposo et al., 1996).

3.2 MANIPULACION DEL ADN

3.2.1 Obtencién de acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico y plasmidico de Giardia lamblia
El ADN gendmico de trofozoitos de G. lamblia fue purificado siguiendo el protocolo de
extraccién con fenol y precipitacion con alcohol isopropilico descrito por Sambrook J et al

1989 (Sambrook J et al 1989).

Para la obtencion de ADN plasmidico, se crecieron cultivos bacterianos hasta
saturacién los cuales fueron centrifugados a 3500 x g por 8 min a 20°C. Los plasmidos se
purificaron utilizando el sistema comercial Wizard® Plus SV Minipreps (Promega), siguiendo las
indicaciones suministradas por el fabricante. Los plasmidos utilizados en este trabajo se
muestran en la Tabla 3.1. La calidad del ADN extraido en todos los casos se analiz6 mediante

electroforesis en gel de agarosa 1 % p/v.
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Plasmido Descripcion
pGlVpsdap-HA Permite la sobre-expresiéon de GIVpsd4a-HA
pGIVps4agygq-HA Permite la sobre-expresion de GIVpsdag,,sq-HA
pGlVpsdap-AS Regula negativamente la expresién de GIVps4ap
pGIRab11p-HA Permite la sobre-expresién de GIRab11p-HA
pdsRNAGIRab11p Regula negativamente la expresiéon de GIRab11p

Tabla 3.1. Plasmidos utilizados en este trabajo.

3.2.2 Reaccién en cadena de la polimerasa, purificacién y corte con enzimas de restriccion de
los fragmentos de ADN

Las amplificaciones de los fragmentos de ADN a partir de ADN gendmico se realizaron
mediante la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa o PCR (del inglés Polymerase Chain
Reaction). Las reacciones se llevaron a cabo empleando la enzima Tagq platinium Hight Fidelity
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US), de acuerdo a las siguientes condiciones de
reaccion: 2 min a 94°C, 30 ciclos de [30 s a 94°C, 30 s a 55°Cy 2 min a 72°C] y luego 10 min a

72°C para la extensién final.

Las reacciones de PCR en colonia se realizaron para la deteccién rapida de los clones
bacterianos positivos. Se tomaron las colonias con palillos estériles y se resuspendieron en 50
pL de agua Milli-Q y se utilizaron estas suspensiones como molde para la reaccién. Las
amplificaciones se realizaron utilizando la enzima Tag DNA Polymerase (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, US), de acuerdo con las siguiente condiciones: 2 min a 94°C, 30
ciclos de [30sa94°C,30sa55°Cy 2 mina 72°C] y luego 10 min a 72°C para la extension final.
Se incluyd como control negativo un tubo de reaccién en el cual se reemplazé el volumen de
ADN por un volumen igual de agua Milli-Q. Ademas, se incluyeron controles positivos

especificos para cada experimento.

Los cebadores utilizados durante las reacciones de PCR se muestran en la Tabla 3.2,
fueron sintetizados por Invitrogen (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) y almacenados a

-20°C. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1 % p/v.

Las digestiones de ADN se realizaron utilizando endonucleasas de restriccion y
soluciones comerciales (Promega). Las condiciones de reaccidn fueron las especificadas en los
catdlogos suministrados por el proveedor, utilizando voliumenes de reaccién de 30 o 50 L. Las

purificaciones de los fragmentos de PCR o de los plasmidos linealizados se llevaron a cabo
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utilizando sistemas de purificacidn comerciales, tales como Wizard SV Gel y PCR Clean Up

system (Promega), siguiendo las indicaciones suministradas por el fabricante.

Cebadores Secuencia Sitio de
restriccion
GlVpsda fw 5'CATTCCATGGCCATTGTTCCTGGTCGAAACATTG Ncol
GlVpsda rv 5'CATTGTATACGGTGGAGCCGAACTCCGCTGTGAACTT Bstz171
GIRab11 fw 5'CAATGGGCCCACTGACGCGTACGACCATCTTTA Apal
GIRab11 rv 5'"CAATCCCGGGGCAACGCTTCTTTTGCTTAGTCTTTGCT Smal

GlVps4agzsq fw 5'GGCGGGCAGACTGGCCGACGTACTT
GIVps4agsq rv 5"'AAGTACGTCGGCCAGTCTGCCCGCC

Glvpsda as fw 5'CAATGATATCCCATTGTTCCTGGTCGAAACATTG EcoRV
GlVpsda as rv 5'CAATCCATGGCTCATCTGCTAGCACATTGGGCGT Ncol
GIRab11p ds fw 5'CAATGGATCCACTGACGCGTACGACCATCTTTA BamHI

GIRabllp dsrv 5'CATTGCATGCGCAACGCTTCTTTTGCTTAGTCTTTGCT Sphl

Tabla 3.2. Cebadores para PCR. Se muestran las secuencias de los cebadores utilizados. En las
mismas se encuentran subrayados los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion
utilizadas. Fw: sentido Rv: antisentido.

3.2.3 Ligacion de fragmentos de ADN
Los insertos y plasmidos se ligaron en una relacién 4:1, respectivamente, mediante la
incubacidn con la enzima T4 DNA Ligasa (Fermentans) por 16 hs a 16°C, seguido de 10 min a

70°C para inactivar la enzima.

3.2.4 Electroforesis de acidos nucléicos en geles de agarosa

Las electroforesis de acidos nucleicos se realizaron en geles de agarosa. Se utilizé una
concentracién de agarosa al 1% preparada en solucidn amortiguadora TAE (Tris-acetato 40
mM pH = 8; 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM vy se le agregd SYBR® Safe DNA Stain
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US) para el tefiido de las bandas. Las muestras se
mezclaron con solucién de siembra (Azul de bromofenol 0,09 %p/v, Xileno Cianol FF 0,09
%v/v, Glicerol 60 %v/v). Las corridas electroforéticas fueron realizadas en solucidn
amortiguadora TAE a una intensidad de corriente constante de 100 V durante 40 min. Una vez
finalizada la corrida electroforética, los geles se visualizaron mediante la exposicién a Safe
Image TM Blue-Light Transiluminator (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, US). Como
marcador de peso molecular se utilizd 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,

us).
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3.3 CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS DE EXPRESION EN Giardia lamblia

3.3.1 Amplificacidn y sobreexpresién de las proteinas GIVps4a y GIRab11

El pldsmido pTubApa-H7-HApac (Figura. 3.1) permite la expresidon constitutiva y
estable de genes en trofozoitos de G. lamblia, gracias a la presencia del promotor de tubulina
y a la seleccién con el antibiético puromicina. El cassette de resistencia a la puromicina se
encuentra bajo el control de un promotor endégeno no regulado de giardina y gdh. Las
proteinas se expresaron fusionadas a 3 repeticiones en tandem del epitope de hemaglutinina
(HA) del subtipo H3 del virus influenza (YPYDPVDYA) en el extremo C-terminal (Touz et al.,
2004; Touz et al., 2003; Touz et al., 2002).

Hindlll (1)
gTup Ncol (364)

/Apal (373)

E)
%

Lacz

pTubApa-H7-HApac
6574 pb

?i\ EcoRV (2039)
) »
Puromicing BamHI (2127)
&
& “Notl (2276)

go

Figura 3.1. Plasmido pTubApa-H7-HApac. El plasmido original expresa a la proteina VSPH7-HA
mediante promotores de tubulina. Contiene ademads el gen de puromicina y LacZ para expresar
células de manera estable en G. lamblia y Escherichia coli, respectivamente. Para clonar un nuevo
gen que exprese una proteina de fusién-HA, el plasmido puede ser restricto con las enzimas Ncol o
Apal (region 5°) y EcoRV (region 3°).

Se amplificaron las secuencias que codifican para los genes glvps4a (1365 pb) y
glrab11 (651 pb) mediante PCR, utilizando como molde ADN gendmico extraido de trofozoitos
de G. lamblia WB/1267, tal como se describe en la seccion 3.2.1. Para ello se utilizaron
cebadores especificos para cada caso (Tabla 3.1), a los que se agregaron los sitios de
restriccion necesarios para el clonado en el plasmido pTubApa-H7-HApac (Figura 3.1). Para la
amplificacion por PCR se utilizé la enzima Taq platinium Hight Fidelity (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, US), la cual proporciona una alta fidelidad. Se utilizé el protocolo de PCR

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Los productos de PCR se cortaron y se purificaron mediante las técnicas descritas
anteriormente y luego se clonaron en el pldsmido pTubApa-H7-HApac dando lugar a la
creacion de los plasmidos pGlVps4a-HApac y pGIRab11-HApac (Figura 3.2), respectivamente.
La presencia de los insertos fue analizada por PCR utilizando los cebadores especificos y

confirmada por secuenciacion.

3.3.2 Mutagénesis sitio dirigida y sobreexpresion de la mutante GIVps4ag,,gq

La sustitucion del aminoacido acido glutamico (E) por glutamina (Q) en la posicién 228
de GIVps4a, se realizd mediante una mutacién puntual en la posicion 684 del gen glvps4a.
Para ello, se disefiaron dos cebadores oligonucleotidicos mutagénicos complementarios
basados en la secuencia de glvps4a (Tabla 3.1), con la mutacién puntual, empleando el

programa de Strategene “QuickChange Primer Design Program”

(http://www.stratagene.com/sdmdesigner). El ensayo de mutagénesis se realizé utilizando un

kit QuikChange, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Stratagene) (Touz et al., 2005;
Touz et al., 2004). Brevemente, se llevd a cabo la reaccién de PCR utilizando los cebadores y el
plasmido pGlVps4a-HApac como templado. Al final de la reaccion, el producto se incubd con la
enzima de restriccion Dpnl, la cual digiere el ADN de doble cadena super-enrollado (no

mutado), por 1 h a 37°C.

El producto obtenido fue utilizado para transformar bacterias Top10, los clones
positivos fueron chequeados por PCR y luego la mutacion puntual se confirmdé por

secuenciacion (Figura 3.2).

pGlVpsdap-HA ——> NH; Vpsda HA COOH
pGIRabllp-HA ———> NH: Rab11 HA  COOH
pGIVpsdag,,sqp-HA —> NH, = Vps4a HA COOH
A
£228Q

Figura 3.2. Representacion esquematica de las proteinas de fusion obtenidas a partir de los
plasmidos GIVpsd4a y GIRab11, las cuales poseen 3x epitopes HA en el extremo C-terminal. Todos
los plasmidos muestran los dominios Vpsd4a y Rab11, las secuencias C-terminal y la etiqueta HA,
dirigido por el promotor de tubulina (flechas) para pGIVps4a-HA, pGIRab11p-HA y pGIVps4agsqp-
HA, respectivamente. La posicién de la mutacion puntual (E228Q) se muestra por debajo de la
estructura génica de la mutante.
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3.3.3 Inhibicién de la expresidn de GlVps4a en Giardia lamblia

Los nucledtidos del 1 al 1035 pertenecientes al marco abierto de lectura o ORF (del
inglés Open Reading Frame) de glvps4a fueron amplificados mediante PCR utilizando
cebadores especificos que se detallan en la Tabla 3.1. El producto de PCR se corté y se purificd
mediante las técnicas descritas anteriormente y luego se introdujo en el plasmido pTubApa-
H7-HApac (Figura. 3.1). El inserto se clond en el plasmido en direccién opuesta resultando en
un plasmido antisentido (pGIVps4a-AS) (Figura. 3.4) que fue utilizado para la inhibicién de la

expresion de GlVps4a.

La presencia de inserto fue analizada por PCR utilizando los cebadores especificos y
confirmada por secuenciacion. La deplecion del ARNm de glvps4a fue evaluado por PCR en

tiempo real, como se describe en detalle en las secciones siguientes.

3.3.4 Inhibicién de la expresién de GIRab11 en Giardia lamblia

Para reducir la expresidon de GIRab11p, se utilizé el plasmido pINDG-RNAI, el cudl fue
generado en nuestro laboratorio. Dicho pldasmido permite la expresion inducible del ARN de
doble cadena (ARNdc) en G. lamblia (GenBank GU395185) (Rivero et al.,, 2010; Touz et al.,
2004) (Figura 3.3). Para silenciar el gen glrab11 el fragmento de ADN perteneciente al gen
glrab11 fue amplificado por PCR utilizando cebadores especificos (Tabla 3.1). Luego de la
digestion con las enzimas de restriccion correspondiente y de la purificacién, se clond en el
plasmido pINDG-RNAi dando como resultado el pldsmido pdsRNArab1l (Figura. 3.4). La
presencia de inserto fue analizada por PCR utilizando los cebadores especificos y confirmada
por secuenciacion. La expresién del ARNdc fue inducida con tetraciclina (Tet) (10 pg/mL)
durante 48 hs. La produccidon del ARNdc y la deplecién del ARNm de glrab11p fue evaluada

por PCR en tiempo real, como se describe en detalle mds adelante.
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Figura 3.3. Plasmido inducible pINDG-RNAi. Este plasmido se desarrolld para la expresion
inducible de ARN de doble cadena de G. lamblia. Contiene promotores opuestos ran de G. lamblia,
elementos operadores de Tet y esta disefiado para la insercion y expresion de productos de PCR
de doble cadena. Este pldsmido contiene ademas un casete de puromicina bajo el control del
promotor enddgeno no regulado de gdh. A partir de ADN gendmico de G. lamblia se amplificé la
secuencia de glrab11p por PCR y se introdujo entre los promotores opuestos ran inducibles por

Tet.

Tub 5" % Tub 37

pGlVpsdap-AS ———1 ppsdn

ran ;

pdsRNAGIRab11lp — 1 rabll

ran

<

Figura 3.4. Representacion esquematica de los plasmidos de pGlVps4ap-AS y pdsRNAGIRab11p.
El plasmido pGlVps4a-AS contiene los nucledtidos del 1 al 1035 pertenecientes al ORF de glvps4a
que se clonaron en el plasmido en direccidon opuesta resultando en un plasmido antisentido que
fue utilizado para la inhibicidn de la expresidn de GIVps4a. El fragmento de ADN perteneciente al
gen glrab11 se clond en el plasmido pINDG-RNAi que permite la expresion inducible del ARN de

doble cadena mediante Tet.
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3.3.5 Secuenciacién de moléculas de ADN
Las secuencias de los constructos fueron enviadas para su secuenciacién a la compaiiia

Macrogen (http://www.macrogen.com). Las reacciones de secuenciacién se realizaron

utilizando cebadores especificos para la secuencia a evaluar.

3.4 TRANSFORMACION DE CELULAS

3.4.1 Método de transformacién bacteriana

Para la obtencidon de células de Escherichia coli (Top10) competentes, se crecieron
cultivos saturados en 5 mL de medio Luria Bertoni (LB) suplementado con Tet (Peptona 1 %
p/v, Extracto de Levadura 0,5 % p/v, Tet 15 mg/mL en 100 mL de agua destilada) a 37°C en
agitacion constante durante toda la noche. Luego se realizé una dilucién 1:250 de estos
cultivos en medio fresco y se incubé 18°C en agitacidon constante hasta alcanzar una densidad
Optica igual a 0,6. El cultivo se incubd 10 min en hielo y luego se centrifugd a 2095 x g por 10
min a 4°C. El precipitado se resuspendié en 80 mL de buffer TB frio (Pipes 10 mM, MnCl, 55
mM, CaCl,-2H,0 15 mM, KCI 150 mM, pH 7). Las bacterias se incubaron nuevamente 10 min
en hielo y se centrifugaron a 2095 x g por 10 min a 4°C. El precipitado se resuspendié en 20
mL de buffer TB frio y se agregaron 1,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) al 7%, de forma
cuidadosa para evitar toxicidad en las células. Por ultimo, las bacterias se fraccionaron en
alicuotas de 200 pL en tubos estériles, congeldndose en N, liquido, y manteniéndose a -70°C

hasta su posterior utilizacién.

3.4.2 Transformacién de Escherichia coli

Las bacterias Topl0 competentes se transformaron con el plasmido conteniendo el
gen de interés, mediante shock térmico: 15 min a 4°C, 30 s a 42°C y 2 min a 4°C. Luego, se
adiciond 1 mL de LB y se dejo en agitacion durante 1 h a 37°C. Después de centrifugar a 2851 x
g durante 5 min, se retird el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 200 pL de LB.
Finalmente, las bacterias transformadas se sembraron en placas de Petri conteniendo LB-

Ampicilina (25 mg/mL) agar 1,2 % y se incubaron toda la noche en estufa a 37°C.

3.5 TRANSFECCION DE TROFOZOITOS DE Giardia lamblia CEPA WB/1267
Para cada una de las transfecciones se partié de trofozoitos en monocapa. Las células
fueron enfriadas y centrifugadas a 1455 x g por 15 min a 4°C, el sobrenadante se descartd y el

precipitado se resuspendio en 360 uL de medio completo adicionando 40 pg de plasmido. La

Pagina | 42


http://www.macrogen.com/

Materiales y métodos

transfeccion se realizd mediante electroporacion (Electro Square Porator™ ECM 830)
aplicando 1 pulso de 14 ms a 350 V en una cubeta de 4 mm. Seguidamente, la muestra fue
incubada en hielo durante 10 min y luego trasvasadas a un tubo de vidrio de 7 mL
conteniendo medio completo y los antibidticos piperacilina (500 pug/mL, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, US) y Moxalactam (333 pg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US). Luego de cultivar
los trofozoitos a 37°C toda la noche, se agregd Puromicina (10 pg/mL) (Invitrogen, San Diego,
CA, US), para seleccionar aquellas células que estuvieran transfectadas. La expresion de las

proteinas de interés se visualizé6 mediante ensayos de inmunodeteccién.

3.6 RETROTRANSCRIPCION SEGUIDA DE PCR EN TIEMPO REAL

3.6.1 Extraccion de ARN total

Las extracciones de ARN se realizaron utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen
Corporation Carlsbad CA, US), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los trofozoitos
de G. lamblia se homogeneizaron con 1 mL de Trizol. Luego se agregd cloroformo y se incubd
a temperatura ambiente por 2 min y la mezcla se centrifugd a 12000 x g durante 15 min a 4°C.
Brevemente, se realizaron 2 extracciones con cloroformo y se dejé precipitar el ARN durante
30 min a 4°C con 500 uL de isopropanol. Posteriormente, se centrifugd nuevamente a 12000 x
g durante 10 min y, por ultimo, se lavo el pellet con 70 % v/v de etanol y se dejé secar el
precipitado. Una vez seco, el precipitado se resuspendid en agua estéril libre de ARNasa y se
realizd una segunda purificacién utilizando el sistema de ARN total SV (Promega, Madison, WI,
US). La cuantificacion del ARN obtenido se realizd con Nanodrop (Thermo scientific) y su

integridad se comprobd mediante electroforesis de acidos nucleicos (ver seccién 3.2.4).

3.6.2 Sintesis de ADNc

Para la sintesis del ADN complementario (ADNc), el ARN extraido fue tratado con
ADNasa (Promega, Madison, WI, US), previo a la sintesis de ADNc con la enzima Transcriptase
Reversa RevertAidTM (Fermentas). La reaccién de transcripcion reversa fue realizada a 50°C

por 30 min, seguido por la inactivacién de la enzima a 95°C por 15 min.

3.6.3 PCR en tiempo real (qRT-PCR)
Los ADNc fueron utilizados para el andlisis de la expresidn de genes utilizando la
mezcla PCR SYBR Green Master Mix para PCR en tiempo real (Invitrogen Life Technologies,

Carlsbad, USA), ADNc de simple cadena (100 ng), y cebadores en una concentracion de 800
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nM, en un volumen de reaccion de 20 pL. Los cebadores que se utilizaron se muestran en la

Tabla 3.4.

Las corridas se realizaron en un sistema 7500 estandar (Applied Biosystems, USA). Las
condiciones de gRT-PCR fueron: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C y 40 ciclos de [95°C por 15 seg y
60°C por 1 min]. La expresion génica fue normalizada utilizando el gen 18s como gen de
referencia y calculada utilizando el método AACt. El analisis estadistico de los datos se llevé a
cabo utilizando el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.). El test-t fue utilizado
para determinar las diferencias entre la cepa salvaje wb/1267 (grupo control) y las células
transgénicas glvps4a-ha, glvps4acizsq-ha, as-vpsda, glrabl1-ha y ds-glrabl1. La significancia
estadistica se delimité en un valor de p<0.05. Los datos se representan como media * error

estandar de la media.

Cebadores Secuencia
18S fw 5'AAGACCGCCTCTGTCAATAA
18Srv 5'GTTTACGGCCGGGAATACG
glvpsda fw 5'CGGCGCTGAGAAGAAAGACT
glvpsda rv 5'CGCAACAGGCTACTCACAGT
glrab11 fw 5'TCTCGAGGTTCACCAGCAAC
glrab11 rv 5'AAGCTCCGTCAACCACTCTG

Tabla 3.4. Secuencia de cebadores utilizados para PCR en tiempo real. Fw: sentido Rv: antisentido.

3.7 PREPARACION DE EXTRACTOS PROTEICOS
Para la preparacion de los extractos proteicos, el pellet de trofozoitos se resuspendio
en 50 plL de PBS-Tritén 1 % y se incubd en hielo durante 1 h. El homogenato se centrifugo a

13000 x g durante 15 minutos y se recuperé el sobrenadante.

La concentracién de proteinas solubles se determiné mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando como patrdn una curva de calibracién con albdimina sérica bovina

cuya concentracién fue determinada espectrofotométricamente a 280 nm.

3.8 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

La separacion electroforética de las muestras proteicas fue llevada a cabo en
condiciones desnaturalizantes y reductoras segun el sistema discontinuo de Laemmli
(Laemmli, 1970). Se utilizaron geles de concentracidn de poliacrilamida al 5% [en 0,13 M Tris-

HCl pH 6,8; 0.1% p/v de dodecilsulfato sédico (SDS)] y geles de separacion de poliacrilamida al
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12% (en 0,36 M Tris-HCI pH 8,8; 0,1 % p/v SDS). Las muestras se prepararon incubando los
extractos proteicos (10 pg) durante 10 min a 95°C en solucién de siembra (SAM: Tris-HCI 0,5 M
pH= 6,8; SDS 10%; azul de Bromofenol 0,5% y glicerol) y en presencia de B-mercaptoetanol 5
mM. Los geles se armaron en el sistema Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad Laboratories). Para la
corrida electroforética se utilizd una solucion conteniendo 25 mM Tris-HCl pH 8; 1,44 % p/v
glicina y 0,05 % p/v SDS, y se aplicé una intensidad de corriente constante de 200 V por gel.
Ademads de las muestras proteicas de interés, se agregd a los geles el marcador de peso
molecular comercial Precision Plus Protein Standards (Biorad) que permite la visualizacién de

proteinas de los siguientes pesos moleculares: 250; 150; 100; 75; 50; 37; 25; 20; 15 y 10 kDa.

3.9 ENSAYOS DE INMUNODETECCION

3.9.1. Inmunodeteccion de proteinas mediante la técnica de Western blot

Los extractos proteicos se sometieron a separacion mediante SDS-PAGE vy luego se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Hybond™ ECL™, Little Chalfont,
UK). La transferencia se realizd por aplicacion de una corriente constante de 270 mA durante
2,30 hs a temperatura ambiente (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad), en
presencia de buffer de transferencia (Tris 20 mM, glicina 150 mM y metanol al 20%) (Towbin

et al., 1979).

Luego de la electrotransferencia, la membrana se bloqued durante 1 h en agitacidn a
temperatura ambiente en una solucién de 5% p/v de leche en polvo con bajo contenido graso
(Molico, Nestlé®), preparada en buffer TBS (del inglés Tris Buffered Saline) (solucion
amortiguadora de Tris-salino: 25 mM Tris; 150 mM NaCl), para evitar la posterior unién
inespecifica de anticuerpos. Posteriormente, la membrana se incubo durante 1 h a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente a la
proteina de interés (Tabla 3.3). La membrana se lavd consecutivamente 3 veces con TBS
suplementado con Tween 20 (TBS-Tween 20 al 0.1%) por 15 min y luego se incubd con el
anticuerpo secundario marcado con la enzima peroxidasa de rdbano o HRP (del inglés
Horseradish Peroxidase). Una vez finalizada la incubacion, la membrana se lavé 3 veces con
TBS-Tween 20 al 0,1%. Las proteinas se visualizaron por autorradiografia con el sustrato
quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL,
US.). Brevemente, 24 plL de luminol 1,25 mM y 4 uL de dcido cumdrico 200 uM (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, US) fueron agregados al buffer Tris-HClI 100 mM pH 8,6 e, inmediatamente
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antes de incorporar a la membrana, se afiadieron 3 pL de perdxido de hidrégeno al 30% v/v.
Después de 1 min de incubacion en oscuridad, la membrana escurrida fue cubierta con una
ldmina de plastico y una pelicula de fotografia Agfa Ortho CP-G Plus (AGFA) fue expuesta por 2
min en un cassette para autoradiografia. Finalmente, la pelicula fue revelada entre 3 a 5 min
hasta la aparicidon de bandas, fijada y lavada con agua. Los controles incluyeron la omisiéon del
anticuerpo primario, el uso de un anticuerpo no relacionado, y, en algunos casos, ensayos con

células no transfectadas

3.9.2 Inmunodeteccion de proteinas mediante la técnica de inmunofluorescencia (IF)

Los trofozoitos se lavaron con PBSm (PBS + medio de crecimiento al 1%, pH 7,4) y se
colocaron sobre un portaobjeto, previamente tratado con poli-L-lisina, para permitir la
adherencia de las células. Los portaobjetos se incubaron a 37°C, en cdmara humeda vy, luego
de la fijacién con formaldehido al 4% durante 40 min a temperatura ambiente, las células se
lavaron y se bloquearon con PBS conteniendo 10% de suero normal de cabra (Gibco®, Life
Technologies, Carlsbad, CA, US) y Triton X-100 al 0,1%. A continuacion, las células fueron
incubadas con anticuerpos especificos diluidos en solucién de anticuerpo (PBS conteniendo
3% de suero normal de cabra y Tritén-X100 al 0,1%) por 1 h. Las preparaciones se lavaron con
PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra anti-ratéon) conjugado a
Alexa 488 en solucidn de anticuerpo (Tabla 3.3). Por ultimo, las preparaciones se lavaron y se
montaron en medio de montaje FluorSave™ (Merck, Kenilworth, NJ, USA). La marcacién
fluorescente se visualizé a través de un microscopio confocal Olympus FV800 motorizado
(Olympus UK Ltd, Reino Unido), utilizando objetivos de inmersién en aceite (NA 1,32) 63X o
100X. Los fluorocromos se excitaron usando un laser de argdén a 488 nm. El compuesto
diamidino-2-phenylindole (DAPI) se visualizdé mediante excitacion con luz ultravioleta
utilizando un laser de argdén 364 nm. Las hendiduras de deteccion fueron configuradas para
reducir al minimo cualquier cruce de senal entre los canales. Finalmente, las imagenes fueron

procesadas utilizando los programas Imagel y Adobe Photoshop 8.0 (Adobe Systems)
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Anticuerpo Procedencia Dilucién Casa comercial

Anti-HA Monoclonal de ratén  1:1250 Sigma (St Louis, MO, US)

AlexaFluor-488 Monoclonal de raton  1:500 Molecular Probes, Eugene, Oregon,
us

Anti-14-3-3 Policlonal de conejo 1:10000 Generado en el laboratorio de
Marco Lalle

Anti-PDI2 Policlonal de ratén 1:2000 Generado en el laboratorio de
Marco Lalle

Anti-EF1 Policlonal de ratén 1:2000 Generado en el laboratorio de
Marco Lalle

Anti-Tubulina Policlonal de ratén 1:10000  Sigma (St Louis, MO, US)

Anti-Actina Policlonal de conejo 1:2000 Generado en el laboratorio de
Alexander Paredez

Anti-HRP Policlonal de raton 1:5000 DakoCytomation

Anti-HRP Policlonal de conejo 1:1000 Zymed

Tabla 3.3. Anticuerpos utilizados en ensayos de inmunodeteccidn.

3.10 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para preservar la organizacién celular, los trofozoitos salvajes WB/1267 vy los
transgénicos glvps4a-ha, as-glvpsda, glvps4agsq-ha, glrabl1-ha y ds-glrab11, se fijaron in situ
usando 2,5% de glutaraldehido y 4% de formaldehido en soluciédn amortiguadora de
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2. Luego, las células se rasparon de la pared del tubo con
espatula de goma, se lavaron en la solucidon amortiguadora de cacodilato de sodio 0,1 M, pH
7,2 y se fijaron nuevamente por 60 min a 4°C con una solucidén que contenia tetroxido de
osmio al 1% y ferrocianuro de potasio al 0,8% en solucién amortiguadora de cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,2. Posteriormente, las células se lavaron utilizando la misma solucion
amortiguadora, se deshidrataron en soluciones de acetona de concentraciones crecientes y se
incluyeron en resina Epon. Las secciones finas se tifieron con acetato de uranilo y citrato de
plomo. Finalmente, se observaron en un microscopio electrénico Zeiss 109. Todas las
imagenes de EM disponibles fueron cuantificadas. Este experimento se realizé en
colaboracion con la Dra. Adriana Lanfredi-Rangel (Unidade de Microscopia Eletrénica, Centro

de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Salvador, Bahia, Brasil).
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4. RESULTADOS

PARTE I: Caracterizacion de las vesiculas extracelulares de dos cepas con diferente
patogenicidad de Giardia lamblia

Se ha descrito, que la capacidad funcional que poseen las VEs estd ligada a los
receptores que poseen en su membrana y al cargo contenido en su interior. Los principales
componentes de las VEs incluyen proteinas, material genético y lipidos que la célula de origen
ha seleccionado para luego liberar al medio extracelular, siendo las proteinas el subconjunto

mas ampliamente estudiado (Tkach and Thery, 2016).

La identificacion de proteinas celulares que forman parte de las VEs se ha realizado
mediante diversas técnicas como ensayos de inmunotransferencia o citometria de flujo. Sin
embargo, en la actualidad los estudios de espectrometria de masa son los que han permitido
identificar otras proteinas que no habian sido descritas anteriormente como componentes de
las VEs (Rosa-Fernandes et al., 2017). Estos estudios se han llevado a cabo en MVs y exosomas
de diferentes organismos, incluyendo parasitos, en los cudles se ha observado que muchas de
las proteinas que son secretadas a través de los diferentes tipos de VEs pueden actuar como
factores de virulencia; siendo necesarias para la adaptacion al ambiente y, en el caso de
microorganismos patégenos, la adaptacion al hospedador. Ademas, los factores de virulencia
estan involucrados en diferentes procesos vitales incluyendo la formacion de biofilms, la
invasion tisular, la evasion de la respuesta inmune y la adquisicion de nutrientes (Ortega-

Pierres and Arguello-Garcia, 2019).

Diplomonadidas es un grupo de protistas flagelados con dos nucleos que involucra a
especies parasitarias y de vida libre. Las diplomonadidas pardsitas a menudo se encuentran en
el tracto digestivo de mamiferos, aves y peces, donde algunas son patdgenas (Roxstrom-
Lindquist et al.,, 2010). G. lamblia, que es la mas estudiada del grupo, es un importante
patégeno zoondtico de transmision ambiental. Debido a la diversidad de hospedadores que
infecta el pardsito, fue necesario clasificarla en ocho ensamblajes o conjuntos distintos (es
decir, subtipos genéticos) designados de la A a la H (Caccio et al., 2018; Feng and Xiao, 2011),
demostrandose por estudios moleculares que la mayoria de los genotipos presentaban
diferentes preferencias por los hospedadores (Tabla 4.1) (Monis et al., 2003; Thompson et al.,

2000).
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Grupo Hospedadores

A Humanos, Perros, Gatos, Ovinos, Porcinos,

Chinchillas, Bovinos, Caballos, Castores, Alpaca

B Humanos, Perros, Ratas, Ratones, Chinchillas,
Castores

C Perros

D Perros

E Bovinos, Porcinos, Ovinos

F Gatos

G Ratas

H Focas, gaviotas

Tabla 4.1 Grupos genéticos de G. lamblia y sus hospedadores.

Los humanos pueden ser infectados con parasitos que pertenecen solo a los
ensamblajes A y B (Thompson and Monis, 2004), de los cuales los aislados WB/C6 (ensamblaje
A) y GS/H7 (ensamblaje B) son los que se encuentran mas ampliamente estudiados y sus
genomas han sido secuenciados y reportados (Franzen et al., 2009; Jerlstrom-Hultgvist et al.,
2010; Morrison et al., 2007). Cuando se realizd la gendmica comparativa entre ambos
ensamblajes, la misma mostré que ambos son diferentes en un 23% a nivel de nucledtidos y
un 22% a nivel de aminoacidos (Franzen et al., 2009) y estas diferencias se han propuesto para
explicar las variaciones en la tasa de crecimiento, la infectividad y la patogenicidad (Caccio et
al., 2018). Por ejemplo, el aislado GS/H7 crece mas lentamente en cultivos axénicos (Karanis
and Ey, 1998), y es el Unico aislado capaz de infectar ratones adultos sin pre-tratamiento con
antibidticos (Byrd et al., 1994). En los jerbos de Mongolia, los pardsitos del ensamblaje B
(GS/H7) inducen un acortamiento de las células epiteliales, infiltracion de un mayor nimero
de células inflamatorias en el duodeno y el yeyuno y, ademas, provocan el ablandamiento
constante de las heces (Benere et al., 2012). In vitro, las proteinas secretoras de la cepa GS/H7
produjeron respuestas inflamatorias mds fuertes en las células epiteliales intestinales o IEC
(del inglés Intestinal Epithelial Cells) humanas (HT-29), presentando produccion de
interleuquinas 8 y 1-beta, asi como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF) -a) (Lee et al.,

2012).
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En conjunto, estos antecedentes ponen de manifiesto que existen diferencias en la
infectividad y patogenicidad entre los ensamblajes A y B y que podrian estar dadas por una
diferencia a nivel de nucledtidos y aminodcidos. Considerando ademas que las VEs tienen la
capacidad de poder secretar proteinas que actlan como factores de virulencia, nos
propusimos estudiar en este trabajo de tesis si ademas esas diferencias podrian estar dadas

por una disparidad en el contenido de proteinas presentes en las VEs.

4.1.1 Los ensamblajes A y B de Giardia lamblia liberan al medio extracelular vesiculas del tipo
microvesiculas y exosomas

Uno de los pasos principales que se realizan para poder estudiar las VEs, es el
aislamiento de las mismas, para luego poder caracterizarlas y estudiar en mas detalle a sus
cargos. El aislamiento de las VEs es un paso critico debido a que los métodos de aislamiento
son actualmente muy diversos y, dependiendo de cudl es el método utilizado, los resultados

pueden ser considerablemente distintos, aun partiendo de la misma muestra.

Actualmente, se han publicado varios métodos para purificar y caracterizar VEs de
diferentes tipos celulares, las cuales incluyen técnicas muy diversas como centrifugacion,
cromatografia, filtracién, precipitacién basada en polimeros y separacién inmunolégica (Li et
al.,, 2017). Para poder analizar el contenido total de proteinas presentes en las VEs de las
diferentes cepas de G. lamblia, realizamos una adaptacién de un método clasico para purificar
tMVs y tExo basado en la ultracentrifugacion diferencial, modificando el medio de cultivo para
evitar la contaminacién con VEs provenientes de otras fuentes tales como el suero adulto
bovino (BSA) y bilis bovina y asi no obtener proteinas contaminantes en analisis posteriores.
Para ello, trofozoitos en monocapa de G. lamblia WB/C6 (ensamblaje A) y trofozoitos de G.
lamblia GS/H7 (ensamblaje B) crecidos en el medio TSY-I-33, se lavaron con PBS vy luego se
incubaron durante 16 hs con medio M199 modificado. Transcurridas las 16 hs, las diferentes
poblaciones de VEs se sedimentaron del medio mediante ultracentrifugaciones a diferentes

velocidades (Figura 4.1 A).
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Para analizar si los parasitos tenian la capacidad de sobrevivir en el medio M199 por
16 hs, se realizé un ensayo de viabilidad con el colorante vital azul de tripano, y se procedio a
contar los parasitos vivos. En este ensayo, pardsitos muertos incorporan el colorante y
muestran un color azul bajo el microscopio ya que el colorante es capaz de atravesar la
membrana alterada. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.1 B, donde es

posible observar un bajo porcentaje de células muertas en ambos ensamblajes.

Trofozoitos WB/C6y GS/H7 en
crecimiento

i Lavar 2 veces con PBS y cultivarlos
16 h en medio M199 medificado

Cultivo de células
. =

90
pelletedebris <~ l 1455 x g 15 min 4°C

@ Azul de tripano positivas
651 1 Azul de tripano negativas

Sobrenadante
pellet=tMVs <" l 10.000 x g 30 min 4°C

Sobrenadante
404

% de células

i 100.000 x g 90 min 4°C

Resuspender pellet en PBS 154

100.000 90 min 4°C
l xg =2 min WB/C6 GS/H7

pellet=tExo

Figura 4.1. Aislamiento de VEs. (A) Procedimiento para el aislamiento de tMVs y tExo derivados de
G. lamblia. (B) Ensayos de viabilidad de parasitos: el recuento celular se realizé usando azul de
tripano para ambas cepas.

Uno de los métodos mas utilizados para corroborar el aislamiento selectivo de las
diferentes poblaciones de vesiculas es MET, siendo una técnica de gran utilidad para la
observacion de las VEs al finalizar el procedimiento. Asi, las fracciones obtenidas a partir del
medio M199 modificado, se observaron al microscopio electrdnico, revelando estructuras
vesiculares de doble membrana con tamafios heterogéneos. En ambos ensamblajes (WB/C6 y
GS/H7), se observd que la fraccién enriquecida en tMVs presentaba mayoritariamente
vesiculas de tamanos entre 100-1000 nm, mientras que en la fraccidon tExo, las vesiculas

obtenidas presentaban forma de copa y tamafios de =70 nm (Figura 4.2). Estos resultados

Pagina | 53



Resultados: Parte |

sugieren que ambos tipos celulares poseen la capacidad de secretar al medio extracelular

vesiculas de diferentes tamafos y caracteristicas.

A

b

tMVs tExo

tMVs tExo

Figura 4.2. G. lamblia libera diferentes tipos de VEs. Las vesiculas aisladas se contrastaron con
acetato de uranilo y se observaron por MET. A) VEs de la cepa WB/C6: en el panel izquierdo se
muestra una tMVs de =150 nm, mientras que en el panel derecho se muestra una vesicula de la
fraccidn tExo, con forma de copa, con un tamafio de =70 nm. B) VEs de la cepa GS/H7: en el panel
izquierdo se muestra una tMVs =150 nm, mientras que en el panel derecho se muestra una
vesicula tExo con forma de copa con un tamafo de =70 nm. Barra de escala: 200 nm.

4.1.2 Las vesiculas extracelulares de Giardia lamblia seleccionan especificamente el contenido
proteico

Los primeros estudios sobre las VEs sugerian que llevaban en su interior una mezcla
azarosa de proteinas, lipidos y acidos nucleicos; pero a través del tiempo, se pudo afirmar que
el contenido de las mismas no es aleatorio; sino que es el resultado de una seleccion
especifica y dirigida por varios mecanismos celulares (Colombo et al., 2014). Ademas, el
contenido presente en cada VE le confiere caracteristicas particulares que influyen en sus

propiedades bioldgicas (Kalra et al., 2016; Pegtel et al., 2014; Tkach and Thery, 2016).

Como mencionamos anteriormente, una de las metodologias mas utilizadas para
caracterizar el contenido total de proteinas de las VEs es la espectrometria de masa.

Actualmente, esta técnica se ha utilizado exitosamente para revelar el proteoma de VEs de
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muchos organismos, incluyendo pardsitos tales como T. vaginalis (Nievas et al., 2018; Twu et
al.,, 2013), T. gondii (Rosa-Fernandes et al., 2017), Leishmania donovani (Silverman et al.,
2010), entre otros, en los cudles se ha demostrado que el contenido de proteinas presentes en
las VEs se encuentra regulado. Para saber si en G. lamblia |a incorporacién de proteinas en las
VEs es un proceso especifico, realizamos un analisis proteémico y evaluamos las proteinas

presentes en los diferentes tipos de VEs que son liberadas por el parasito.

4.1.2.1 Analisis protedmico de vesiculas extracelulares de la cepa WB/C6

Para realizar el estudio del contenido proteico de tMVs y tExo derivados de trofozoitos
del ensamblaje A, los parasitos de la cepa WB/C6 se cultivaron hasta alcanzar la fase
logaritmica y se procesaron segln se indicd anteriormente (Figura 4.1 A). Las diferentes
poblaciones de VEs fueron analizadas por espectrometria de masa (ver M&M seccion 3.1.4) y,
mediante el andlisis protedmico cuantitativo, se pudo determinar las proteinas totales que
estaban presentes tanto en la fracciéon de tMVs como la de tExo. Se identificaron un total de
2290 proteinas, de las cuales un 97% (2220 proteinas) eran proteinas pertenecientes a G.
lamblia mientras que el 3% restante (70 proteinas) fueron proteinas contaminantes bovinas
(Figura 4.3 A). Los datos crudos se limpiaron de contaminantes presentes y en los analisis
posteriores solo se tuvieron en cuenta aquellas proteinas que fueron identificadas y
cuantificadas en al menos dos de los triplicados. Se compararon los datos protedmicos
obtenidos del proteoma de tMVs con el de tExo de la cepa WB/C6. Curiosamente, si bien
existen un total de 861 proteinas en comun, hay 344 proteinas que son especificas de tMVs
mientras que 30 proteinas se encuentran exclusivamente en tExo (Figura 4.3 B), lo que indica
gue tanto las tMVs como los tExo pueden seleccionar especificamente proteinas que podrian
tener funciones diferenciales. Posteriormente, debido a que el contenido proteico de las VEs
aisladas fue muy diverso, las mismas se clasificaron en trece grupos, para poder relacionar en
gue procesos bioldgicos podrian estar implicados. Del total de 1205 proteinas presentes en
tMVs, la clasificacion arrojo la presencia de 8 proteinas de plegamiento (0,66%), 336 proteinas
hipotéticas (27,88%), 9 proteinas de seiializacién (0,75%), 7 proteinas de tipo vacuolar
(0,58%), 41 proteinas relacionadas con la protedlisis (3,40%), 57 proteinas ribosomales
(4,73%), 111 enzimas metabdlicas (9,21%), 47 proteinas del citoesqueleto (3,90%), 227
proteinas de unién (18,84%), 122 kinasas y fosfatasas (10,12%), 92 proteinas relacionadas con
el transporte (7,63%), 22 proteinas de traduccién (1,83%) y 126 proteinas que no pertenecen

a ningun grupo (otras) (10,46%), (Figura 4.3 C). Para el caso de los tExo, del total de 891
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proteinas, se encontrd que 8 proteinas eran de plegamiento (0,90%), 200 proteinas
hipotéticas (22,45%), 5 proteinas de sefializacién (0,56%), 6 proteinas de tipo vacuolar
(0,67%), 29 proteinas relacionadas con la protedlisis (3,25%), 51 proteinas ribosomales
(5,72%), 96 enzimas metabdlicas (10,77%), 43 proteinas del citoesqueleto (4,83%), 164
proteinas de unidén (18,41%), 97 kinasas y fosfatasas (10,89%), 70 proteinas relacionadas con
el transporte (7,86%) y 18 proteinas de traduccion (2,02%) y 104 proteinas que no pertenecen
a ningun grupo (otras) (11,67%) (Figura 4.3 C). En general, los resultados muestran que ambas
poblaciones de vesiculas contienen proteinas que se repiten en proteomas de MVs y
exosomas de diferentes organismos, tales como enzimas metabdlicas, elementos del
citoesqueleto, factores de transcripcidn, proteinas integrales de membrana, entre otras, y
ademds poseen proteinas especificas de G. lamblia como proteinas implicadas en el

metabolismo y en la variacién antigénica.

A B tMVs
Total de proteinas identificadas 2290
Proteinas de G. lamblia 2220 344 861 30
Proteinas bovinas 70
tExo
C Plegamiento |m

Hipotéticas e ——————
Sefalizacion u
Vacuolar g
Proteolisis s
Ribosomales |

Enzimas metabdlicas [
tMVs WB/C6

Citoesqueleto —"
m tExo WB/C6

Union  me—
Kinasas/Fosfatasas ass—m
Transporte  —
Traduccion s

Otras —

0 5 10 15 20 25 30
% de proteinas

Figura 4.3. Analisis del proteoma de tMVs y tExo de G. lamblia (WB/C6). (A) Numero total de
proteinas identificadas en el analisis protedmico. (B) Diagrama de Venn que representa las
proteinas compartidas entre las tMVs y tExo de G. lamblia. (C) Agrupacion funcional de las
proteinas identificadas en tMVs y tExo. Mediante el uso de anotaciones derivadas de la base de
datos de GiardiaDB, las proteinas se han organizado en base a su funcion molecular. La cantidad
de proteinas fue normalizada con el nimero de proteinas totales.
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4.1.2.2 Analisis protedmico de vesiculas extracelulares de la cepa GS/H7

Utilizando la misma estrategia que la utilizada para evaluar el contenido proteico de
las VEs del ensamblaje WB/C6, se realizd espectrometria de masa de tMVs, tExo y pellet
celular proveniente del ensamblaje GS/H7. En el andlisis se identificaron en total 1631
proteinas, 1578 fueron proteinas pertenecientes a G. lamblia mientras que solamente 53
fueron contaminantes de bovino (3.25%) (Figura 4.5 A). Se realizé una comparacion entre las
proteinas presentes en tMVs y tExo, teniendo en cuenta solo aquellas proteinas que fueron
identificadas y cuantificadas en al menos dos de los triplicados. Se hallé6 222 proteinas
especificas de tMVs, 67 fueron especificas de tExo mientras que 685 se superponen entre las
dos poblaciones de VEs (Figura 4.5 B). Las proteinas encontradas en las VEs se clasificaron de
acuerdo a las funciones bioldgicas con las cual estaban relacionadas (Figura 4.5). Se puede
observar que en el caso de las tMVs hay 22 proteinas de plegamiento (2,43%), 178 proteinas
hipotéticas (19,63%), 11 proteinas de sefalizacion (1,21%), 8 proteinas de tipo vacuolar
(0,88%), 36 proteinas relacionadas con la protedlisis (3,97%), 59 proteinas ribosomales
(6,50%), 105 enzimas metabdlicas (11,58%), 28 proteinas del citoesqueleto (3,09%), 157
proteinas de unién (17,31%), 96 kinasas y fosfatasas (10,58%), 75 proteinas relacionadas con
el transporte (8,27%), 21 proteinas de traduccion (2,32%) y 111 proteinas que no pertenecen
a ningun grupo (otras) (12,24%) (Figura 4.5 C). Para el caso de tExo, del total de 752 proteinas,
se encontré que 17 proteinas eran de plegamiento (2,26%), 150 proteinas hipotéticas (19,
95%), 6 proteinas de senalizacién (0,80%), 5 proteinas de tipo vacuolar (0,66%), 29 proteinas
relacionadas con la protedlisis (3,86%), 47 proteinas ribosomales (6,25%), 98 enzimas
metabdlicas (13,03%), 27 proteinas del citoesqueleto (3,59%), 128 proteinas de unidn
(17,02%), 82 kinasas y fosfatasas (10,90%), 65 proteinas relacionadas con el transporte
(8,64%), 17 proteinas de traduccidn (2,26%) y 81 proteinas que no pertenecen a ningln grupo

(otras) (10,77%) (Figura 4.5 C).
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Figura 4.4. Analisis del proteoma de tMVs y tExo de G. lamblia (GS/H7). (A) Nimero total de
proteinas identificadas en el analisis protedémico. (B) Diagrama de Venn que representa las
proteinas compartidas entre las tMVs y tExo de G. lamblia. (C) Agrupacion funcional de las
proteinas identificadas en tMVs y tExo. Mediante el uso de anotaciones derivadas de la base de
GiardiaDB, las proteinas se han organizado en base a su funcién molecular. La cantidad de
proteinas fue normalizada con el nimero de proteinas totales.

4.1.3 Las vesiculas extracelulares de Giardia lamblia liberan proteinas que carecen de péptido
sefial

G. lamblia posee un sistema de endomembranas simple que carece de un verdadero
aparato de Golgi, peroxisomas y de un sistema endosomal/lisosomal tipico de células de
mamiferos o levaduras (Ankarklev et al., 2010), por lo que la secrecién de proteinas, su
clasificacién vy el trafico siguen siendo un aspecto desconcertante de la biologia del parasito.
Existen proteinas presentes en G. lamblia que carecen de péptido sefial pero que son
secretadas al medio extracelular por el pardsito, esto sugiere la presencia de mecanismos

secretores no convencionales.
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Existe evidencia que muestra que proteinas carentes de péptido sefial pueden ser
secretadas en VEs proveniente de diferentes tipos celulares, incluyendo a pardsitos
protozoarios (Marcilla et al., 2014). Cuando se analizd el porcentaje de proteinas secretadas
que poseian péptido sefial en ambos ensamblajes, se observd, en el caso del ensamblaje A
que del total de 1235 proteinas solo 117 poseen péptido sefial (~9,50%, Tabla 4.2). Por otro
lado, para el ensamblaje B, de las 974 proteinas que son secretadas, se detectaron que 88
poseian péptido sefial (~9,03 %, Tabla 4.2). La deteccién de un porcentaje relativamente
pequefio de proteinas con péptido sefial en las VEs de G. lamblia sugiere que en el parasito
existe la presencia de VEs como vias alternativas de secrecién de proteinas que carecen de

péptido seiial.

Ensamblaje % proteinas con péptido sefal

A (WB/C6) 9,50
B (GS/H7) 9,03

Tabla 4.2. Tabla de porcentaje de proteinas con péptido seiial segun se indica en GiardiaDB

4.1.4 Las vesiculas extracelulares de los ensamblajes A y B poseen proteinas tipicas de
vesiculas extracelulares y otras particulares del parasito

El analisis protedmico reveld que proteinas pertenecientes a los grupos de
plegamiento, hipotéticas, sefalizacidon, vacuolar, protedlisis, ribosomales, metabdlicas,
citoesqueleto, unidn, kinasas y fosfatasas, transporte, de traduccion y otras, se identificaron
en ambas poblaciones de VEs y en ambos ensamblajes con algunas diferencias (Figura 4.5). Se
observd que tanto en tMVs como en tExo, las proteinas de plegamiento, de sefializacién, de
protedlisis, ribosomales, metabdlicas, proteinas de transporte y de traduccién, son mads
abundantes en el ensamblaje B (GS/H7), mientras que las proteinas hipotéticas, de union y del
citoesqueleto son mas abundantes en el ensamblaje A (Figura 4.5). En contraste, existen
variaciones entre las tMVs y tExo en las proteinas vacuolares, kinasas/fosfatasas y proteinas,

que no fueron agrupadas en ninguna categoria (Figura 4.5).

Cuando se analizé en mas detalle, se observd que proteinas hipotéticas, proteinas de
unién y enzimas metabdlicas fueron los grupos mas abundantes presentes en ambos tipos de
vesiculas. Con respecto al gran porcentaje de proteinas hipotéticas no fue llamativo ya que

ambos genomas poseen un gran numero de genes que codifican para proteinas que presentan
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muy baja similitud de secuencia con proteinas de otras especies. El segundo grupo de
proteinas mas abundantes corresponde a las proteinas de unién, las cuales incluyen
principalmente proteinas de unién a ARN, lipidos y calcio. Y por ultimo, dentro de las enzimas
metabdlicas, observamos la presencia de proteinas que tienen funciones asociadas a procesos
metabdlicos y catabdlicos de aminoacidos, metabolismo de monosacaridos, glucdlisis y
enzimas relacionados con la generacion de precursores, metabolitos y energia. Ademas, se
identificaron proteinas con otras funciones metabdlicas, como la del metabolismo de la
arginina. Por otro lado, se observé la presencia de proteinas implicadas en el metabolismo
lipidico, las cuales incluyen enzimas involucradas en la remodelacién y recuperacidn de acidos
grasos y de fosfolipidos como la fosfolipasa B. Aunque se ha demostrado que las células
pueden intercambiar enzimas metabdlicas a través de VEs, todavia queda mucho por dilucidar

con respecto a su actividad metabdlica intrinseca (Figura 4.5 y Anexo I).

En menor medida, se identificaron proteinas ribosomales, kinasas/fosfatasas,
proteinas de transporte y relacionadas con eventos de fusion de membranas, tales como Rab
y Ras, proteinas que pertenecen al citoesqueleto como actina, tubulina y dineina, proteinas
implicadas con la seializacion como 14-3-3 y GTPasas y proteinas de ensamblaje,
principalmente proteinas de choque térmico o HSPs (del inglés Heat-shock proteins) (Figura
4.5). Estos resultados sugieren que los ensamblajes A y B de G. lamblia secretan VEs que son
representativas ya que muchas de las proteinas que encontramos son proteinas cominmente

identificadas en estudios protedmicos de VEs de diferentes organismos (Nievas et al., 2018).

Por otro lado, el andlisis protedmico reveld proteinas que son exclusivas del
pardsito y que se han informado previamente como proteinas inmunorreactivas durante la
giardiasis humana (Palm et al., 2003). Estas proteinas incluyen a las proteinas variables de
superficie o VSPs (del inglés Variant-specific surface proteins) y tenascinas. Las VSPs son, en su
mayoria, proteinas de membrana tipo | y se expresan en la membrana plasmatica de los
trofozoitos de G. lamblia a través de un mecanismo regulado por ARNi (Prucca et al., 2008).
Son factores de virulencia por excelencia y responsables de la variacidon antigénica. Dichas
proteinas fueron detectadas en tMVs y tExo del ensamblaje A y B (19 y 5, respectivamente,
Anexo 1). Con respecto a las tenacinas, son componentes de la matriz extracelular y modulan
ademads la adhesidn celular y la migracién (Chiquet-Ehrismann and Chiquet, 2003). De manera
sorprendente, solo se encontraron tenacinas en el proteoma de tMVs y tExo del ensamblaje

mas patdgeno correspondiente al ensamblaje B.
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Podemos decir entonces que, mediante este analisis, hemos identificado proteinas
gue son secretadas por el parasito a través de las VEs. Nuestros resultados indican que las VEs
de ambos ensamblajes poseen proteomas similares, pero existen algunas diferencias
especificas que podrian explicar las diferencias observadas en la infectividad y los sintomas de

la enfermedad.
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Figura 4.5. Analisis comparativo del proteoma de VEs entre el ensamblaje A (WB/C6) y
ensamblaje B (GS/H7). (A) Agrupacién funcional de las proteinas identificadas en tMVs del
ensamblaje A y B. (B) Agrupacion funcional de las proteinas identificadas en tExo del
ensamblaje Ay B.
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4.1.5 Las vesiculas tipo exosomas del ensamblaje A estan enriquecidas en proteinas de la
maquinaria ESCRT

Una de las caracteristicas mas distintivas que existe entre las MVs y los exosomas es su
mecanismo de formacion. Las primeras se forman por evaginacion de la membrana
citoplasmatica y, por lo tanto, contienen mayoritariamente proteinas de membrana; mientras
gue los exosomas se forman en la via endocitica y estan enriquecidos con proteinas
provenientes del sistema endosomal (Colombo et al.,, 2019). En este sentido, el andlisis
protedmico cuantitativo revelé que existe solo en tExo provenientes del ensamblaje A
(WB/C6) un enriquecimiento de proteinas pertenecientes a la maquinaria ESCRT, tales como
GIVps2 (GL50803_29327), GIVps46a (GL50803_15472), GIVps46b (GL50803_24947), GlVps4a
(proteina SKD1) (GL50803_101906) y GIVpsdb (topoisomerasa IlI) (GL50803_16795) (Figura
4.6). Las proteinas de la maquinaria ESCRT estdn involucradas en el empaquetamiento de
lipidos y proteinas ubiquitinadas en los MVBs y, ademas, en la formacion de las ILVs en los
endosomas tardios, que luego se liberan como exosomas al exterior celular (Thery et al.,
2019). Los resultados mencionados apuntan a un mecanismo diferenciado entre la formacién
de tMVs y tExo en el ensamblaje A, sugiriendo que los tExo se formarian en organelas de

naturaleza endo-lisosomal, probablemente en las PVs.
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Figura 4.6. Proteinas enriquecidas en tExo del ensamblaje A (WB/C6). Proteina hipotética
(GL50803_103709), VSP con INR (GL50803_112208), Proteina hipotética (GL50803_7843), Copine |
(GL50803_8903), Alfa 7.3 giardina (GL50803_114787), Proteina hipotética (GL50803_8968), VSP
(GL50803_137612), Kinesina-3 (GL50803_102101), VSP con INR (GL50803_113797), VSP con INR
(GL50803_11470), Vps2 (GL50803 29327), Proteina hipotética (GL50803 29327), Vpsdba
(GL50803_15472), Proteina hipotética (GL50803 28962), Kinesina-3 (GL50803_112846), Kinasa
NEK (GL50803_5346), VSP AS8 (GL50803_13194), Vps46b (GL50803_24947), SKD1 proteina
(GL50803_101906), Topoisomerasa Il (GL50803 16795), VSP (GL50803 101765), Proteina
hipotética (GL50803_15472), Coatomero subunidad delta (GL50803_6170), Proteina hipotética
(GL50803_11129), Proteina hipotética (GL50803_24947), IFT complejo B (GL50803_40995),
Proteina hipotética (GL50803 12830), Translation enlogation factor (GL50803_7990), Proteina
hipotética (GL50803_7328), Proteina 21.1 (GL50803_6344), Kinasa NEK (GL50803_14835), Kinasa
NEK (GL50803_12148), Proteina hipotética (GL50803_137746). *Se destacan las proteinas
pertenecientes a la maquinaria ESCRT.
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4.1.6 Discusién

Se ha reportado que la mayoria de las células vivas liberan al medio extracelular
diferentes compuestos y que, junto con las macromoléculas, son capaces de modular el medio
extracelular donde se desarrollan, permitiéndoles ademas llevar a cabo diferentes procesos
biolégicos. Estos productos liberados por las células constituyen lo que se denomina

secretoma y algunos de estos aparecen englobados por membranas lipidicas, formando VEs.

Las VEs estan rodeadas por una bicapa lipidica y poseen en su interior acidos
nucleicos, lipidos y proteinas. Hoy en dia se considera que estas vesiculas actian como
mecanismo de comunicacion entre células y como transportadores de informacién genética,
ademas de poseer funciones relacionadas con la modulacidn celular e inmunoldgicas.
Actualmente, las VEs han sido aisladas y caracterizadas de diferentes clases de patdgenos,
incluyendo parasitos protozoarios, y en los cuales se ha estudiado el papel de las mismas en la
fisiologia, la adaptacién al hospedador, la patogenicidad y la modulacién de la respuesta
inmune (Geiger et al., 2010; Grebaut et al., 2009; Silverman et al., 2008; Wong et al., 2011).
Sin embargo, hasta la fecha, en el parasito protozoario G. lamblia solo se ha demostrado que
trofozoitos perteneciente al ensamblaje A (WB/C6) liberan MVs; aunque el origen, el

contenido y la forma en la que se liberan no han sido dilucidados (Evans-Osses et al., 2017).

En este trabajo de tesis, se han aislado y caracterizado las VEs secretadas por los
ensamblajes A y B. Para la extraccidn de las mismas, fue necesaria la puesta a punto de un
método nuevo de aislamiento que permitid aislar las dos poblaciones de vesiculas en ausencia
de proteinas contaminantes. Como se describid en otros trabajos, las proteinas provenientes
del suero en el sobrenadante eran una preocupacidén (Skarin et al., 2011), ya que dichas
proteinas séricas se unen a la superficie del pardsito y se liberan continuamente, lo que
interfiere con la caracterizacion del proteoma de las VEs de G. lamblia. Para superar este
problema, los parasitos fueron lavados con PBS e incubados en el medio M199 modificado y

luego se recolectaron mediante ultracentrifugaciones las diferentes poblaciones de VEs.

Los resultados obtenidos mediante MET mostraron la presencia de vesiculas con un
tamafio aproximado de 70 nm y forma de copa, las cuales denominamos tExo y, por otro lado,
observamos la presencia de vesiculas rodeadas de una bica lipidica con un tamafo entre 100-

1000 nm, las cuales denominamos tMVs. Luego, mediante ensayos de espectrometria de
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masa se pudo caracterizar el proteoma de las mismas e identificar las proteinas presentes en

cada una de las poblaciones.

El estudio protedmico realizado en este trabajo es el primero en reportar el proteoma
de las VEs aisladas de G. lamblia. Un resultado relevante es que en ambos ensamblajes
encontramos solamente un ~9% de proteinas que poseen péptido sefial lo que sugiere que
existe una via de secrecidn cldsica en el pardsito aunque la mayoria de las proteinas
secretadas carecen de péptido sefial, lo que indicaria que dichas proteinas utilizan las VEs

como via de secrecion al medio extracelular.

El mayor nimero de proteinas que se detectaron en ambas poblaciones de VEs y en
ambos aislados son proteinas hipotéticas. Esto no fue llamativo ya que ambos genomas
poseen un gran numero de genes que codifican para proteinas que presentan muy baja
similitud de secuencias con proteinas de otras especies, probablemente debido a que el
parasito se separo del linaje eucariota temprano en la historia evolutiva. La funcién de estas
proteinas es desconocida, por lo tanto se requiere analisis bioinformaticos y funcionales mas

amplios para poder definir en que procesos bioldgicos estan implicadas.

El segundo grupo de proteinas mas abundante que se encontré fueron las proteinas de
union, las cudles incluyen proteinas de unidn a ARN, lipidos y calcio. En la ultima década, uno
de los principales interrogantes ha sido la capacidad de las VEs de transportar material
genético de una célula a otra y, a través de ello, ejercer funciones reguladoras a distancia. Si
bien, en este trabajo de tesis no hemos investigado la presencia de acidos nucleicos en las
VEs, hemos podido demostrar la presencia de proteinas de uniéon a ARN en las mismas. La
presencia de estas proteinas en las VEs en ambos ensamblajes, sugiere que éste puede ser el
caso para el direccionamiento de ARN a las vesiculas, ya que existe evidencia que sefiala que
las proteinas de unidn al ARN podrian servir como actores claves al hacer complejos con el
ARN presente en el citoplasma y transportarlo a las VEs durante la biogénesis de las mismas
(Statello et al., 2018). Esta idea es muy alentadora y seria foco de estudios de regulacion de
ARN que escapa a los objetivos de esta tesis. De la misma manera, ocurre con las proteinas de
union a lipidos, que podrian transportar lipidos y de esa forma empaquetarlos en las VEs
(Record et al., 2014). Con respecto a las proteinas de unién a calcio, una de las funciones que
poseen es regular la cantidad de Ca* libre gue esta presente en el citosol de la célula (Profeta

et al., 2019). Si bien la funcién de las mismas en las VEs no ha sido completamente estudiada,
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se podria pensar que las VEs podrian funcionar como un mecanismo que las células poseen

para regular la concentracidn de calcio.

Este analisis ademas reveld a las proteinas con funciones metabdlicas como una
respuesta secretora abundante. Proteinas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos,
de la arginina, de lipidos y de acidos nucleicos fueron detectadas. La liberacién de enzimas
glicoliticas se ha informado previamente en G. lamblia (Ringqvist et al., 2008) y en muchos
pardsitos (Gomez-Arreaza et al.,, 2014), incluyendo T. vaginalis (Kucknoor et al., 2007), T.
brucei (Geiger et al., 2010) y L. donovani (Silverman et al., 2008), en los cudles se los ha
asociado con la virulencia. Dentro de las proteinas implicadas en el metabolismo lipidico
destacamos la presencia de la fosfolipasa B en ambas poblaciones de VEs y en ambos
ensamblajes. Se ha demostrado que en cepas virulentas de Candida albicans, |a fosfolipasa B
promueve el dafio y la lisis de la célula hospedadora y, ademas, la eliminacién de la fosfolipasa

B atenua la virulencia de Candida en modelos murinos (Ghannoum, 2000).

Por otro lado, el estudio protedmico mostré que las VEs contienen un subconjunto
especifico de proteinas celulares, como proteinas tipicas de las PVs, de la membrana
plasmatica y del citosol, lo que resalta la especificidad de la formacién de estas vesiculas y nos
permite sugerir que en G. lamblia el cargo de proteinas presentes en las VEs no es al azar.
Ademads, estan presentes en las VEs de G. lamblia proteinas que se encuentran en VEs de otras
especies como proteinas del citoesqueleto, proteinas de sintesis y relacionadas con la
transcripcidn, proteinas de transporte y relacionadas con eventos de fusién de membranay la
presencia de proteinas de sefalizacion, lo que sugiere que ambos ensamblajes de G. lamblia
tienen la capacidad de secretar VEs representativas. Ademads, se observé que las VEs del
ensamblaje B (GS/H7) poseian una mayor proporcion de proteinas de plegamiento las cudles
incluyen principalmente a las HSPs. Algunas proteinas que pertenecen a esta familia son
inducidas en respuesta a multiples eventos de estrés celular, mientras que otras se expresan
constitutivamente. Si bien se creia que las HSPs realizan solo funciones intracelulares, existe
evidencia que muestra la presencia extracelular de HSPs, detectdandose HSPs en sueros y
fluidos cerebroespinales en diversas afecciones patdlogicas (Reddy et al., 2018). Las HSPs
extracelulares estan implicadas en la comunicacién célula-célula, la activacién de las células
inmunes y la promocidon de respuestas antiinflamatorias y antiplaquetarias (Wyciszkiewicz et

al., 2019).
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Por otra parte, observamos también la presencia de proteinas que son unicas del
parasito, las cuales clasificamos como “otras” y muchas de ellas son consideradas factores de
virulencia en G. lamblia, lo que reafirma a las VEs como mecanismos implicados en la
patogenia del parasito. Entre estas proteinas, destacamos a las VSPs, tenascinas y proteinas
relacionadas con el metabolismo. Las VSPs son factores de virulencia por excelencia y son
responsables ademas de la variacion antigénica en el parasito. Las tenascinas son
glicoproteinas y, a pesar de la falta de similitud real con las tenascinas humanas, la presencia
de dominios similares a EGF sugiere la participacién de estas proteinas en la interaccion
proteina-proteina, sefializacion celular y la adhesién (Balzar et al., 2001; Baron, 2003).
Ademas, poseen la capacidad de unir lectinas (Aspberg et al., 1995; Aspberg et al., 1997), por
lo que se ha sugerido previamente un papel para las tenascinas de G. lamblia en la inmunidad
innata del hospedador (Emery et al., 2016). Por otra parte, enzimas del metabolismo
energético fueron encontradas en VEs de ambos ensamblajes, como la ornitil carbamil
transferasa (OCT) y arginina deiminasa (ADI), las cuales estan involucradas en procesos como
la adhesién a las células epiteliales y a la invasion y adquisicion de nutrientes (Ortega-Pierres
and Arguello-Garcia, 2019). El hecho de observar en el proteoma de las VEs proteinas
relacionadas con la patogénesis y la variacién antigénica del pardsito es interesante ya que

podria sugerir un rol clave de las mismas en el momento de establecer la infeccién.

Nuestro estudio muestra algunas diferencias entre el ensamblaje A y el B. Una de las
mds importantes es que proteinas del tipo tenascinas estan presentes sélo en el proteoma de
tMVs y tExo de parasitos pertenecientes al ensamblaje B. Debido a que estas proteinas son
claves para disrumpir la funcidon normal de las células epiteliales entéricas, se podria pensar
gue esta distincién podria ser una causa de la diferencia de patogenicidad que existe entre
ambos ensamblajes. Por otro lado, la ausencia de componentes ESCRT en las tExo del
ensamblaje B, apunta a un mecanismo diferente de formaciéon de ILVs y exosomas en este
ensamblaje. Esto fortalece datos recientes que sugieren que los ensamblajes A y B podrian ser

dos especies diferentes de Giardia spp (Franzen et al., 2009).

El presente estudio muestra un nuevo aspecto de la biologia del parasito protozoario
G. lamblia. Aunque existan aun muchos desafios que enfrentar respecto al estudio de las VEs
en G. lamblia, la deteccién de proteinas claves para la sobrevida y la patogenia del parasito

son interesantes ya que pueden ayudar a comprender mejor el mecanismo de la enfermedad.
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PARTE ll: Rol de GIVpsd4a y GIRab11 en la formacion y liberacion de vesiculas tipo exosomas
en Giardia lamblia.

La liberaciéon de exosomas es un proceso altamente conservado y regulado, aun entre
organismos tan diferentes como humanos, Drosophila, Arabidopsis, levaduras y pardsitos
como T. brucei. Sin embargo, existen diferencias en cuanto al mecanismo por el cudl estos se
forman y liberan. En la seccion anterior hemos descrito que el pardsito G. lamblia posee la
capacidad de formar y liberar al medio extracelular vesiculas de diferentes tamanos, las cudles
denominamos como tMVs y tExo, teniendo en cuenta su forma, tamafio y contenido proteico.
Ademas, se demostré que las tExo del ensamblaje A estdn enriquecidas en proteinas ESCRT
que podrian participar en la formacién y/o liberacion de exosomas. Teniendo en cuenta ésto
como punto de partida es que investigamos cuales son los mecanismos involucrados en la

formacién y liberacion de tExo en trofozoitos de G. lamblia WB.

Como mencionamos anteriormente, ESCRT es un complejo esencial para la formacién
de ILVs en algunos tipos celulares (Hurley, 2015). Dentro de este complejo, la proteina AAA-
ATPasa Vps4 es una proteina clave para ejecutar la reaccion de abscision de membrana para
poder formar las ILVs (Babst et al., 2011). Vps4 es una ATPasa soluble que es reclutada y
utiliza la energia de la hidrolisis del ATP (Babst et al., 1997; Babst et al., 1998). Esta proteina se
encuentra conservada en todos los eucariotas y algunas especies tienen mas de un pardlogo
(Scheuring et al., 2001). Vps4 presenta en su secuencia un dominio N-terminal que es un
dominio MIT (del inglés Microtubule Interacting and Trafficking) de tres hélices que se une a
secuencias MIM (del inglés Interacting Motif), ubicadas en las regiones C-terminales de las
subunidades ESCRT-IIl (Kieffer et al., 2008; Scott et al., 2005b). El cassette ATPasa de la
proteina Vps4 comprende un dominio ATPasa grande y otro pequefio (Figura 4.7). El dominio
grande contiene los motivos Walker A y B, que impulsan la unién al ATP y la hidrdlisis,
respectivamente, asi como bucles de poros que se unen al sustrato en el poro central del
hexamero (Scott et al.,, 2005a). El dominio ATPasa pequefio, que sigue al dominio ATPasa
grande, comprende cuatro hélices, y es seguido por una hélice C-terminal que se empaqueta
contra el dominio grande. El dominio B emana de un bucle interno del pequefio dominio
ATPasa para mediar las interacciones con la proteina cofactor Vtal / LIP5 (Scott et al., 2005a;
Yang and Hurley, 2010). Vtal / LIPS se une y estabiliza el complejo ensamblado Vps4 a través
de su dominio dimérico, VSL C-terminal (Vtal-SBP1-LIP5)(Xiao et al., 2008) y también muestra
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dominios MIT N-terminal conectados de forma flexible que pueden mejorar ain mas la

asociacién con los filamentos ESCRT-III (Xiao et al., 2008).

CASSETTE AAA ATPasa

Walker A Walker B Arg Finger C-Terminal

Pore loop 1 Pore loop 2
DOMINIO MIT

Figura. 4.7. Estructura del dominio de Vps4a. Secuencia lineal de Vps4 eucariota con dominios y
motivos indicados.

Por otro lado, como se sefalé anteriormente, se ha reportado que pequeiias GTPasas
pertenecientes a la familia Rab contribuyen a la liberacion de exosomas (Colombo et al.,
2014). En particular, 8 Rabs han sido asociadas con la secrecion de los mismos en
Caenorhabditis elegans y 5 de ellas (Rab2, Rab7, Rab11, Rab27, and Rab35) poseen un rol en
la formacion de VEs en otros organismos (Hyenne et al.,, 2015; Ostrowski et al., 2010). Sin
embargo, el rol especifico que dichas proteinas cumplen en la liberacién de exosomas todavia
no ha sido definido. En G. lamblia, la secuenciacion del genoma revelé un total de 12
proteinas Rabs anotadas, de las cuales solo Rabl, Rab2 y Rab11 fueron descritas (Castillo-
Romero et al., 2010; Langford et al., 2002) siendo solo Rab11, la proteina asociada con la

formacioén y/o liberacién de tExo en otros tipos celulares (Savina et al., 2002).

Trabajos recientes realizados en G. lamblia, reportaron que GlVps4a se expresa en
trofozoitos durante crecimiento y enquistamiento (Saha et al., 2018). Por otro lado, GIRab11
fue asociada a la citoquinesis (Hardin et al., 2017) y a la diferenciacién del parasito (Castillo-
Romero et al., 2010). Sin embargo, hasta el presente, el rol que poseen ambas proteinas en la

formacion y/o liberacién de tExo no ha sido dilucidado.

4.2.1 Giardia lamblia secreta vesiculas con caracteristicas de exosomas en el medio TYI-S-33
carente de suero bovino adulto y bilis bovina
Para testear los mecanismos involucrados en la formacién y/o liberacién de tExo en G.

lamblia, fue necesario la puesta a punto de un protocolo nuevo y diferente al utilizado en la
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PARTE I, el cual nos permita mantener a las células en un medio semejante al utilizado para su
crecimiento y ademas preservar la fisiologia de las mismas. Para ello, en esta seccidn optamos
por incubar a los parasitos por un tiempo menor en el medio de cultivo de crecimiento sin el
agregado de suero bovino adulto y bilis bovina (TYI-S-33/-sbb), para evitar la contaminacién
de exosomas provenientes de estas fuentes, tal como ha sido descrito para otros pardsitos
(Twu et al., 2013). Por lo tanto, 1x10’ trofozoitos de G. lamblia WB/1267 (ensamblaje A) se
lavaron e incubaron durante 4 hs con medio (TYI-S-33/-sbb) y las vesiculas se sedimentaron

del medio de crecimiento mediante ultracentrifugacidon diferencial y filtracién (Figura 4.8).

Trofozoitos en crecimiento

Lavar 2 veces con PBS y cultivarios 4 h
en medio TYI-S-33 sin bilis y sin suero

Cultivo de células

pellet=debris l 1455 x g 15 min 4°C
Sobrenadante
l Filtrar por 0.11 uM

Sobrenadante filtrado
l 100000xg 2.4 h4°C
Resuspender pellet en PBS

l 100000 x g 2.4 h 4°C

Pellet=exosomas

Figura 4.8. Procedimiento para el aislamiento de vesiculas de tipo exosomas derivados de G.
lamblia.

Asi, para definir si las vesiculas aisladas utilizando el nuevo protocolo poseian las
caracteristicas tipicas de exosomas, resultaba imprescindible analizarlas utilizando MET. La
fraccion obtenida se observd al microscopio electrénico, revelando que, al igual que en la
PARTE |, las vesiculas poseian apariencia tipica de copa y un tamafio de 50-100 nm, pero
ademas se observod la presencia de vesiculas mas pequeiias de un tamafio aproximado de 30

nm (Figura 4.9 A).

Dado que estd reportado que los exosomas poseen un tamafio caracteristico, y para

complementar los datos obtenidos por MET, se decidié obtener mas informacién sobre las
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vesiculas aisladas utilizando tecnologia DLS. La DLS mide las interacciones entre las particulas
presentes en una solucion seguin el movimiento que realizan en funcién de los cambios de
temperatura y viscosidad del medio. Esto se usa a menudo para evaluar el tamafio, la carga y
la reproducibilidad de diferentes preparaciones de liposomas u otras nanoparticulas. De esta
manera, se pudo analizar la distribucion y los niveles de vesiculas presentes en la muestra,
pudiendo obtener mas informacion sobre sus caracteristicas de tamafio y concentracidon. Este
andlisis mostré dos poblaciones principales con un tamafio promedio de 30 y 100 nm para

cada una (Figura 4.9 B).

A continuacién, para lograr separar las dos poblaciones de vesiculas obtenidas v,
considerando que los exosomas poseen la capacidad de flotar selectivamente a una densidad
comprendida entre 1,1 y 1,2 g/ cm? de sacarosa (Thery et al., 2006), realizamos un gradiente
de sacarosa. Esto permitiria no solo poder separar ambas poblaciones de vesiculas, sino,
ademas, obtener una poblacién enriquecida de tExo. Para ello, una vez que obtuvimos el
pellet de vesiculas mediante filtracion y ultracentrifugacion, el mismo se resuspendid en una
solucion de sacarosa de 2.5 M que se coloco sobre un gradiente lineal de sacarosa (2 M-0.25
M sacarosa) y se recogieron las fracciones luego de una ultracentrifugacion. El analisis de
inmunotransferencia de las fracciones de gradiente de sacarosa (F1-F7) mostré un
enriquecimiento de la proteina 14-3-3 (GL50803 6430), la cual hemos observado
3

anteriormente que es componente de las tExo, a densidades que varian de 1.25 a 1.09 g/cm

(Figura 4.9 C).

Restaba determinar si las fracciones que habian sido positivas para la proteina 14-3-3
presentaban ademads vesiculas con forma y tamafio caracteristico de exosomas. El andlisis de
DLS de todas las fracciones mostrdé que la F2 poseia un 99,7% de vesiculas con un tamafo
entre 30-100 nm (Figura 4.9 D y Tabla 4.3). Por otro lado, por MET, observamos que la misma
fraccidén estaba enriquecida en vesiculas con doble membrana de aproximadamente 50 nm

(Figura 4.9 E).
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Fraccion Tamaiio de particulas % Poblacion
F1 1-30 nm 100.0
31-100 nm 0.0
101-550 nm 0.0
F2 1-30 nm 0.2
31-100 nm 99.7
101-550 nm 0.1
F3 1-30 nm 97.7
31-100 nm 2.3
101-550 nm 0.0
F4 1-30 nm 83.0
31-100 nm 16.5
101-550 nm 0.5
F5 1-30 nm 99.5
31-100 nm 0.5
101-550 nm 0.0
F6 1-30 nm 97.9
31-100 nm 2.1
101-550 nm 0.0
F7 1-30 nm 99.8
31-100 nm 0.2
101-550 nm 0.0

Tabla 4.3.Tamaiio de las VEs determinadas por DLS. La tabla del andlisis de DLS muestras las
poblaciones de VEs obtenidas en las fracciones (F1-F7) del gradiente de sacarosa.
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Con estos resultados, pudimos determinar que las vesiculas obtenidas en la F2 no solo
estaban enriquecidas en la proteina 14-3-3, sino que las mismas poseian un tamafo

comprendido entre 31-100 nm, que es consistente con los tamafios conocidos de exosomas.

Las caracteristicas mas distintivas de los exosomas, ademas de la forma y el tamaiio,
es la presencia de proteinas denominadas marcadores exosomales. Hasta el momento,
pudimos comprobar que las vesiculas aisladas presentaban forma y tamafio tipico, por lo
tanto, nos preguntamos si podriamos encontrar proteinas de tipo marcadores. Asi, se decidié
evaluar mediante ensayos de inmunotransferencia la presencia de proteinas que habian sido
positivas en el ensayo de espectrometria de masa (Anexo 1), las cuales incluyeron actina
giardial (GL50803_40817), tubulina (GL50803_103676), la SNARE gQal (GL50803_7309) (una
proteina asociada a las PVs) (Babst et al., 1998; Elias et al., 2008; Jackson et al., 2017) y la
proteina chaperona del reticulo endoplasmico disulfuro isomerasa 2 (PDI2) (GL50803_ 9413)
(Lin et al.,, 2005). La inmunotransferencia se realizé utilizando trofozoitos wb/1267
homogeneizado y la fraccion F2. Los resultados arrojaron que los “marcadores de exosomas”
14-3-3, actina y alfa-tubulina estaban presentes en la fraccién enriquecida F2 junto con Qaly
PDI2 (Figura 5.3 F). Como control de este experimento se analizdo ademas la presencia de una
enzima citosdlica tiorredoxina reductasa (TrxR) (GL50803_9827), la cual no fue encontrada en

las fracciones enriquecidas con exosomas (Figura 4.9 F).

La informacidén provista por estos resultados, sugiere que las vesiculas aisladas podrian
representar verdaderos exosomas ya que poseen la forma, el tamafio y la presencia de
proteinas marcadoras. Ademas, la ausencia de la enzima TrxR sugiere que el cargo en estas
vesiculas es especifico, la presencia de la SNARE gQal asociada a las membranas de las PVs
sefala la posibilidad de que los exosomas se originen a partir de estas vacuolas y, finalmente,
la aparicién de la chaperona PDI-2 residente del reticulo endoplasmico sugiere una posible

conexion entre el reticulo endoplasmico y las PVs en el parasito G. lamblia.

Los resultados obtenidos hasta el momento nos permitieron confirmar que el parasito
G. lamblia tendria la capacidad de poder liberar al medio extracelular tExo en un medio TYI-S-
33/-sbb. El siguiente paso fue indagar sobre los mecanismos involucrados en la biogénesis y
liberacion de los mismos. Para responder a este interrogante se llevaron a cabo diversos

ensayos que se detallan a continuacién.
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Figura 4.9. Las vesiculas tipo exosomas aisladas de G. lamblia poseen forma, tamafio tipico y
presencia de marcadores exosomales. (A) Las vesiculas aisladas tipo exosomas se contrastaron
con acetato de uranilo y se observaron por MET. Se observa vesiculas con aspecto exosomal que
poseen forma de copa con un tamafo alrededor de 70 nm (flecha blanca) y vesiculas con un
tamafio de 20-25 nm (flechas amarillas). Barra 100 nm. (B) La tabla del andlisis de DLS muestra la
presencia de vesiculas de 31-100 nm y vesiculas mas pequefias de 1-30 nm. (C) Analisis de
inmunotransferencia de las fracciones del gradiente de sacarosa muestran un enriquecimiento de
la proteina 14-3-3 en las fracciones F2, F3 y F4. (D) La tabla con el andlisis de DLS muestra un pico
de vesiculas del tamafio entre 31-100 nm en F2. (E) Tincidon negativa de ME muestra el
enriquecimiento de vesiculas en forma de copa de alrededor de 80 nm en F2. Barra de 100 nm. (F)
El andlisis de inmunotransferencia de trofozoitos de tipo salvaje WB/1267 (T) y la fraccién
enriquecida en exosomas (F2) resultaron positivas para la proteina 14-3-3, actina, tubulina, gQaly
PDI2. Se usé la enzima citoplasmatica TrxR como control negativo para la fraccion F2. Cada MW
(en kDa) es ilustrado a la izquierda.

4.2.2 Formacioén y liberacidon de exosomas en Giardia lamblia

La formacidon de exosomas es un proceso altamente regulado y se conoce que la
maquinaria ESCRT es uno de los mecanismos que se encuentra principalmente involucrados
en su formacion (Colombo et al., 2013). Por otro lado, pequefias GTPasas fueron relacionadas
a la liberacién de los mismos (Baietti et al., 2012; Bobrie et al., 2012; Hoshino et al., 2013; Hsu
et al.,, 2010; Savina et al., 2002). Una posibilidad era que en G. lamblia, el proceso de
formacidn o liberacién de vesiculas tipo exosomas también se encuentre conservado. Asi, en
este trabajo, se decidid entonces estudiar el papel del complejo ESCRT analizando Ia
participacién de la AAA ATPasa Vpsda (GIVps4a) y el papel de la pequefia GTPasa Rabl1l
(GIRab11).
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4.2.2.1 GlVps4da estd involucrada en la formacién de vesiculas intraluminares y vesiculas del

tipo exosomas.

4.2.2.1.1 GIVps4a-HA posee una distribucion reticular en trofozoitos

En eucariotas superiores, la proteina del tipo Vps4a se encuentran principalmente
localizada en endosomas tardios y en la membrana citoplasmatica. Para poder determinar la
localizacion de GlVps4a, se generaron trofozoitos transgénicos glvps4a-ha que sobre-expresan
de manera estable la proteina de fusién GIVps4a-HA bajo el control de un promotor fuerte de
tubulina y con una etiqueta HA en la region C-terminal. Posteriormente, a través de ensayos
de IF y microscopia confocal se encontré que la proteina en estudio posee una distribucién
reticular y ademas puede observarse cerca de la membrana plasmatica (posiblemente en las

PVs) (Figura 4.10).

GIVpsda:HA

Figura 4.10. Localizacion subcelular de GlIVps4a-HA en trofozoitos transgénicos. La proteina
GlVps4a-HA (verde) se encuentra localizada principalmente en reticulo endoplasmico pero puede
observarse cerca de la membrana plasmatica (posiblemente en las PVs). Se utilizé6 DAPI (azul) para
tefiir los nucleos. Las imagenes fueron adquiridas con microscopia confocal. Barra de escala: 5 um.

4.2.2.1.2 La disminucion de la expresion de GIVps4a altera la liberacion de vesiculas tipo

exosomas en Giardia lamblia.

Existen una variedad de trabajos que respaldan la participacion de la maquinaria
ESCRT principalmente de la AAA ATPAsa Vps4 en la biogénesis de los exosomas durante el
proceso de formacion de las ILVs en los endosomas tempranos (Huotari and Helenius, 2011).
La expresidon de esta proteina fue relevante para generar exosomas en la linea embrionaria

celular de rifién (Jackson et al., 2017). Por otro lado, en levaduras, la pérdida de Vps4 resulta
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en acumulaciéon de componentes ESCRT en membranas y un deterioro de clasificacion de
carga (Babst et al.,, 1998). Asi, para poder indagar sobre la participacion de Vps4a en la
formacién de vesiculas tExo en G. lamblia, fue necesario generar células transgénicas

deficientes en GIVps4a.

Si bien regular negativamente la expresion génica en G. lamblia no es una tarea
sencilla debido a la naturaleza poliploide de su genoma (Adam, 2001), una alternativa valiosa
consiste en el empleo de ARN anti-sentido (ARN-AS) especificos. Asi, para silenciar el gen de
glvpsda se utilizé el vector de expresion pTubApa-H7-HApac (ver M&M SECCION 3.3.3) en el
gue se clonaron los nucleétidos del 1 al 1035 del ORF de glvps4a en el sentido opuesto,
generandose asi el vector pGlVps4a-AS. Luego de la transfeccion y seleccién de trofozoitos
transgénicos glvps4a:as, se analizo el efecto del ARN-AS en la expresion del RNAm de glvpsd4a
mediante gRT-PCR. Los resultados mostraron una inhibicién de la expresion del RNAm de
GlVps4a en células glvps4a:as, si se la compara con trofozoitos salvajes wb/1267 y trofozoitos
transgénicos glvps4a-ha (Figura 4.11). Por otra parte observamos que trofozoitos
transgénicos glvps4a-ha poseian una sobre-expresion marcada con respecto a los trofozoitos

salvajes wb/1267 (Figura 4.11).

111
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|
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1.0+

Expresion relativa ARNm
0o
!

0.54

0.0 l__l__|

T T T
wb/1267  glvps4a-ha glvps4a-as

Figura 4.11. Disminucidon en la expresidon de GlVpsda. La expresion de ARNm de GlVpsda en
trofozoitos salvajes (wb/1267) y transgénicos glvps4a-ha y glvps4a:as, mediante gRT-PCR. El
ensayo fue realizado utilizando cebadores especificos para el gen de glvps4a. Los niveles de
transcripto fueron normalizados con el gen 18S. Las barras de error indican la desviacién estandar
para experimentos con mas de un ensayo.
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Con la intencién de evaluar si GIVpsda participaba en la formacién de vesiculas tExo,
los trofozoitos transfectados con los vectores pGlVps4a-HA, pGlVps4a-AS y los de tipo salvajes
(wb/1267), se cultivaron hasta alcanzar la fase logaritmica. Las monocapas de los trofozoitos
fueron lavadas con PBS dos veces y el medio de crecimiento fue reemplazado por un medio de
crecimiento carente de suero bovino adulto y bilis bovina, para evitar la contaminacién de
exosomas provenientes de esas fuentes. Después de 4 horas de incubacién el sobrenadante
fue filtrado utilizando filtros de 0.11 uM seguido de ultracentrifugaciones a alta velocidad y el
pellet se resuspendio en PBS. A continuacidn, la produccién o la variacion del tamafio de los
exosomas producidos por las células salvajes y las transgénicas fue testeada mediante DLS.
Los resultados mostraron que el tamafiio del pico de las vesiculas producido por las células de
tipo salvaje y células transgénicas glvps4a-ha y glvps4a-as era entre 30 y 100 nm de tamaiio;
sin embargo, el dato que resulto mas sorprendente fue que hubo una reduccién significativa
en la produccion de exosomas en los trofozoitos que se encuentran silenciados para el gen
glvps4a (Tabla 4.4), sugiriendo que GIVps4a podria estar teniendo un papel importante en la

produccién o secrecion de exosomas en el parasito G. lamblia.

Cepa % tExo (30-100 nm)
Salvaje wb/1267 8.0
glvps4a-ha 7.3
glvps4a-as 2.8

Tabla 4.4. La disminucidn de la expresion de GIVps4a afecta la liberaciéon de exosomas. Tabla del
ensayo de DLS muestra la variacion en la liberacion de tExo en trofozoitos salvajes (wb/1267) y
trofozoitos transgénicos (glvps4a-ha y glvps4a:as).

4.2.2.1.3 La funcion ATPasa de Glvps4a es clave para la formacion de vesiculas intraluminares

y vesiculas de tipo exosomas

Generar la escision de la membrana para formar las ILVs dentro de los endosomas
tempranos y la posterior disociacién de los complejos ESCRT, ha sido considerada la funcion
mds importante de la proteina Vps4. En células de levaduras, ha sido demostrado que la
funcidn de Vps4 depende de la actividad ATPasa (Babst et al., 1998). Se ha demostrado que la

proteina Vps4 en humanos y otras especies se une a ATP gracias a la presencia de los motivos
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WALKER A/B ubicados entre el dominio ATPasa grande y el pequefio (Figura 4.12) (Babst et

al., 1998; Scott et al., 2005a).

En diferentes trabajos se han estudiado los residuos criticos de los motivos Walker A/B

involucrados en la actividad ATPasa y, por lo tanto, en la liberacion de exosomas (Babst,

2011). Asi, mediante la generacion de mutantes puntuales de varios residuos de aminodacidos

presentes en ambos motivos y estudiando la liberacién de vesiculas en las mutantes

generadas, encontraron que la sustitucién de un aminodcido E en la posicién 228 (E228) por

una Q impedia la hidrélisis de ATP y por lo tanto el desmontaje del complejo en diferentes

lineas celulares (Allen et al., 2007; Azmi et al., 2006; Babst et al., 1997; Scott et al., 2005a;

Stuchell-Brereton et al., 2007; Xiao et al., 2007; Xiao et al., 2008). Se encontré ademas que en

las células de mamiferos donde se expresaba la proteina mutante E228, se producia una

acumulacién de los componentes ESCRT en endosomas tardios y retrasaba la maduracion de

las vesiculas internas (Bishop and Woodman, 2001; Fujita et al., 2003). Estos resultados nos

llevaron a avanzar en el estudio de la funcidn de la actividad ATPasa de GIVps4 comenzando

con la identificacion de este residuo conservado para poder producir la mutacién (Figura

4.12).
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Figura 4.12. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de Vps4a. Se muestra el alineamiento de
la secuencia de aminoacidos de la proteina Vps4a de humano (Vps4a_HSA), Vpsda de levaduras
(Vpsda_YEAS), Vps4a de Arabidopsis thaliana (Vps4a_ATH), Vps4a de C. elegans (Vpsda_CAL),
Vps4a de rata (Vps4a_RAT), Vpsda de ratén (Vpsda_MOU) y Vpsda de G. lamblia (Vpsda_GL).
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Residuos estrictamente conservados se muestra con asterisco (*) mientras que los aminodcidos
conservados en al menos 2 de las 4 secuencias se muestran con dos puntos (:). *rojo y el recuadro
muestra el aminodcido E en la posicion 228.

Estas predicciones nos alentaron a realizar la sustitucidon de este aminoacido a fin de
poder evaluar si la proteina mutada era capaz de impedir o inhibir la liberacién de tExo al
medio de cultivo y, si este fuera el caso, contar con la posibilidad de utilizar la sobre-expresiéon
de esta proteina mutada para evaluar la funcién de GlVpsda en trofozoitos. Asi, mediante
mutagénesis sitio-dirigida sobre el vector pGIVps4a-HA, se obtuvo el gen que codifica para la
proteina mutada GIVpsdagysq-HA, con la posibilidad de generar asi un clon mutante de
GlVps4a. Ensayos de IF mostraron que GlVps4agysq-HA se encontraba distribuida en reticulo
endopldsmico y cerca de la membrana plasmatica, observandose que no hubo cambios
significativos en el patrén de localizacién con respecto a los trofozoitos glvps4a-ha, lo que nos
estaria indicando que podria estar actuando como una mutante negativa (Figura 4.13).
Ademads, mediantes ensayos de qRT-PCR se observd que el ARNm de GIVps4a se expresaba
mas en trofozoitos glvps4ae,;sq-ha que en salvajes (wb/1267), aunque en menor cantidad que

en los trofozoitos transgénicos glvps4a-ha (Figura 4.14).

Figura 4.13. Localizacién subcelular de GLVps4ag,,3q0-HA en trofozoitos transgénicos. La proteina
GLVpsdagysq-HA (verde) se encuentra localizada principalmente en reticulo endopldsmico y

posiblemente en vacuolas periféricas. Se utilizé DAPI (azul) para teifiir los nucleos. Las imagenes
fueron adquiridas con microscopia confocal. Barra de escala: 5 um.
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Figura 4.14. Expresion de GLVpsda;;;sq. La expresién de ARNm de GlVps4a en trofozoitos salvajes
(wb/1267) y transgénicos glvps4a-ha y glvps4ag;,sq, mediante qRT-PCR. El ensayo fue realizado
utilizando cebadores especificos para el gen de glvps4a. Los niveles del transcripto fueron
normalizados con el gen 18S. Las barras de error indican la desviacién estandar para experimentos
con mds de un ensayo.

A continuacion, para poder indagar sobre el rol que posee la actividad ATPasa de
GlVps4da en la formacion de vesiculas tExo en G. lamblia, se extrajeron tExo de los trofozoitos
que sobreexpresan la proteina mutada GIVps4agsq-HA. Asi, se cuantificaron las vesiculas tExo
aisladas y se compararon con las secretadas por los trofozoitos salvajes y transgénicos
glvpsd4a-ha y glvps4a-as (Tabla 5.2) para evaluar si, efectivamente, la mutacion E228Q en
GlVpsda impedia la liberacién de vesiculas, tal como habia sido descrito para la mutante de
Vps4 en levaduras (Babst et al., 1998). Cuando se analizo la liberacién de exosomas por parte

de los trofozoitos transgénicos glvps4ag,,sq-ha, se observd que no habia liberacién de

vesiculas.
Cepa % tExo (30-100 nm)
Salvaje wb/1267 8.0
glvps4a-ha 7.3
glvps4a-as 2.8
glvpsdag;,3q9-ha 0.0

Tabla 4.5. La actividad ATPasa de GlVps4a afecta la liberacion de exosomas. Tabla del ensayo de
DLS muestra la variacién en la liberacidon de vesiculas tipo exosomas en trofozoitos salvajes
(wb/1267) y trofozoitos transgénicos (glvps4a-ha, glvps4a:asy glvps4ac;,sq-ha).
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Estos ultimos resultados, cuando se analizan globalmente, sefialan que GIVps4a posee

una importante funcién en la secrecidén de exosomas siendo su actividad ATPasa esencial.

4.2.2.1.4 Alteraciones en la expresion o funcion de GIVpsd4a produce acumulacion de vesiculas

intraluminares en las vacuolas periféricas.

Las PVs han sido descritas como vacuolas de forma ovalada, heterogéneas en tamano
y densidad (Feely and Dyer, 1987; Friend, 1966), y son parte del sistema de membranas
internas que participan en las vias endocitica de G. lamblia (Faso and Hehl, 2011). En el
pardsito, las PVs se ubican por debajo de la membrana plasmatica y cumplen el rol de
endosomas y lisosomas (Lanfredi-Rangel et al., 1998). Creemos, ademas, que las mismas
podrian estar actuando como MVBs en trofozoitos salvajes. En vista de la informacién
disponible, decidimos observar mas en detalle la organizacién estructural de las PVs en
trofozoitos en crecimiento. Para esto, se llevaron a cabo ensayos de MET utilizando las células
de tipo salvaje y transgénicas glvps4a-ha, glvpsdac;sgha y glvpsda:as (Figura. 4.15 A).
Posteriormente, calculamos el porcentaje de PVs que contienen al menos una ILV (Figura.
4.15 B). Los resultados mostraron que hubo una menor cantidad de PVs conteniendo ILVs en
trofozoitos glvps4a:as, comparados con células salvajes y glvps4a-ha, y una ausencia de ILVs

en trofozoitos que no poseen actividad ATPasa (glvps4ag,;sq-ha).

Estos resultados son consistentes con la marcada reduccidon de vesiculas tExo liberadas
en células glvpsda:as y glvpsdagy,s9-ha, sugiriendo que la expresidon de GIVpsda activa es

necesaria para la produccién de exosomas en G. lamblia.
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glvpsda-ha 3.100 +0.001
glvps4a:as 0.700 +0.001
glvpsda,,,,-ha 0.000 +0.000

Figura 4.15. Produccidon de ILVs en trofozoitos salvajes y transgénicos GlVpsd4a. (A) MET de
trofozoitos salvajes wb/1267 y trofozoitos transgénicos glvpsda-ha, glvpsda:as y glvps4ac,ssq-ha
muestra la presencia de ILVs (flecha verde en el recuadro) dentro de las PVs (asterisco rojo en el
recuadro). Barra de escala: 0.2 um. (B) La tabla muestra el porcentaje de PVs que contienen ILVs
para cada cepa (n=200).

4.2.2.1.5 Cambios en la expresion y funcion de GIVps4a altera la electronegatividad de las

vacuolas periféricas.

A través de MET, encontramos que los trofozoitos transgénicos con la expresion
disminuida de GIVps4a (glvps4a:as) y los que sobre-expresan la mutante GIVpsdagy,sq-HA
(glvps4ag,,80-ha) muestran acumulacién de material electrodenso en las PVs (Figura 4.16 A).
Por el contrario, en las células glvps4a-ha que sobre-expresan GIVps4a-HA, no se observa una
diferencia significativa de acumulacién del material electrodenso en la mayoria de las PVs
analizadas, comparado con la cepa salvaje wb/1267 (One-Way ANOVA, p <0,01 y la prueba de
Tukey) (Figura 4.16 C).

Pagina | 83



Resultados: Parte Il

>
X
x\° sz"p 'b?}%q,o
W &
A wb/1267 glvpsda-ha B & & &9

-

glvpsda:as glvpsda,,,-ha C

250 - Fhk

150

100

Electronegatividad relativa PVs

& X

o

$‘o\‘» Q\4Q‘, Q\QQ‘,&\‘Q&O 01“’0

¢

Figura 4.16. Electronegatividad de las PVs en trofozoitos salvajes (wb/1267) y transgénicos
GlVps4a. (A) Imagenes obtenidas a través de TEM muestran acumulacion de material
electrodenso en trofozoitos transgénicos glvps4a:as y glvps4ac;sq-ha con respecto al control
(cepa salvaje wb/1267). Las células que sobre-expresan GlVps4a-HA no muestran una diferencia
de material electrodenso en la mayoria de las PVs analizadas respecto al control. Barra de escala:
0.2 um. (B) Se muestra una ampliacion de las imagenes para observar en mayor detalle la
acumulacidon de material electrodenso en células transgénicas glvps4agssq-ha y glvpsd4a:as. (C) El
grafico muestra el analisis cuantitativo de la electronegatividad. Los datos mostrados son
representativos de tres experimentos independientes (***p<0,001).

4.2.2.2 GIRab11 regula la formacién de vesiculas intraluminares y vesiculas de tipo exosomas.
4.2.2.2.1 GIRab11p-HA estd presente en reticulo endopldsmico y vacuolas periféricas

La proteina Rab11 se encuentra localizada en endosomas de reciclaje y en membrana
plasmatica en humanos (Lindsay and McCaffrey, 2002, 2004; Peden et al., 2004; Sobajima et
al., 2018). Para poder determinar la localizacién de la proteina Rabll en G. lamblia, se
generaron trofozoitos transgénicos glrabl1-ha que contienen una copia del gen glrabll y

sobre-expresan de manera estable la proteina de fusidén GIRab1l1lp-HA, bajo el control del
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promotor fuerte de tubulina y con una etiqueta HA en la region C-terminal. Posteriormente, a
través de ensayos de IF y microscopia confocal se encontré que la proteina en estudio

presenta una localizacion reticular (Figura 4.17).

Figura 4.17. Localizaciéon subcelular de GIRab11l-HA trofozoitos transgénicos. La proteina
GIRab11-HA (verde) se encuentra localizada principalmente en reticulo endoplasmico. Se utilizé
DAPI (azul) para tefiir los nucleos. Las imagenes fueron adquiridas con microscopia confocal. Barra
de escala: 5 um.

4.2.2.2.2 La disminucion de la expresiéon de GIRab11 provoca una inhibicién en la produccion

de vesiculas tipo exosomas.

La proteina Rab11 fue la primera Rab que se reportd que estaba involucrada en la
liberacion de exosomas en la linea celular de leucémica K562. Se ha demostrado que la
inhibiciéon de Rabll mediante la sobreexpresion de una mutante negativa disminuye la
secrecion de las proteinas TfR y HSC70 presentes en exosomas (Savina et al., 2002). Estas
observaciones se confirmaron ademas en células de Drosophila S2, en las cuales se reportd
gue una disminucién de Rabl1l mediante dsARNs inhibia la secrecidn de pequefias VEs

(Beckett et al., 2013; Koles and Budnik, 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, resultaba clave analizar si la proteina Rab11
de G. lamblia era capaz de llevar a cabo alguna funciéon en la formacién o liberacidon de

exosomas en el parasito, tal como ocurre en otros tipos celulares.

Para abordar este andlisis funcional, se utilizé una nueva estrategia con el fin de

disminuir la expresion de GIRabll. Como mencionamos anteriormente, regular
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negativamente la expresidon génica en G. lamblia no es una tarea sencilla debido a la
naturaleza poliploide de su genoma (Adam, 2001) y mas considerando que en éste parasito
fue demostrado que GIRab11 es necesaria para la citoquinesis (Hardin et al., 2017). Una
alternativa valiosa consiste en el empleo de la técnica del ARN de interferencia (ARNi), en la
cual se produce el silenciamiento génico post-transcripcional inducible debido a la expresion
de ARNdc (Ullu et al., 2002). Nuestro laboratorio ha desarrollado una adaptacion de la técnica
para la deplecion funcional inducible de la expresidon de genes en el parasito, que consiste en
la produccidon de fragmentos largos de ARN doble cadena (ARNdc) (Touz et al., 2004). Asi, para
silenciar el gen de glrabl1 se utilizd el vector de expresion de pINDG-RNAi (ver M&M
SECCION 3.3.4), en el que se clonaron nucledtidos del 1-639 del marco del ORF de glrab11,
generandose asi el vector pdsRNAglrab11. Luego de la transfeccion y seleccién de trofozoitos
transgénicos ds-rab11, la produccién del ARNdc fue inducida mediante la adicion de 10 pg/mL
de Tet. 48 hs después, se analizé el efecto del ARNdc en la expresiéon del ARNm de glrab11
mediante gRT-PCR, revelando una inhibicién de la expresidn si se la compara con trofozoitos
salvajes wb/1267 (Figura 4.18). Por otra parte, observamos que trofozoitos transgénicos
glrabl1-ha poseian una sobre-expresion marcada con respecto a los trofozoitos salvajes

wb/1267 (Figura 4.18).

5.5
5.0 |

4.5

4.0—
15T

1.0

Expresion relativa ARNm

0.5

0.0 T T —_—

wb/1267 glrab11-ha glrab11-as

Figura 4.18. Expresion de GIRab11p en trofozoitos salvajes y transgénicos. La expresién de ARNm
de GIRab11p en trofozoitos salvajes wb/1267 y transgénicos glrabl1-ha y ds:glrab11, mediante
gRT-PCR. El ensayo fue realizado utilizando cebadores especificos para el gen de glrab11. Los
niveles del transcripto fueron normalizados con el gen 18S. Las barras de error indican la
desviacidn estdndar para experimentos con mas de un ensayo.
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La evaluacion del efecto de la expresion de GIRab11 sobre la secrecién de exosomas se
realizé mediante DLS. Los trofozoitos salvajes wb/1267 y transgénicos glrab11-hay ds:glrab11
se cultivaron hasta alcanzar la fase logaritmica. A continuacion, se extrajeron los exosomas
segln el protocolo descrito en la seccién 3.1.5 de M&M y se midid la produccién o variacién
del tamano de las vesiculas obtenidas mediante DLS. Este andlisis mostré que la
sobreexpresion de GIRab11-HA no aumentd la liberacién de vesiculas de 30-100 nm, si se lo
compara con los exosomas secretados de trofozoitos salvajes, mientras que la disminucién de

la expresidn de GIRab11 inhibid la secrecidn de vesiculas tipo exosomas (Tabla 4.6).

Cepa % tExo (30-100 nm)
Salvaje wb/1267 8.0
glrab11-ha 2.8
ds:glrab11 0.0

Tabla 4.6. Cambios en la expresiéon de GIRab11 afecta la produccién de tExo. Tabla del ensayo
de DLS muestra la variacion en la liberacion de vesiculas tipo exosomas en trofozoitos salvajes
(wb/1267) y trofozoitos transgénicos (glrab11-hay ds:glrab11).

4.2.2.2.3 Cambios en la expresion de GIRabllp produce alteraciones en la produccion de

vesiculas intraluminares en las vacuolas periféricas.

Para analizar si GIRab11 estaba involucrada en la biogénesis de ILVs o en la liberacién
de tExo, estudiamos la formacién de ILVs por MET en trofozoitos salvajes (wb/1267) y
transgénicos glrabl1-ha y ds:glrab11 (Figura 4. 19 A), mediante el analisis del porcentaje de
PVs que contenian al menos una ILVs para cada caso. Los resultados mostraron que la
biogénesis de ILVs dependié de la expresion de GIRab11l (Figura 4. 19 B). Curiosamente,
observamos la presencia de dos o mas ILVs en el interior de una PV solo en trofozoitos
transgénicos glrabl1-ha. Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de GIRabll

favorece la produccion de ILVs pero no la liberacion de vesiculas tipo exosomas en G. lamblia.
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ds-glrab11

B

Cepa Promedio DE
wb/1267 2.200 +0.002
glrab11-ha 6.700 +0.008
glrabl11-as 0.000 +0.000

Figura 4.19. Producciéon de ILVs en trofozoitos salvajes y transgénicos GIRab11l. (A) MET de
trofozoitos salvajes wb/1267 y trofozoitos transgénicos glrabll-ha y ds:glrabll muestra la
presencia de ILVs (flecha verde en el recuadro) dentro de las PVs (asterisco rojo en el recuadro).
Barra de escala: 0.2 um. (B) La tabla muestra el porcentaje de PVs que contienen ILVs para cada
cepa (n=200). DE: desviacién estandar.

4.2.3 Discusién

Desde su descubrimiento, los exosomas se han convertido en uno de los campos mas
prometedores en el area cientifica y biomédica debido a su amplio abanico de funciones. La
secrecion de estas vesiculas es un mecanismo altamente conservado, resultando clave para la
comunicacion intercelular ya que estan involucrados en la transferencia de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos de una célula dadora a una receptora (Colombo et al., 2014). La secrecion de
exosomas es un mecanismo que ha sido ampliamente estudiado en diversos organismos
incluyendo parasitos protozooarios (Hessvik and Llorente, 2018), en los cudles se han
realizado nimerosos estudios para comprender el papel de las vesiculas en la comunicaciéon
intracelular, incluida la interaccién pardsito-pardsito y pardsito-hospedador. En este sentido,
uno de los factores mas relevante es que se demostrd que los exosomas de los parasitos
protozoarios transfieren virulencia y factores de sefializaciéon que alteran la respuesta inmune

de la célula hospedadora (Jackson et al., 2017; Vale, 2000).

Pagina | 88



Resultados: Parte Il

En nuestro modelo de estudio, G. lamblia, el sistema endosomal/lisosomal exhibe una
complejidad y diversidad significativa en términos de morfologia y funcién, aunque su
maquinaria de transporte es en parte conservada (Touz et al., 2012). En este sentido,
anteriormente hemos sugerido que este organismo conserva un conjunto muy reducido de
proteinas pertenecientes a la maquinaria ESCRT y de proteinas implicadas en el trafico celular
como las pequenas GTPasas Rabs, asi como la ausencia de MVBs tipicos. Sin embargo, los
resultados presentados en esta tesis sugieren que G. lamblia tiene la capacidad de formar y

liberar al medio extracelular tExo.

En este trabajo, se han aislado y caracterizado las tExo secretadas por el parasito
utilizando el medio (TYI-S-33/-sbb). Para la extraccidn de tExo fue necesaria la puesta a punto
de un método nuevo de aislamiento, que nos permitié obtener vesiculas enriquecidas y
ademas mantener a las células en un medio de cultivo semejante al utilizado para su
crecimiento, como una manera de preservar su fisiologia lo mas parecido a lo que podria

ocurrir in vivo.

Los resultados obtenidos también mostraron que, a pesar de la falta de MVBs tipicos
en el pardsito, se pueden formar vesiculas de tipo exosomas en las PVs, ya que las proteinas
asociadas con la membrana de estas organelas como la SNARE gQal (Elias et al., 2008), se
encontré enriquecida en las fracciones exosdmicas obtenidas de cultivos axénicos de
trofozoitos WB en crecimiento. Estos resultados son respaldados por una publicacidn reciente
que sugiere que las PVs de G. lamblia contienen ILVs y que ademads podrian estar actuando
como MVB atipicos, considerando ademads que las PVs pueden ser los Unicos componentes del
sistema endo-lisosomal en el parasito (Midlej et al., 2019). Curiosamente, la presencia de PDI-
2 en la fraccién exosdmica sugiere una relacién entre el reticulo endopldsmico y las ILVs, en
coincidencia con los trabajos que describen que el RE y las PVs estdn de alguna manera
interconectados (Abodeely et al., 2009). Esta observacion difiere de otros informes que
sugieren que los exosomas carecen de proteinas provenientes de compartimentos
intracelulares que no estan asociados a la via endosomal/lisosomal (Raposo and Stoorvogel,
2013). En este sentido, y apoyando los hallazgos presentados en este capitulo, se encontrd
que: i) la enzima ESCP (del inglés Encystation-specific Cysteine Protease), una proteina de
membrana de las PVs, estaba presente en los tExo; ii) que la enzima soluble AcPh, presente en
el lumen de las PVs, estaba ausente del analisis protedmico vy iii) que, ademas de PDI-2 que se

encuentra en la membrana del ER, otras proteinas presentes en el lumen del RE como PDI-1,
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PDI-3, PDI-4, PDI-5 y la chaperona BiP, fueron detectadas en tExo (ver PARTE | y Anexo I). En
este escenario mas completo, podemos hipotetizar que las vesiculas tipo exosomas se forman
en las PVs como ILVs pero que, debido a la interconexién entre el RE y las PVs en este
pardsito, alguna de las proteinas de membrana y proteinas solubles del ER forman también
parte de estas ILVs. Por el contrario, moléculas que se encuentran en el lumen de las PVs,
como AcPh, son excluidas, similar a lo que sucede con proteinas solubles de los endosomas en
formacién de los MVBs. Futuros experimentos serdan necesarios para analizar cdmo y bajo qué

circunstancias estas organelas interactuan.

El descubrimiento de que la maquinaria ESCRT esta involucrada en la biogénesis de
ILVs en los MVBs enriquecio el nuevo campo del estudio de los exosomas. En busca de la
participacién de la maquinaria ESCRT en la biogénesis de ILVs y vesiculas tipo exosomas en
trofozoitos de G. lamblia, nos centramos en evaluar la participacion de la ATPasa Vps4 debido
a que es una proteina crucial en este proceso en diferentes organismos (Babst, 2011). En este
trabajo de tesis, observamos que cuando se reduce su expresion, la formaciéon de ILVs en las
PVs y la liberacion de tExo se reducia significativamente. Estos hallazgos fueron enriquecidos
cuando se encontré que la expresion de la version no activa de GlVpsd4a inhibia
completamente la formacion de ILVs y tExo, mostrando que no solo la presencia de GIVps4a
sino también la actividad de la enzima eran fundamentales para la produccién de tExo en el
pardsito. En el caso de G. lamblia, la ausencia de componentes ESCRT se correlaciona con la
falta de genes que codifica para ESCRT-I, -ll y varias subunidades de ESCRT-IIl y proteinas
accesorias presentes en P. falciparum, T. gondii y C. parvum (Field and Dacks, 2009). Ademds,
una diferencia significativa entre G. lamblia y los otros organismos anteriormente
mencionados es que los ultimos poseen estructuras morfolégicamente semejantes a MVBs
(Willms et al., 2018; Yang et al., 2004). Aun asi, el papel funcional de una maquinaria reducida
es consistente con estudios previos que muestran que G. lamblia posee una version
minimalista pero funcional de mecanismos mas complejos presentes en otros eucariotas

(Feliziani et al., 2015, Rivero et al., 2010, Touz et al., 2004, Touz et al., 2008).

En este trabajo de tesis, se mostré ademas que tanto la disminucién de la expresién
GlVps4da como la sobre-expresiéon de una proteina GlVpsd4a no-funcional, produjo una
acumulacién inusual de material electrodenso dentro de las PVs. Estas caracteristicas fueron
previamente observadas por el tratamiento de los trofozoitos salvajes con lactoferrina, un

metabolito antimicrobiano natural y una de las defensas no especificas mas importantes de
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los mamiferos contra las infecciones microbianas (Eckmann, 2003; Frontera et al., 2018;
Turchany et al., 1997). Ademads, un efecto similar se observo en trofozoitos que no expresaban
el adaptador monomérico de clatrina GIENTHp (Feliziani et al., 2015). Tanto LF como GIENTH
se asociaron a la endocitosis y al transporte de proteinas que involucra a las PVs en el
pardsito. En este sentido, nuestros resultados actuales sugieren que GIVps4a puede poseer

una funcién adicional en la clasificacidn y la gemacidon de proteinas a partir de las PVs.

En el proceso de liberacién de exosomas se ha observado que las proteinas Rabs, , mas
especificamente Rab2, Rab7, Rabl1l, Rab27a y Rab35 podrian tener un papel clave en la
liberacion de exosomas en algunos tipos celulares (Baietti et al.,, 2012; Hsu et al., 2010;
Ostrowski et al., 2010; Savina et al., 2002). Cuando analizamos la participacion de GIRab11 en
la produccidn de tExo en G. lamblia, encontramos que era critica para la génesis de ILVs en
células transgénicas que carecen de Rab1l1l. Por el contrario, la sobreexpresiéon de GIRab11
aumentoé el numero de PVs que contienen ILVs pero no la liberacion de tExo, sugiriendo que
GIRab11 también participa en la biogénesis de ILVs pero no en la liberacién de vesiculas tipo
exosomas. Asi, es posible establecer que el papel especifico de las proteinas Rabs en la
biogénesis y liberacién de exosomas parece ser especifico de especies y concuerda con el
papel de Rabl1l en otros organismos en los que se ha asociado con la membrana de la red
trans-Golgi y vesiculas secretoras, ademas de su funcidn en la via exocitica (Colombo et al.,

2014; Chen et al., 1998).

Respecto a los mecanismos independientes de ESCRT, recientemente hemos publicado
un trabajo que muestra que la adicién de ceramida exdégena aumentdé marcadamente la
formacién de ILVs dentro de las PVs (Moyano et al., 2019). Se sabe que, ademas de las
proteinas, los lipidos son una molécula crucial para la formacién de ILVs y exosomas y el
anadlisis de la composicion lipidica puede ayudar a comprender su papel bioldgico. El
enriguecimiento de ceramida se mostrd en las membranas de las ILVs y fracciones exosémicas
en otros organismos (Trajkovic et al., 2008). Una propuesta es que la ceramida puede inducir
la curvatura de la membrana, facilitando la formacién de ILVs independientemente de la
composicion de proteinas (como las ESCRT y tetraspaninas) (Edgar et al., 2014; Stuffers et al.,
2009). Nuestros resultados revelaron que la ceramida exdgena esta localizada en las
membranas del reticulo endopldsmico, PVs e ILVs, lo que demuestra que, como en otras
células, la ceramida es un componente de las ILVs en este pardsito y que el agregado de

ceramida exdégena aumenta la formacién de ILVs dentro de las PVs. Estos resultados son un
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avance hacia una deteccidn lipidémica completa de los tExo en G. lamblia, que puede ayudar
a dilucidar si la biogénesis de exosomas es un proceso multimolecular e independiente en este

parasito.
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5. CONCLUSIONES FINALES

En la mayoria de las células, existen diversos mecanismos que les permite comunicarse
entre si. Recientemente, se describidé un tercer mecanismo de comunicacion intercelular que
involucra la liberacion de VEs, las cudles son portadoras de moléculas biolégicamente activas
que pueden realizar funciones fisioldgicas definidas (Raposo and Stoorvogel, 2013). Se
encuentra descrito en multiples trabajos que poseer la capacidad de poder formar vy liberar
diferentes tipos de VEs provee a las células de ciertas ventajas adaptativas necesarias
principalmente en microorganismos patdgenos. Teniendo en cuenta las caracteristicas
ancestrales de G. lamblia en la evolucién, es que resulté de gran interés indagar sobre las VEs

liberadas por el parasito.

Asi, el tema abordado en este trabajo de tesis resultd innovador, ya que hasta la fecha
se sabia que G. lamblia contaba con una maquinaria ESCRT reducida, ausencia de MVBs
tipicos y de la mayoria de las proteinas Rabs presentes en mamiferos. Sin embargo, pudimos
identificar y caracterizar diferentes tipos de VEs que el pardsito libera al medio extracelulary,
ademads, junto con los antecedentes ya conocidos, nos permite sugerir un modelo donde G.

lamblia es capaz de llevar a cabo la biogénesis y liberacion de exosomas.

En la PARTE | de resultados se describié que los ensamblaje A (WB/C6) y B (GS/H7) de
G. lamblia liberan al medio extracelular vesiculas de diferentes tamafios. En general, los
primeros resultados extraidos del analisis protedmico de las VEs muestran que la mayoria de
las proteinas secretadas a través de VEs en los ensamblajes A y B presentan proteinas
comunes a las encontradas en las VEs de otras especies, lo que sugiere que este parasito tiene
la capacidad de secretar VEs representativas. COmo esperabamos, se encontraron ademas
proteinas especificas de G. lamblia (Figura 5.1). Resta realizar un analisis funcional exhaustivo
para determinar si alguna de estas proteinas se encuentra involucradas en el crecimiento,

patogenia y diferenciacion diferencial de cada ensamblaje.
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Giardia lamblia ensamblaje A (WB/C6)

tExo
Proteinas especificas de G. lamblia @) O Proteinas tipicas de VEs

OO0

_VSP -Proteasas

-Metabolismao arginina O: O -Estres oxidativo

-Giardinas -Enzimas metabdlicas
tMVs -Proteinas chogue térmico

Giardia lamblia ensamblaje B (GS/H7)

Proteinas especificas de G. lamblia tExo O O Proteinas tipicas de VEs

-Proteasas

-VSP O O

-Metabolismo arginina .

Giardi O O -Estrés oxidativo
-lalarainas -Enzimas metabdlicas
-Tenascinas tMVs -Proteinas choque térmico

Figura 5.1 Proteinas secretadas mediante VEs. G. lamblia ensamblaje A (WB/C6) y B (GS/H7)
liberan proteinas especificas en el medio de crecimiento in vitro. En ambos casos se liberan
proteinas especificas de G. lamblia y proteinas que se encuentran conservadas en VEs de
diferentes especies.

Por otra parte, los resultados presentados en la PARTE Il nos permiten demostrar la
participacién de proteinas conservadas, tales como GlVps4a y la pequefia GTPasa GIRab11, en
la biogénesis de las ILVs, tal como se muestra en el modelo propuesto de la Figura 5.2. Los
resultados presentados en este capitulo forman parte de una trabajo publicado

recientemente (Moyano et al., 2019).
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Figura 5.2 Formacion de exosomas. (A) En las células de mamiferos, los exosomas se originan en
los MVBs, a partir de la via endosdmica. La formacidn de las ILVs en los MVBs parece requerir
proteinas ESCRT, tetraspaninas y ceramida, mientras que se demostrd que las proteinas Rabs
estan involucradas en la secrecion de exosomas. (B) En los trofozoitos de G. lamblia, los exosomas
parecen originarse en las PVs (Midlej et al., 2019), mientras que las proteinas GlVps4a y GIRab11

participan en la biogénesis.
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ANEXO I: Analisis espectrometria de masa ensamblaje A (WB/C6)

Anexo |

N° de acceso Descripcion MW [kDa] #DTM Péptido sefal Funcién tMVs tExo
GL50803_27266 [2Fe-2S] ferredoxin 14,5 0 Ausente Enzimas metabdlicas X
GL50803_6430 14-3-3 protein 28,6 0 Ausente Sefializacion X X
GL50803_101805 2 cysteine membrane protein Group 1 82,5 1 Presente Otras X X
GL50803_103454 2 cysteine membrane protein Group 1 79,4 1 Presente Otras X
GL50803_24880 2 cysteine membrane protein Group 2 98,8 1 Presente Otras X X
GL50803_113987 2 cysteine membrane protein Group 3 86,1 1 Presente Otras X
GL50803_6372 2 cysteine protein 56 1 Presente Otras X X
GL50803_8822 2,3-bisphosphoglycerate-independent 65 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
phosphoglycerate mutase
GL50803_16924 20S proteasome alpha subunit 1 27,3 0 Ausente Protedlisis X
GL50803_11434 20S proteasome alpha subunit 2 27,4 0 Ausente Protedlisis X X
GL50803_14497 20S proteasome alpha subunit 3 26,7 0 Ausente Protedlisis X X
GL50803_15099 20S proteasome alpha subunit 4 23,2 0 Ausente Protedlisis X X
GL50803_2980 20S proteasome alpha subunit 5 26,7 0 Ausente Protedlisis X X
GL50803_7962 20S proteasome alpha subunit 6 28,2 0 Ausente Protedlisis X
GL50803_11486 20S proteasome alpha subunit 7 31,8 0 Ausente Protedlisis X X
GL50803_4365 26S protease regulatory subunit 6A 55,9 0 Ausente Protedlisis X
GL50803_21331 26S protease regulatory subunit 7 44,2 0 Ausente Protedlisis X X
GL50803_33166 26S proteasome non-ATPase regulatory 135,8 0 Ausente Protedlisis X
subunit 2
GL50803_91643 26S proteasome regulatory subunit, 147,5 0 Presente Protedlisis X
putative
GL50803_10885 4-alpha-glucanotransferase amylo- 195,7 0 Ausente Protedlisis X
alpha-1,6-glucosidase
GL50803_9088 4-methyl-5-thiazole monophosphate 19,6 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
biosynthesis enzyme
GL50803_20195 5-methylthioadenosine nucleosidase, S- 28,9 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
adenosylhomocysteine nucleosidase
GL50803_3643 70 kDa peptidylprolyl isomerase, 37,6 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
putative
GL50803_16867 AAA family ATPase 96,3 0 Ausente Unién X X
GL50803_92223 ABC transporter family protein 105,5 7 Ausente Transporte X
GL50803_16592 ABC transporter family protein 252,3 15 Ausente Transporte X
GL50803_16575 ABC transporter family protein 120,3 6 Ausente Transporte X
GL50803_21411 ABC transporter, ATP-binding protein 221,6 14 Presente Transporte X X
GL50803_13608 Acetyl-CoA synthetase 78,1 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50803_8716 Acid phosphatase surk 44,9 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X
GL50803_17054 Acidic ribosomal protein PO 35 0 Ausente Otras X X
GL50803_40817 Actin related protein 41,6 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_8726 Actin related protein 106,4 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_86511 Acyl-CoA synthetase 106,7 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50803_16667 Acyl-CoA synthetase 99,4 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50803_112885 Adenine phosphoribosyltransferase 19,4 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50803_90402 Adenylate kinase 21,3 0 Presente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_7009 Adenylate kinase 28,3 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_28234 Adenylate kinase 31,9 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_7789 ADP-ribosylation factor 21,8 0 Ausente Unién X X
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GL50803_12150
GL50803_93358

GL50803_3861
GL50803_3593
GL50803_13350

GL50803_7260
GL50803_9008
GL50803_17304
GL50803_11654
GL50803_5649
GL50803_17153
GL50803_10073
GL50803_15097
GL50803_13996
GL50803_15101
GL50803_10038
GL50803_4026
GL50803_7796
GL50803_11683
GL50803_7799
GL50803_7797
GL50803_14551
GL50803_103373
GL50803_114787
GL50803_11649
GL50803_103437
GL50803_10856
GL50803_16521
GL50803_17224
GL50803_112079
GL50803_7909
GL50803_91712
GL50803_11299
GL50803_8407
GL50803_15832
GL50803_13930
GL50803_112103
GL50803_10521
GL50803_13523
GL50803_7953

GL50803_91056

GL50803_16519

GL50803_12807

GL50803_2098

Alanine aminotransferase, putative
Alcohol dehydrogenase

Alcohol dehydrogenase 3 lateral
transfer candidate

Alcohol dehydrogenase lateral transfer
candidate

Alcohol dehydrogenase lateral transfer
candidate

Aldose reductase

Aldose reductase

Alpha adaptin

Alpha-1 giardin

Alpha-10 giardin

Alpha-11 giardin

Alpha-12 giardin

Alpha-14 giardin

Alpha-15 giardin

Alpha-17 giardin

Alpha-18 giardin

Alpha-19 giardin

Alpha-2 giardin

Alpha-3 giardin

Alpha-4 giardin

Alpha-5 giardin

Alpha-6 giardin

Alpha-7.1 giardin

Alpha-7.3 giardin

Alpha-8 giardin

Alpha-9 giardin

Alpha-snap

Alpha-snap

Alpha-SNAP, putative
Alpha-tubulin

Amino acid transporter family
Amino acid transporter family
Amino acid transporter, putative
Aminoacyl-histidine dipeptidase
Aminoacyl-histidine dipeptidase
ARF3

Arginine deiminase
Arginyl-tRNA synthetase

ARL protein, putative

Arsenical pump-driving ATPase
Aspartate aminotransferase,
cytoplasmic

AstB/chuR-related protein

ATP binding protein associated with cell
differentiation, putative

ATP-dependent RNA helicase p54,
putative

58,3
97,1

45,2

44,8

49

35,4
34,7
87

33,9
37,3

35

47,8

42,9

50,5

47,6

42,2

20,8

48,4

11

11

10

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Transporte

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Unién

Unién

Unién

Citoesqueleto
Transporte
Transporte
Transporte

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Unién

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Unién

Transporte

Enzimas metabdlicas

Otras

Unién

Unién
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GL50803_10358 A-type flavoprotein lateral transfer 46,6 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
candidate
GL50803_114462 Axonemal p66.0 62,6 0 Ausente Unién X X
GL50803_16202 Axoneme central apparatus protein 54,2 0 Ausente Unién X X
GL50803_13475 Axoneme-associated protein GASP-180 236,2 0 Ausente Unién X X
GL50803_137716 Axoneme-associated protein GASP-180 174,7 0 Ausente Unién X X
GL50803_23235 Axoneme-associated protein GASP-180 104,7 0 Ausente Unién X X
GL50803_16745 Axoneme-associated protein GASP-180 115,9 0 Ausente Unién X X
GL50803_21423 Beta adaptin 122,8 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_136020 Beta tubulin 50 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_4812 Beta-giardin 30,9 0 Ausente Otras X X
GL50803_17121 Bip 74,3 1 Presente Transporte X X
GL50803_6184 Branched-chain amino acid 39 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
aminotransferase lateral transfer
candidate
GL50803_13747 C4 group specific protein 219 0 Ausente Otras X X
GL50803_16829 Calcineurin B subunit 21,7 0 Ausente Unién X X
GL50803_13652 Calmodulin 18 0 Ausente Unién X X
GL50803_5333 Calmodulin 17,3 0 Ausente Unién X X
GL50803_104685 Caltractin 20,2 0 Ausente Union X X
GL50803_9117 CAMP-dependent protein kinase 50,7 0 Ausente Sefializacion X X
regulatory chain
GL50803_16453 Carbamate kinase 33,9 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_14019 Cathepsin B precursor 33 0 Presente Protedlisis X X
GL50803_16779 Cathepsin B precursor 32,7 0 Presente Protedlisis X
GL50803_16380 Cathepsin L precursor 61,8 0 Presente Protedlisis X X
GL50803_14983 Cathepsin L precursor 65,1 0 Presente Protedlisis X X
GL50803_92246 Cation-transporting ATPase 2, putative 151,8 7 Presente Transporte X
GL50803_17413 CDC19 147,7 0 Ausente Otras X
GL50803_5772 CDC72 47 0 Ausente Otras X
GL50803_7259 CDP-diacylglycerol-glycerol-3- 32,3 2 Ausente Enzimas metdbolicas X
phosphate 3-phosphatidyltransferase
GL50803_6744 Centrin 18,7 0 Ausente Unién X X
GL50803_15148 Chaperone protein dnal 67,3 0 Ausente Unién X X
GL50803_17483 Chaperone protein dnal 37,2 0 Ausente Unién X X
GL50803_9808 Chaperone protein Dnal 45,1 0 Ausente Unién X X
GL50803_9751 Chaperone protein dnal 39,6 1 Ausente Unién X X
GL50803_42285 Ciliary dynein heavy chain 11 834,2 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_102108 Clathrin heavy chain 206,8 0 Ausente Transporte X X
GL50803_16707 Clusterin associated protein 1, putative 48,6 0 Ausente Transporte X X
GL50803_11953 Coatomer alpha subunit 139,2 0 Ausente Transporte X
GL50803_9593 Coatomer beta' subunit 109,1 0 Ausente Transporte X
GL50803_6170 Coatomer delta subunit 32,9 0 Ausente Transporte X X
GL50803_5603 Coatomer gamma subunit 105,2 0 Ausente Transporte X
GL50803_14345 Coiled-coil protein 160,1 0 Ausente Otras X X
GL50803_15591 Coiled-coil protein 185,9 0 Ausente Otras X X
GL50803_3409 Coiled-coil protein 103,8 0 Ausente Otras X X
GL50803_11867 Coiled-coil protein 47,8 0 Ausente Otras X X
GL50803_40831 Coiled-coil protein 259,5 0 Ausente Unién X
GL50803_9515 Coiled-coil protein 150,3 0 Ausente Unién X X
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GL50803_113677 Coiled-coil protein 254,8 0 Ausente Otras X X
GL50803_16199 Coiled-coil protein 126,4 0 Ausente Otras X
GL50803_10167 Coiled-coil protein 132,9 0 Presente Otras X X
GL50803_21662 Coiled-coil protein 218,3 0 Ausente Otras X
GL50803_16332 Coiled-coil protein 196,3 0 Ausente Otras X
GL50803_102248 Coiled-coil protein 115,5 0 Ausente Otras X
GL50803_17249 Coiled-coil protein 190,4 0 Ausente Otras X X
GL50803_17574 Coiled-coil protein 71,5 0 Ausente Otras X
GL50803_91374 Coiled-coil protein 98,9 0 Ausente Otras X
GL50803_15364 Coiled-coil protein 158 0 Ausente Unién X
GL50803_16342 Coiled-coil protein 186,3 0 Ausente Otras X X
GL50803_42000 Coiled-coil protein 285,3 0 Ausente Unién X
GL50803_95653 Coiled-coil protein 91,5 0 Ausente Otras X X
GL50803_8903 Copine | 29,1 0 Ausente Unién X X
GL50803_29490 Copine | 30 0 Ausente Unién X X
GL50803_17587 CTP synthase 68 1 Ausente Enzimas metdbolicas X
GL50803_4507 CTP synthase/UTP-ammonia lyase 99,3 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_14225 CXC-rich protein 188,6 1 Presente Otras X X
GL50803_2661 Cyclin-dependent kinases regulatory 10,4 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X

subunit
GL50803_2101 Cytidine deaminase 14,4 0 Ausente Enzimas metdabolicas X X
GL50803_88765 Cytosolic HSP70 71,6 0 Ausente Plegamiento X X
GL50803_34684 DEAD box RNA helicase Vasa 50,1 0 Ausente Unidén X X
GL50803_17294 Degreening related gene dee76 protein 37,5 0 Ausente Unién X X
GL50803_86676 Delta giardin 33,6 0 Ausente Otras X X
GL50803_15535 Deoxyhypusine synthase, putative 43,8 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_17451 Deoxynucleoside kinase 29,2 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_15127 Deoxyribose-phosphate aldolase lateral 27,3 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

transfer candidate
GL50803_16200 Developmentally regulated GTP-binding 41,3 0 Ausente Unién X X

protein 1
GL50803_14566 Dipeptidyl-peptidase | precursor 59,9 1 Presente Protedlisis X X
GL50803_8741 Dipeptidyl-peptidase | precursor 62,5 1 Presente Protedlisis X X
GL50803_15190 DNA topoisomerase Il 107 0 Ausente Unién X X
GL50803_13832 D-tyrosyl-tRNA deacylase 19,9 0 Ausente Enzimas metdbolicas X
GL50803_4369 Dual specificity phosphatase Cdc25, 13,4 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X

putative
GL50803_15112 Dual specificity phosphatase, catalytic 78,4 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_9270 Dual specificity protein phosphatase 66,2 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X

CDC14A
GL50803_14373 Dynamin 79,5 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_15549 Dynein binding protein, putative 81,6 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_17265 Dynein heavy chain 301,9 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_93736 Dynein heavy chain 522,7 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_103059 Dynein heavy chain 273,9 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_17243 Dynein heavy chain 163,1 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_16804 Dynein heavy chain 261,8 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_17478 Dynein heavy chain 600,7 0 Presente Citoesqueleto X X
GL50803_101138 Dynein heavy chain 577,9 0 Ausente Citoesqueleto X
GL50803_94440 Dynein heavy chain 629,6 0 Ausente Citoesqueleto X
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GL50803_8172 Dynein heavy chain 43,3 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_111950 Dynein heavy chain 570 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_40496 Dynein heavy chain 553,1 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_10538 Dynein heavy chain 88,3 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_100906 Dynein heavy chain, putative 622,6 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_10254 Dynein intermediate chain 88,3 0 Ausente Citoesqueleto X
GL50803_33218 Dynein intermediate chain 83,8 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_6939 Dynein intermediate chain 70 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_9848 Dynein light chain 10,4 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_15124 Dynein light chain 11,3 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_4236 Dynein light chain 11,9 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_13575 Dynein light chain 12 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_7578 Dynein light chain 19,2 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_4463 Dynein light chain 20,9 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_14270 Dynein light chain 16,2 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_13273 Dynein light intermediate chain 26,9 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_16540 Dynein regulatory complex 54,2 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_15460 Dynein-like protein 52,5 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_7875 E04F6.2 like protein 27,5 0 Ausente Unién X X
GL50803_15455 E04F6.2 like protein 27 0 Ausente Unién X X
GL50803_14048 EB1 27,2 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_3256 EH domain binding protein epsin 2 45,2 0 Ausente Transporte X X
GL50803_113603 ELKS 103,4 0 Ausente Unién X
GL50803_112312 Elongation factor 1-alpha 49,1 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_12102 Elongation factor 1-gamma 45,2 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_17570 Elongation factor 2 99,6 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_7522 Elongation initiation factor 5C 46,9 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_24372 ENC6 protein 39,6 0 Ausente Enzimas metdbolicas X
GL50803_4349 Endothelin-converting enzyme 2 24,7 0 Ausente Otras X X
GL50803_11118 Enolase 48,2 0 Ausente Enzimas metébolicas X X
GL50803_15204 ERP3 22,8 1 Presente Transporte X
GL50803_17190 Eukaryotic peptide chain release factor 51,1 0 Ausente Translation X X
subunit 1
GL50803_8708 Eukaryotic Traduccion initiation factor 18,1 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_13943 éﬁkaryotic Traduccidn initiation factor 2 38,1 0 Ausente Traduccion X X
alpha subunit
GL50803_91398 Eukaryotic Traduccion initiation factor 2 37,1 0 Ausente Traduccién X X
beta subunit
GL50803_15538 Eukaryotic Traduccion initiation factor 5 38,2 0 Ausente Traduccién X X
GL50803_14614 Eukaryotic Traduccion initiation factor 16,6 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_6633 ?:rnesyl diphosphate synthase 46,2 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_23888 FixW protein, putative 22,9 0 Presente Otras X X
GL50803_6289 FixW protein, putative 14,9 0 Ausente Otras X X
GL50803_10450 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans 11,8 0 Ausente Unién X X
isomerase
GL50803_101339 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans 23,8 0 Presente Unién X X
isomerase
GL50803_41512 Flagella associated protein 74 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_11043 Fructose-bisphosphate aldolase 35,2 0 Ausente Enzimas metabolicas X X
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GL50803_6055 FtsJ-like protein 29,9 0 Ausente Otras X
GL50803_17460 G1 to S phase transition protein 1, 51,3 0 Ausente Unién X X
putative
GL50803_3977 G2/mitotic-specific cyclin B 39,5 0 Ausente Unién X X
GL50803_17230 Gamma giardin 35,6 0 Ausente Otras X X
GL50803_114218 Gamma tubulin 54,1 0 Ausente Otras X
GL50803_17090 Giardia trophozoite antigen GTA-1 20,7 0 Ausente Otras X X
GL50803_15427 Giardia trophozoite antigen GTA-2 26,6 0 Ausente Otras X X
GL50803_8826 Glucokinase 37,7 0 Ausente Enzimas metébolicas X X
GL50803_14651 Glucosamine 6-phosphate N- 16,7 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
acetyltransferase
GL50803_10829 Glucosamine-6-phosphate deaminase 28,8 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_8682 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 83 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_9115 Glucose-6-phosphate isomerase 64,5 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_7195 Glutamate synthase 98,3 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_6687 Glyceraldehyde 3-phosphate 36,3 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
dehydrogenase
GL50803_16125 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 118,8 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_16818 Glycine-, glutamate-, 121,8 0 Ausente Enzimas metabolicas X X
thienylcyclohexylpiperidine-binding
protein
GL50803_6226 Glycogen phosphorylase 104,8 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_15247 Grp94/Hsp90 99,8 0 Presente Proteinas de folding X X
GL50803_104866 GTL3 aka MD0260 22,7 0 Ausente Otras X X
GL50803_15869 GTP-binding nuclear protein RAN/TC4 25,4 0 Ausente Transporte X X
GL50803_17149 GTP-binding protein 57,3 0 Ausente Unién X X
GL50803_7569 GTP-binding protein Sarl 21,2 0 Ausente Transporte X X
GL50803_114246 GTP-binding protein, putative 45,4 0 Ausente Unién X X
GL50803_6436 Guanine phosphoribosyltransferase 26,3 1 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_7203 Guanylate kinase 23,7 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_9594 Heat shock 70kD protein binding 32,3 0 Ausente Plegamiento X X
protein
GL50803_17432 Heat shock protein 70 139,2 0 Presente Plegamiento X X
GL50803_13864 Heat shock protein HSP 90-alpha 37 0 Ausente Plegamiento X X
GL50803_98054 Heat shock protein HSP 90-alpha 43,4 0 Ausente Plegamiento X X
GL50803_16412 Heat-shock protein, putative 94,7 0 Ausente Plegamiento X X
GL50803_11540 Hexose Transporter 56,3 12 Presente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_27521 Histone H2A 13,9 0 Ausente Otras X
GL50803_9148 H-SHIPPO 1 22,2 0 Ausente Otras X X
GL50803_91354 H-SHIPPO 1 63,5 0 Ausente Otras X X
GL50803_3042 Hybrid cluster protein lateral transfer 62,5 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
candidate
GL50803_15305 Hydroxyacylglutathione hydrolase 24,8 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_5012 hypothetical protein 42 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_13809 hypothetical protein 37,3 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_15251 hypothetical protein 32,5 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_29252 hypothetical protein 23,7 1 Ausente Hipotética X X
GL50803_41212 hypothetical protein 149,2 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_13584 hypothetical protein 43,6 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_95787 hypothetical protein 146,6 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_1875 hypothetical protein 16 0 Ausente Hipotética X X
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GL50803_2201
GL50803_12163
GL50803_114674
GL50803_16068
GL50803_5927
GL50803_2107
GL50803_15546
GL50803_15545
GL50803_112893
GL50803_7422
GL50803_2010
GL50803_2012
GL50803_29327
GL50803_14400
GL50803_7242
GL50803_7244
GL50803_15216
GL50803_15213
GL50803_13467
GL50803_32399
GL50803_90425
GL50803_10836
GL50803_113133
GL50803_22806
GL50803_7751
GL50803_8250
GL50803_8049
GL50803_40521
GL50803_15888
GL50803_3582
GL50803_3581
GL50803_3538
GL50803_16588
GL50803_22543
GL50803_8854
GL50803_16678
GL50803_8865
GL50803_16679
GL50803_103878
GL50803_24279
GL50803_8528
GL50803_17347
GL50803_17342
GL50803_13133
GL50803_94117

GL50803_37488
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GL50803_17334
GL50803_17332
GL50803_10181
GL50803_17330
GL50803_112258
GL50803_33513
GL50803_10572
GL50803_9861
GL50803_104139
GL50803_7520
GL50803_10221
GL50803_8377
GL50803_5883
GL50803_16926
GL50803_13651
GL50803_24485
GL50803_10676
GL50803_16966
GL50803_41619
GL50803_8394
GL50803_15495
GL50803_15499
GL50803_17412
GL50803_7566
GL50803_7570
GL50803_16424
GL50803_11342
GL50803_17403
GL50803_17400
GL50803_11321
GL50803_2964
GL50803_13268
GL50803_13269
GL50803_17083
GL50803_8348
GL50803_97741
GL50803_11380
GL50803_9503
GL50803_14972
GL50803_24451
GL50803_9058
GL50803_14850
GL50803_113673
GL50803_93278
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42,7
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Hipotética
Hipotética
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GL50803_17037
GL50803_114210
GL50803_4337
GL50803_13603
GL50803_87056
GL50803_8942
GL50803_8944
GL50803_10813
GL50803_10808
GL50803_9612
GL50803_23004
GL50803_21342
GL50803_12999
GL50803_5800
GL50803_7966
GL50803_37452
GL50803_9134
GL50803_11714
GL50803_15483
GL50803_11720
GL50803_14877
GL50803_6334
GL50803_17388
GL50803_6886
GL50803_6896
GL50803_8329
GL50803_9098
GL50803_10316
GL50803_10315
GL50803_5785
GL50803_16935
GL50803_15522
GL50803_137746
GL50803_24979
GL50803_11034
GL50803_16039
GL50803_10013
GL50803_10016
GL50803_14583
GL50803_14584
GL50803_16596
GL50803_6542
GL50803_6752
GL50803_42377
GL50803_5768

GL50803_95530

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein (VPS25

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

258

24,2
29,6
63,9
209,8
270,7
51,6
42,4
48,4
54,4
10,1
186,2

102,8

24,7

24,4
35,3
20,6
109,9
66,9
102,6
15,1
179,2
40,7

172,2

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Unién

Hipotética
Hipotética
Unién

Transporte
Unién

Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Otras

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética

Unién
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X
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X
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X
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X
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X
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X X
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X

X
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X
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X

X

X

X X

X X

X

X X
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X

X X
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X X

X X
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X X

X X

X

X X

X
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X
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GL50803_7396
GL50803_17312
GL50803_16543
GL50803_6439
GL50803_137750
GL50803_31339
GL50803_4624
GL50803_103709
GL50803_6469
GL50803_12035
GL50803_112112
GL50803_37350
GL50803_28699
GL50803_4708
GL50803_10882
GL50803_10881
GL50803_10879
GL50803_10875
GL50803_10868
GL50803_10239
GL50803_10232
GL50803_6617
GL50803_16902
GL50803_3920
GL50803_13354
GL50803_7323
GL50803_7328
GL50803_21628
GL50803_14475
GL50803_137753
GL50803_114469
GL50803_34160
GL50803_6185
GL50803_6120
GL50803_90044
GL50803_14660
GL50803_32509
GL50803_17627
GL50803_113662
GL50803_15334
GL50803_8460
GL50803_17617
GL50803_11566
GL50803_104984
GL50803_9359

GL50803_14963

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein (VPS24

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

13,2
73,1
64,4
20,9
108,7

20,7

38,9

68,2
42,4
126,8
163,1
33,38
33
24,8
41,5

131,6

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Unién

Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Transporte
Unién

Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética

Hipotética
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GL50803_33592
GL50803_5186
GL50803_13288
GL50803_16773
GL50803_13143
GL50803_10778
GL50803_16998
GL50803_10423
GL50803_10422
GL50803_96732
GL50803_14045
GL50803_94654
GL50803_4149
GL50803_3007
GL50803_33685
GL50803_16367
GL50803_94658
GL50803_101326
GL50803_87039
GL50803_8692
GL50803_87577
GL50803_16659
GL50803_9916
GL50803_15076
GL50803_103125
GL50803_40228
GL50803_5810
GL50803_5809
GL50803_16404
GL50803_21943
GL50803_13914
GL50803_41927
GL50803_10697
GL50803_10708
GL50803_6812
GL50803_29078
GL50803_14947
GL50803_11354
GL50803_14950
GL50803_15454
GL50803_90710
GL50803_15446
GL50803_15442
GL50803_20551
GL50803_115478

GL50803_17352

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

88,7
202,2
79,4
94,7
28,9
1119
69,1
17,8
24,2
383,5
35,9
45,1
49,5
61,8
115,8

62

340,9

74,5
14,2
353
26,4
30,1

121,3

80,1

48,9
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Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Unién
Hipotética
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Otras
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Unién
Hipotética
Unién
Hipotética
Enzimas metabolicas
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
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GL50803_94762
GL50803_4820
GL50803_17362
GL50803_7593
GL50803_17367
GL50803_13262
GL50803_15605
GL50803_29796
GL50803_12224
GL50803_15600
GL50803_27918
GL50803_17375
GL50803_4692
GL50803_101260
GL50803_21318
GL50803_115337
GL50803_9780
GL50803_14689
GL50803_13922
GL50803_16522
GL50803_24947
GL50803_10939
GL50803_1383
GL50803_24043
GL50803_41834
GL50803_4239
GL50803_13576
GL50803_112787
GL50803_11129
GL50803_15347
GL50803_4323
GL50803_11246
GL50803_4595
GL50803_12885
GL50803_17255
GL50803_94463
GL50803_12830
GL50803_14509
GL50803_14507
GL50803_16504
GL50803_8468
GL50803_16507
GL50803_12109
GL50803_96324
GL50803_12105

GL50803_6455

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein (Vps46b

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

122,5
17,9
189,8
34,5
20,8
37,3
42,8
41,2
35,1
19,4
10,3

40,6

20,9

206,9
34,4
113,1
42,3
21,7
170,2
42,6
73,7
53,4
28

94
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Ausente
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Presente
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Ausente
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Hipotética
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Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Unién
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Transporte
Unién
Unién
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Transporte
Enzimas metabolicas
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Enzimas metabolicas
Hipotética
Hipotética

Hipotética
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GL50803_6464 hypothetical protein 141,5 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_96264 hypothetical protein 31,7 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_10299 hypothetical protein 24,6 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_10303 hypothetical protein 44,4 0 Ausente Hipotética X
GL50803_104250 hypothetical protein 13,8 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_14318 hypothetical protein 28,2 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_2555 hypothetical protein 22,1 4 Ausente Hipotética X
GL50803_15573 hypothetical protein 81,7 0 Presente Hipotética X
GL50803_17583 hypothetical protein 27,7 0 Ausente Hipotética X
GL50803_114921 hypothetical protein 224,2 0 Ausente Hipotética X
GL50803_86815 hypothetical protein 134,8 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_28336 hypothetical protein 32,8 0 Ausente Hipotética X
GL50803_7843 hypothetical protein 21,9 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_14567 hypothetical protein 23,1 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_3746 hypothetical protein 118,9 0 Ausente Unién X
GL50803_112870 hypothetical protein 13,8 0 Ausente Unién X
GL50803_8745 hypothetical protein 157,2 0 Ausente Hipotética X
GL50803_90122 hypothetical protein 282,7 0 Ausente Hipotética X
GL50803_17155 hypothetical protein 67,6 0 Ausente Hipotética X
GL50803_10027 hypothetical protein 28,1 0 Ausente Hipotética X
GL50803_134442 hypothetical protein 14,5 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50803_21201 hypothetical protein 29,9 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_16375 hypothetical protein 60,1 0 Ausente Unién X X
GL50803_8410 hypothetical protein 30,2 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_22855 hypothetical protein 47,6 0 Ausente Unién X X
GL50803_8405 hypothetical protein 47,6 0 Ausente Hipotética X
GL50803_16267 hypothetical protein 63,1 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_9045 hypothetical protein 37,6 0 Presente Otras X
GL50803_14846 hypothetical protein 116,9 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_14458 Hypothetical protein 21,5 1 Presente Hipotética X X
GL50803_7444 Hypothetical protein 41,1 0 Ausente Unién X X
GL50803_15847 Hypothetical protein 28,7 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_16550 hypothetical protein 37,3 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_32730 hypothetical protein 187,7 0 Ausente Protedlisis X
GL50803_16556 hypothetical protein 140,3 0 Ausente Hipotética X
GL50803_14241 hypothetical protein 153,5 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_6558 hypothetical protein 35,9 0 Ausente Hipotética X
GL50803_28962 hypothetical protein 33,5 1 Presente Hipotética X X
GL50803_9807 hypothetical protein 154,6 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_6283 hypothetical protein 53,9 0 Ausente Unién X X
GL50803_6377 hypothetical protein 92,9 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_113871 hypothetical protein 90,9 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_16054 hypothetical protein 23,5 1 Ausente Hipotética X X
GL50803_16353 hypothetical protein 83,6 1 Ausente Hipotética X X
GL50803_13323 hypothetical protein 92,2 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_3345 hypothetical protein 18 0 Ausente Hipotética X X
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GL50803_14704
GL50803_8426
GL50803_103818
GL50803_8770
GL50803_16731
GL50803_11105
GL50803_17116
GL50803_89828
GL50803_16050
GL50803_92760
GL50803_6917
GL50803_93294
GL50803_17283
GL50803_17278
GL50803_3910
GL50803_16471
GL50803_137712
GL50803_7207
GL50803_33663
GL50803_14921
GL50803_24425
GL50803_16996
GL50803_13904
GL50803_6709
GL50803_6725
GL50803_12941
GL50803_92132
GL50803_40369
GL50803_112557
GL50803_16973
GL50803_135886
GL50803_10889
GL50803_15310
GL50803_88556
GL50803_3934
GL50803_14874
GL50803_9121
GL50803_34701
GL50803_15472
GL50803_11700
GL50803_9238
GL50803_4266
GL50803_8727
GL50803_1649
GL50803_12741

GL50803_7685

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein (Vps46a)

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

110,1
97,6
289,2
28,6
333,9
65,4
24,9
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138,9
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Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
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Unién
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Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
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Hipotética
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GL50803_3158
GL50803_7891
GL50803_15987
GL50803_114497
GL50803_2864
GL50803_33629
GL50803_13413
GL50803_96570
GL50803_16321
GL50803_21474
GL50803_7046
GL50803_7233
GL50803_32681
GL50803_13945
GL50803_17195
GL50803_114751
GL50803_15376
GL50803_4447
GL50803_9183
GL50803_115159
GL50803_14481
GL50803_101278
GL50803_4018
GL50803_6048
GL50803_137684
GL50803_16768
GL50803_16717
GL50803_16720
GL50803_16648
GL50803_6535
GL50803_16653
GL50803_88960
GL50803_3062
GL50803_21048
GL50803_21110
GL50803_9355
GL50803_7791
GL50803_16192
GL50803_86468
GL50803_14390
GL50803_7188
GL50803_6171
GL50803_4590
GL50803_2548
GL50803_12800

GL50803_15834

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
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hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
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hypothetical protein
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hypothetical protein
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hypothetical protein
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hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

22,5
65,6
38,6
115,7
62
40,9
20,5
175,3
291,9
181,7
11,2
47,1
273,8
37,6
18,9
202,1
3226
29
213,6
72,2
15,6
149,7
69,3
50,3
147,8
354,4
28,6
%
88,3
12
103,1
29,2
57,4
447,6
27,1
14,9
146,1
66,1
33,7
172,5
115,5
17,4
30,8
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Hipotética
Unién

Hipotética

Pagina | 111



Anexo |

GL50803_25205 hypothetical protein 136,4 14 Ausente Hipotética X X
GL50803_12867 hypothetical protein 60,7 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_13272 hypothetical protein 40,4 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_16237 hypothetical protein 76,8 0 Ausente Hipotética X
GL50803_114623 hypothetical protein 46,4 10 Presente Hipotética X X
GL50803_16044 hypothetical protein 19,9 0 Ausente Traduccion X X
GL50803_9157 hypothetical protein 30,9 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_13774 hypothetical protein 32,3 0 Ausente Hipotética X
GL50803_15240 hypothetical protein 46,4 0 Ausente Unién X
GL50803_10527 hypothetical protein 35,4 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_17468 hypothetical protein 35,8 0 Presente Hipotética X X
GL50803_10524 hypothetical protein 27,3 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_8560 hypothetical protein 16,9 0 Ausente Hipotética X X
GL50803_114777 hypothetical protein 72,7 12 Ausente Transporte X
GL50803_94542 hypothetical protein 162 0 Ausente Hipotética X
GL50803_2833 hypothetical protein 27,8 0 Ausente Hipotética X
GL50803_113284 hypothetical protein 27,7 0 Ausente Unién X X
GL50803_9349 hypothetical protein, similar to 21,8 0 Ausente Hipotética X X
AMMECR1
GL50803_3531 HZG) 41,1 0 Ausente Unién X
GL50803_17251 IFT complex A 212,2 0 Ausente Transporte X X
GL50803_16547 IFT complex A 187,9 0 Ausente Transporte X X
GL50803_14713 IFT complex B 41,4 0 Ausente Transporte X X
GL50803_15428 IFT complex B 75,5 0 Ausente Transporte X X
GL50803_40995 IFT complex B 34,3 0 Ausente Transporte X X
GL50803_17105 IFT complex B 215,3 0 Ausente Transporte X X
GL50803_17223 IFT complex B 115 0 Ausente Transporte X X
GL50803_15106 Importin beta-3 subunit 127,6 0 Ausente Transporte X X
GL50803_9077 Inositol 5-phosphatase 4 124 0 Ausente Enzimas metdbolicas X
GL50803_17579 Inositol-3-phosphate synthase 59,9 2 Ausente Enzimas metdbolicas X X
GL50803_16660 Intraflagellar transport particle protein 95,9 0 Ausente Transporte X X
IFT88
GL50803_9750 Intraflagellar transport protein 63,3 0 Ausente Transporte X X
component IFT74/72
GL50803_104173 Isoleucyl-tRNA synthetase 133,5 0 Ausente Enzimas metdbolicas X
GL50803_15054 Kelch repeat-containing protein 166,1 0 Ausente Unién X
GL50803_5643 Kinase 76,3 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X
GL50803_11364 Kinase, AGC AKT 65,9 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_8587 Kinase, AGC NDR 55 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_86444 Kinase, AGC PKA 46,6 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X
GL50803_11214 Kinase, AGC PKA 40,4 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X
GL50803_16034 Kinase, CAMK CAMKL 49,2 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_14661 Kinase, CAMK CAMKL 52 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X
GL50803_17566 Kinase, CAMK CAMKL 71,2 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_16235 Kinase, CAMK CAMKL 46,1 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_112076 Kinase, CDC7 189,9 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_7537 Kinase, CK1 Casein kinase 46,5 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
GL50803_15397 Kinase, CMGC CDK 38,1 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
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GL50803_16802
GL50803_8037
GL50803_96616
GL50803_92741
GL50803_17558
GL50803_17625
GL50803_9116
GL50803_17563
GL50803_22850
GL50803_6700
GL50803_12223
GL50803_9658
GL50803_87677
GL50803_2483
GL50803_16967
GL50803_101534
GL50803_15409
GL50803_11390
GL50803_17084
GL50803_15953
GL50803_114307
GL50803_16272
GL50803_137733
GL50803_14742
GL50803_13215
GL50803_95593
GL50803_113553
GL50803_17231
GL50803_14835
GL50803_4912
GL50803_13981
GL50803_12148
GL50803_11554
GL50803_14934
GL50803_16824
GL50803_5375
GL50803_11311
GL50803_91220
GL50803_9421
GL50803_13921
GL50803_92498
GL50803_94927
GL50803_9870
GL50803_15049
GL50803_137719

GL50803_8152

Kinase, CMGC CDK
Kinase, CMGC CDK
Kinase, CMGC CDKL
Kinase, CMGC CLK
Kinase, CMGC DYRK
Kinase, CMGC GSK
Kinase, CMGC GSK
Kinase, CMGC MAPK
Kinase, CMGC MAPK
Kinase, CMGC RCK
Kinase, NAK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK

Kinase, NEK

42,2
43,9
41,1
44,9
69,6
34,6
133,1
57,2
154,8
31,4

57

164,5
90,5
44,9
41,5
124,2
64,4
43,1
102,2
115
94,2
76
52,2

64,6
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Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente
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GL50803_17069
GL50803_3957
GL50803_10893
GL50803_9196
GL50803_24321
GL50803_6680
GL50803_16460
GL50803_16279
GL50803_5346
GL50803_26199
GL50803_8445
GL50803_4977
GL50803_15411
GL50803_5489
GL50803_16839
GL50803_17578
GL50803_7579
GL50803_102034
GL50803_15035
GL50803_104150
GL50803_8805
GL50803_10609
GL50803_2796
GL50803_15514
GL50803_22165
GL50803_103838
GL50803_113456

GL50803_16945

GL50803_7874
GL50803_17333
GL50803_16456
GL50803_112846
GL50803_6262
GL50803_102101
GL50803_16425
GL50803_102455
GL50803_6404
GL50803_114885
GL50803_86761
GL50803_11684

GL50803_5795
GL50803_113143

GL50803_16595
GL50803_9062

GL50803_21118

Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK
Kinase, NEK-frag
Kinase, NEK-frag
Kinase, NEK-frag
Kinase, NEK-frag
Kinase, NEK-frag
Kinase, NEK-frag
Kinase, NEK-frag
Kinase, NEK-like
Kinase, PLK
Kinase, SCY1
Kinase, STE STE20
Kinase, STE STE20
Kinase, STE STE20
Kinase, STE STE20
Kinase, ULK
Kinase, VPS15

Kinesin-13

Kinesin-16
Kinesin-2
Kinesin-2
Kinesin-3
Kinesin-3
Kinesin-3
Kinesin-5
Kinesin-6

Kinesin-9

Kinesin-associated protein

LEK1

Leucine-rich repeat protein

Leucine-rich repeat protein 1 virus

receptor protein

Lipopolysaccharide-responsive and
beige-like anchor protein
Liver stage antigen-like protein

Long chain fatty acid CoA ligase 5

Long chain fatty acid CoA ligase 5

58,7

38,8
134
75,3
55,1
53
66,9
44,9
78
61,3
85,9
112,6
33,38
108,1
59,2
77,1
103,3
47
64,2

58

120,4

467,2
200,9
94,3

84,5
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Ausente
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Ausente
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Ausente
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Ausente
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Ausente
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Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Presente

Presente
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Ausente

Ausente
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Transporte

Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Otras
Otras
Otras
Otras
Unién
Enzimas metabolicas

Enzimas metabolicas
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GL50803_113892 Long chain fatty acid CoA ligase, 84,5 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X
putative

GL50803_14004 Long-flagella protein, kinase, CMGC RCK 60,3 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X

GL50803_14456 Low molecular weight protein-tyrosine- 17,7 0 Presente Otras X
phosphatase

GL50803_24662 L-serine dehydratase 57 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

GL50803_15090 L-serine dehydratase 56 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

GL50803_16766 Lysyl-tRNA synthetase 65,9 0 Ausente Traduccion X

GL50803_12091 Macrophage migration inhibitory factor 12,4 0 Ausente Otras X X

GL50803_17391 Maebl, putative 58,9 0 Ausente Otras X X

GL50803_3331 Malate dehydrogenase 35,5 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

GL50803_14285 Malic enzyme 61,5 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

GL50803_8163 Manganese-dependent inorganic 76,4 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
pyrophosphatase, putative

GL50803_8074 Manganese-dependent inorganic 76,1 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X
pyrophosphatase, putative

GL50803_13897 MCT-1 protein-like protein 26,4 0 Ausente Unién X

GL50803_16343 Median body protein 100,5 0 Ausente Citoesqueleto X X

GL50803_15078 Metal-dependent hydrolase related to 42,9 0 Ausente Unién X
alanyl-tRNA synthetase

GL50803_8929 Metal-dependent phosphoesterases, 36,2 0 Ausente Otras X X
putative

GL50803_14392 Metallo-beta-lactamase superfamily 34,7 0 Ausente Otras X X
protein

GL50803_9508 Metalloprotease, insulinase family 131,4 0 Ausente Protedlisis X

GL50803_93551 Metalloprotease, insulinase family 128,4 0 Ausente Protedlisis X X

GL50803_86600 Methionine aminopeptidase 47,1 1 Presente Protedlisis X X

GL50803_4606 Methionyl-tRNA synthetase 24,7 0 Ausente Unién X

GL50803_9174 Microsomal signal peptidase 18 kDa 24,4 1 Presente Sefializacion X
subunit

GL50803_100955 Mitotic spindle checkpoint protein 22,5 0 Ausente Otras X X
MAD2

GL50803_11044 Mob1-like protein 24,5 0 Ausente Unién X X

GL50803_14200 Molybdenum cofactor sulfurase 68,6 1 Ausente Enzimas metdbolicas X

GL50803_8917 Mu adaptin 48,4 0 Ausente Transporte X X

GL50803_115052 Multidrug resistance-associated protein 178,7 12 Ausente Transporte X X
1

GL50803_4204 MutT/nudix family protein 26,8 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

GL50803_10858 MYG1 protein 40,8 0 Ausente Otras X X

GL50803_9719 NADH oxidase 47 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

GL50803_33769 NADH oxidase lateral transfer candidate 53,3 0 Ausente Enzimas metabolicas X X

GL50803_17150 NADPH oxidoreductase, putative 18,6 0 Ausente Enzimas metabolicas X X

GL50803_21942 NADP-specific glutamate 49,7 0 Ausente Enzimas metabolicas X X
dehydrogenase

GL50803_16322 Neurogenic locus Notch protein 63 0 Presente Unién X X
precursor

GL50803_9038 Nicotinate phosphoribosyltransferase 69,6 0 Ausente Enzimas metdbolicas X X

GL50803_15307 Nitroreductase family protein 19,6 0 Ausente Otras X X

GL50803_22677 Nitroreductase Fd-NR2 28,5 0 Ausente Otras X X

GL50803_4165 NOD3 protein, putative 110,9 0 Ausente Unién X

GL50803_112681 NSF 90,6 0 Ausente Unién X X

GL50803_114776 NSF 89,5 0 Ausente Unién X X

GL50803_4063 Nuclear LIM interactor-interacting 47,3 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
factor 1

GL50803_14905 Nuclear LIM interactor-interacting 30,5 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X
factor 1

GL50803_14135 Nucleoside diphosphate kinase 43,1 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X

GL50803_11301 Nucleoside diphosphate kinase 16,8 0 Ausente Kinasas/Fosfatasas X X
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GL50803_10969
GL50803_23357
GL50803_10311
GL50803_2452

GL50803_94582

GL50803_8855
GL50803_5892
GL50803_17163

GL50803_17000

GL50803_86440
GL50803_14521
GL50803_15383
GL50803_15215
GL50803_14404
GL50803_17157
GL50803_4357
GL50803_16906
GL50803_13890
GL50803_4197
GL50803_7261
GL50803_2622

GL50803_14628
GL50803_10623
GL50803_90872
GL50803_14841
GL50803_14546
GL50803_93548
GL50803_17277
GL50803_101810
GL50803_17254
GL50803_11448
GL50803_17538
GL50803_95563

GL50803_10698

GL50803_10612

GL50803_32658

GL50803_102438

GL50803_5942
GL50803_96670
GL50803_7030
GL50803_3417

GL50803_7306

Nucleotide-binding protein 1
NYD-SP28 protein

Ornithine carbamoyltransferase
Ornithine cyclodeaminase

Ornithine decarboxylase

P115, putative
Pelo protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
precursor

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
precursor

Peptidyl-tRNA hydrolase

Peroxiredoxin 1

Peroxiredoxin 1

Phosphatase

Phosphatase

Phosphatase subunit gene g4-1
Phosphatase, putative
Phosphatidate cytidylyltransferase
Phosphatidyl synthase

Phosphatidylinositol transfer protein
alpha isoform
Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
kinase, putative
Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
kinase, putative
Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
kinase, putative
Phosphoenolpyruvate carboxykinase

Phosphoglycerate kinase
Phosphoglycolate phosphatase
Phosphoglycolate phosphatase
Phospholipase B
Phospholipase B

Phospholipid-transporting ATPase IIB,
putative
Phosphomannomutase-2

Phosphomannomutase-2

Phosphoprotein phosphatase 2A
regulatory subunit

Phosphorylase B kinase gamma catalytic
chain

Phosphorylase B kinase gamma catalytic
chain

Phosphotyrosyl phosphatase activator
protein, putative

Plasma membrane calcium-transporting
ATPase 2

Plasma membrane calcium-transporting
ATPase 2

Polyadenylate-binding protein, putative

Potassium-transporting ATPase alpha
chain 1
Prefoldin subunit 3, putative

Preimplantation protein 3

Prenylated synaptobrevin/VAMP,
putative

104
a4

18

19

22,5
27,6
35,3

42,2

43,6

159,4
73,9
59
85,5

160,5

85,3

50
147,9
21,8
26,8

24

10

10

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Unién
Otras
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas

Enzimas metabolicas

Transporte
Otras
Otras

Otras

Otras

Otras

Otras
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Enzimas metébolicas
Enzimas metabolicas

Enzimas metébolicas
Enzimas metébolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas

Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Transporte

Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Unién
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas

Kinasas/Fosfatasas

Transporte

Transporte

Unién
Transporte
Plegamiento
Unién

Transporte
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GL50803_2933

GL50803_15983
GL50803_13127
GL50803_3209

GL50803_13756

GL50803_1995
GL50803_12949
GL50803_27059
GL50803_9824

GL50803_17046
GL50803_114671
GL50803_32778
GL50803_7414
GL50803_8235
GL50803_16220
GL50803_14745
GL50803_14800
GL50803_7375
GL50803_16435
GL50803_113622
GL50803_10219
GL50803_14434
GL50803_14679
GL50803_101397
GL50803_14485
GL50803_16326
GL50803_11499
GL50803_21603

GL50803_24842

GL50803_7268
GL50803_95192
GL50803_17096
GL50803_17097
GL50803_103783
GL50803_14133
GL50803_24009
GL50803_13766
GL50803_6344
GL50803_17608
GL50803_5188
GL50803_3760
GL50803_40016
GL50803_40014
GL50803_10703

GL50803_6081

Programmed cell death protein-like
protein
Prolyl-tRNA synthetase

Proteasome subunit beta type 1
Proteasome subunit beta type 2
Proteasome subunit beta type 3

Proteasome subunit beta type 4
precursor

Proteasome subunit beta type 5
precursor

Proteasome subunit beta type 7
precursor

Proteasome subunit beta type 9
precursor

Protein 21.1

Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1

Protein 21.1

19,9
61
28,4
23,7
23

23,4

29,3
24,1
74,5
69,4
64,2
40,6
33,6
71,1
67,5
43,7
86,8
77
164
159,1
49,7

54,1

201,3

125,8
124,3
85,4

162,9

24,9
61,9
57,1
50,1
70,6
119,4
22

132,4
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Ausente

Presente
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Ausente

Presente

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Unién

Unién

Protedlisis

Protedlisis

Protedlisis
Protedlisis

Protedlisis

Protedlisis

Protedlisis

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién
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Unién

Unién
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X
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X
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GL50803_88369
GL50803_4383
GL50803_17551
GL50803_14254
GL50803_17568
GL50803_102813
GL50803_3903
GL50803_7679
GL50803_27925
GL50803_17130
GL50803_16227
GL50803_17585
GL50803_17586
GL50803_17053
GL50803_88245
GL50803_88735
GL50803_9030
GL50803_24194
GL50803_8174
GL50803_16354
GL50803_103810
GL50803_103807
GL50803_4767
GL50803_16532
GL50803_9720
GL50803_14859
GL50803_3475
GL50803_92134
GL50803_11165
GL50803_11164
GL50803_17060
GL50803_10911
GL50803_137703
GL50803_23492
GL50803_14872
GL50803_40390
GL50803_21505
GL50803_5171
GL50803_102023
GL50803_24590
GL50803_16915
GL50803_12139
GL50803_16891
GL50803_29487
GL50803_9413

GL50803_14670

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein 21.1

Protein C21orf2

Protein disulfide isomerase PDI1

Protein disulfide isomerase PDI2
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GL50803_103713
GL50803_8064
GL50803_6724
GL50803_87202
GL50803_14730

GL50803_16443

GL50803_32312
GL50803_9293
GL50803_16180

GL50803_16567
GL50803_4079

GL50803_17567
GL50803_91348
GL50803_14993

GL50803_3206
GL50803_17143
GL50803_9909
GL50803_114609
GL50803_17063
GL50803_11495
GL50803_1695
GL50803_9558
GL50803_15567
GL50803_16636
GL50803_16979
GL50803_8497
GL50803_8496
GL50803_16450
GL50803_16969

GL50803_13452

GL50803_13550
GL50803_15297
GL50803_27614
GL50803_21750
GL50803_10428
GL50803_1345

GL50803_5593

GL50803_14938
GL50803_14622
GL50803_11247
GL50803_14091
GL50803_98056
GL50803_11950
GL50803_16387

GL50803_16431

Protein disulfide isomerase PDI4
Protein disulfide isomerase PDI5
Protein F17L21.10

Protein F54C1.5

Protein LRP16

Protein phosphatase 2A B' regulatory
subunit Wdb1
Protein phosphatase 2C

Protein phosphatase 2C-like protein
Protein phosphatase methylesterase-1

Protein phosphatase PP2A regulatory
subunit A

Protein phosphatase PP2A regulatory
subunit B

Protein phosphatases PP1 regulatory
subunit SDS22

Purine nucleoside phosphorylase lateral
transfer candidate
Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-
phosphotransferase alpha subunit
Pyruvate kinase

Pyruvate kinase

Pyruvate, phosphate dikinase
Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
Rab GDI

Rab11

Rabla

Rab2a

Rab2b

Rab32, putative

RabF

Rac/Rho-like protein

Radial-spoke protein

RAN binding protein 1

Regulator of nonsense transcripts 1-like
protein
Rho GAP, putative

Ribokinase

Ribose 5-phosphate isomerase
Ribose-phosphate pyrophosphokinase
Ribosomal protein L10
Ribosomal protein L10a
Ribosomal protein L11
Ribosomal protein L12
Ribosomal protein L13
Ribosomal protein L13a
Ribosomal protein L14
Ribosomal protein L17
Ribosomal protein L18
Ribosomal protein L18a

Ribosomal protein L19

88,4
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138,8
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24,6
30,2
30
23,9
34,2
18,7
147,4
21,7
36,6
15,3
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24,2
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19,6
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14,8
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Kinasas/Fosfatasas
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Enzimas metébolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metébolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metébolicas
Transporte
Transporte
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Transporte
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Transporte
Sefializacion

Otras

Transporte

Unién

Sefializacion
Enzimas metabolicas
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GL50803_16086
GL50803_15520
GL50803_10091
GL50803_7870
GL50803_19003
GL50803_15046
GL50803_8462
GL50803_16310
GL50803_16525
GL50803_14321
GL50803_16368
GL50803_14049
GL50803_6133
GL50803_5947
GL50803_5517
GL50803_17547
GL50803_17395
GL50803_19436
GL50803_17244
GL50803_17056
GL50803_17337
GL50803_10919
GL50803_14827
GL50803_33862
GL50803_16652
GL50803_7878
GL50803_15228
GL50803_4652
GL50803_6135
GL50803_15551
GL50803_8118
GL50803_6022
GL50803_7082
GL50803_14699
GL50803_10367
GL50803_17364
GL50803_7999
GL50803_16265
GL50803_11359
GL50803_12981
GL50803_14620
GL50803_14329
GL50803_5845
GL50803_4547
GL50803_7766

GL50803_10324

Ribosomal protein L2
Ribosomal protein L21
Ribosomal protein L23
Ribosomal protein L23A
Ribosomal protein L24A
Ribosomal protein L26
Ribosomal protein L27
Ribosomal protein L27a
Ribosomal protein L3
Ribosomal protein L30
Ribosomal protein L31B
Ribosomal protein L32
Ribosomal protein L35
Ribosomal protein L35a
Ribosomal protein L37a
Ribosomal protein L4
Ribosomal protein L5
Ribosomal protein L7
Ribosomal protein L7a
Ribosomal protein L9
Ribosomal protein P1B
Ribosomal protein S10B
Ribosomal protein S11
Ribosomal protein S12
Ribosomal protein S13
Ribosomal protein S14
Ribosomal protein S15A
Ribosomal protein S16
Ribosomal protein S17
Ribosomal protein S18
Ribosomal protein S2
Ribosomal protein S20
Ribosomal protein S21
Ribosomal protein S23
Ribosomal protein S24
Ribosomal protein S26
Ribosomal protein S3
Ribosomal protein S3a
Ribosomal protein S4
Ribosomal protein S5
Ribosomal protein S6
Ribosomal protein S7
Ribosomal protein S8
Ribosomal protein S9

Ribosomal protein SA

Ribulose-phosphate 3-epimerase

27

18,2
15,4
16

12

15,6
15,3
17,1
42,6
11,7
12,2
15,9
17,4
13,9
10,5
35

33,9
27

25,4

20,8

24,7
28,3
30,4
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21,7
19,4
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GL50803_7662
GL50803_23602
GL50803_5659
GL50803_4410
GL50803_13528
GL50803_137698
GL50803_2562
GL50803_5744
GL50803_3896
GL50803_15214

GL50803_7439

GL50803_11740

GL50803_5010

GL50803_15410

GL50803_14568

GL50803_15871

GL50803_10711

GL50803_2053
GL50803_2198
GL50803_7588

GL50803_14545
GL50803_14311

GL50803_3313
GL50803_4653
GL50803_101501
GL50803_8044
GL50803_5328
GL50803_8916
GL50803_14856

GL50803_16263

GL50803_101906

GL50803_7287

GL50803_17465
GL50803_6408

GL50803_94322
GL50803_12046
GL50803_16500
GL50803_96399
GL50803_21444
GL50803_16013
GL50803_7031

GL50803_13372
GL50803_24537
GL50803_24122

GL50803_17055

RNase L inhibitor

RTCB PROTEIN
S-adenosylmethionine synthetase
SALP-1

Secl vATPase

Sec13

Sec31

Sec61-alpha

Sec61l-gamma

Ser/Thr phosphatase

Ser/Thr phosphatase 2A, 65kDa reg sub
A
Ser/Thr phosphatase 2C, putative

Ser/Thr phosphatase PP2A-2 catalytic
subunit
Ser/Thr protein kinase

Ser/Thr protein phosphatase PP1-alpha
2 catalytic subunit
Serine peptidase, putative

Serine/Threonine protein phosphatase

Serine/threonine protein phosphatase 4
Serine/threonine protein phosphatase 5
Serine/threonine protein phosphatase 7

Serine/threonine protein phosphatase
PP1isozyme 7

Serine/threonine protein phosphatase
PP-Xisozyme 2

Serine-pyruvate aminotransferase

Serpin 1

Seryl-tRNA synthetase

Seven transmembrane protein 1
Sigma adaptin

Signal recognition particle 68kDa
Signal recognition particle receptor

Sjogren's syndrome nuclear
autoantigen 1-like protein
SKD1 protein

Small glutamine-rich tetratricopeptide
repeat-containing protein
SMC4-like protein

SnRNP Sm-like protein, putative
Spastin

SPEF1-like protein
Sperm-associated WD-repeat protein
Spindle pole body protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative

Spindle pole protein, putative
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GL50803_33660
GL50803_14895
GL50803_27310
GL50803_91480
GL50803_14469
GL50803_3869

GL50803_96994
GL50803_7309

GL50803_9825

GL50803_17565
GL50803_91919
GL50803_17482
GL50803_11397
GL50803_11992
GL50803_16124
GL50803_17411
GL50803_13500
GL50803_10231
GL50803_16934
GL50803_9827

GL50803_12108

GL50803_13998

GL50803_10843

GL50803_16893
GL50803_137603
GL50803_16795
GL50803_16568
GL50803_16817
GL50803_8524
GL50803_9704
GL50803_13561
GL50803_7990

GL50803_2970

GL50803_14606

GL50803_10255

GL50803_480
GL50803_93275

GL50803_6242

GL50803_17571
GL50803_32375
GL50803_93938
GL50803_11100
GL50803_3032

GL50803_87817

GL50803_14787

Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Stress-induced-phosphoprotein 1
STU2-like protein
Synaptobrevin-like protein
Syntaxin 16

Syntaxin 1A

Syntaxin-like protein 1
TBP-interacting protein TIP49
TBP-interacting protein TIP49
TCP-1 chaperonin subunit alpha
TCP-1 chaperonin subunit alpha
TCP-1 chaperonin subunit beta
TCP-1 chaperonin subunit epsilon
TCP-1 chaperonin subunit eta
TCP-1 chaperonin subunit gamma
TCP-1 chaperonin subunit theta
TCP-1 chaperonin subunit zeta
Tetratricopeptide repeat protein
Thioredoxin reductase

Threonine dehydratase lateral transfer
candidate
Threonyl-tRNA synthetase

Thymus-specific serine protease
precursor
Tip elongation aberrant protein 1

TMP52

Topoisomerase ||

Transcription factor, putative
Transglutaminase/protease, putative
Transitional endoplasmic reticulum A
Transketolase

Traduccién elongation factor
Traduccidn elongation factor

Traduccion initiation factor 2 gamma
subunit
Traduccidn initiation factor 6

Traduccidn initiation factor elF-4A,
putative
Traduccién initiation inhibitor

Traducciénal activator GCN1
Traducciénally controlled tumor
protein-like protein

Trichohyalin

Trichohyalin

Triosephosphate isomerase, cytosolic
TRP domain containing protein
Tryptophanyl-tRNA synthetase
Tubby superfamily protein

Type Il inositol-1,4,5-trisphosphate 5-
phosphatase precursor
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GL50803_7296

GL50803_7110
GL50803_14460
GL50803_3994

GL50803_15270
GL50803_10661

GL50803_3978
GL50803_15252

GL50803_9779
GL50803_6563
GL50803_8217
GL50803_16549
GL50803_17536

GL50803_29307
GL50803_7532

GL50803_12216
GL50803_87058
GL50803_13000
GL50803_3678
GL50803_14961
GL50803_100864
GL50803_103855
GL50803_23833

GL50803_18470

GL50803_8367
GL50803_9489
GL50803_38901
GL50803_137612
GL50803_11521
GL50803_33279
GL50803_101765
GL50803_137740
GL50803_137606
GL50803_40630
GL50803_112801
GL50803_137618
GL50803_116477
GL50803_137707
GL50803_137617
GL50803_13194
GL50803_137613
GL50803_115797
GL50803_112208
GL50803_113439

GL50803_113450

U2 small nuclear ribonucleoprotein A',
putative

Ubiquitin

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 4
Ubiquitin fusion degradation protein 1
Ubiquitin protein, putative
Ubiquitin-conjugating enzyme E1
Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17
kDa

Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17
kDa 3

UPL-1

Uracil phosphoribosyltransferase
Uridine kinase

Uridine kinase

UsoAp

UTP-glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

Vacuolar ATP synthase catalytic subunit
A

Vacuolar ATP synthase subunit B

Vacuolar ATP synthase subunit C
Vacuolar ATP synthase subunit d
Vacuolar ATP synthase subunit D
Vacuolar ATP synthase subunit H
Vacuolar protein sorting 26, putative
Vacuolar protein sorting 29
Vacuolar protein sorting 35

Vacuolar proton-ATPase subunit,
putative
VATPase

V-SNARE
VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP AS8
VSP with INR
VSP with INR
VSP with INR
VSP with INR

VSP with INR
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55,6
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17,6
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343
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104,1

46,4
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74,8

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Unién

Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis

Protedlisis
Protedlisis

Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Enzimas metabolicas
Transporte

Enzimas metabolicas
Vacuolar

Vacuolar
Vacuolar
Vacuolar
Vacuolar
Vacuolar
Transporte
Transporte
Transporte

Vacuolar

Transporte
Transporte
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras

Otras

Anexo |

X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X
X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X
X X
X
X X
X X
X X
X
X X
X X
X X
X
X X
X X
X X
X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X

Pagina | 123



GL50803_113797
GL50803_119707
GL50803_101074
GL50803_16501
GL50803_14586
GL50803_11470
GL50803_15218
GL50803_15956
GL50803_7807
GL50803_10822
GL50803_16709
GL50803_10429
GL50803_17327
GL50803_33037
GL50803_95895
GL50803_16811

GL50803_8842

VSP with INR

VSP with INR

VSP with INR

VSP with INR

VSP with INR

VSP with INR

WD-40 repeat protein
WD-40 repeat protein
WD-40 repeat protein
WD-40 repeat protein family
WD-repeat membrane protein
Wos2 protein

Xaa-Pro dipeptidase

Zinc finger domain protein
ZipA

ZipA

ZPR1

72,5
69,8
76,7
70,8
75,5
69,2
83,7
67,2
59,7
38,5
213,3
20,8

49,6

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Unién
Unién
Unién
Unién
Unién
Unién
Unién
Otras
Otras
Otras

Unién
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X
X X
X X
X X
X X
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X X

X
X X
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X

X
X X
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Anexo |

ANEXO I: Analisis espectometria de masa ensamblaje B (GS/H7)

N° de acceso Descripcion MW [kDa] #DTM Peptido sefial Funcién tMVs tExo
GL50581_2925 14-3-3 protein 28,6 0 Ausente Sefializacion X X
GL50581_353 2 cysteine membrane protein Group 1 170,3 1 Presente Otras X
GL50581_727 2 cysteine membrane protein Group 1 73,1 1 Presente Otras X
GL50581_670 2 cysteine membrane protein Group 2 98,9 1 Presente Otras X
GL50581_3457 2 cysteine protein 74,1 1 Ausente Otras X X
GL50581_2768 2 cysteine protein 36,9 1 Ausente Otras X X
GL50581_3638 2 cysteine protein 55,8 1 Presente Otras X
GL50581_2437 2 cysteine protein 71,7 1 Presente Otras X
GL50581_945 2,3-bisphosphoglycerate-independent 65 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
phosphoglycerate mutase
GL50581_1555 20S proteasome alpha subunit 1 27,2 0 Ausente Protedlisis X X
GL50581_2225 20S proteasome alpha subunit 2 27,5 0 Ausente Protedlisis X X
GL50581_2414 20S proteasome alpha subunit 3 26,7 0 Ausente Protedlisis X X
GL50581_2467 20S proteasome alpha subunit 4 23,3 0 Ausente Protedlisis X X
GL50581_1859 20S proteasome alpha subunit 5 26,8 0 Ausente Protedlisis X X
GL50581_969 20S proteasome alpha subunit 6 28,3 0 Ausente Protedlisis X X
GL50581_4001 20S proteasome alpha subunit 7 29,5 0 Ausente Protedlisis X
GL50581_3669 26S protease regulatory subunit 7 44,1 0 Ausente Protedlisis X
GL50581_1561 4-alpha-glucanotransferase, amylo- 196 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
alpha-1,6-glucosidase
GL50581_203 4-methyl-5-thiazole monophosphate 19,6 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
biosynthesis enzyme
GL50581_4069 5'-AMP-activated protein kinase, 39,5 0 Ausente Enzimas metabdlicas X
gamma-1 subunit
GL50581_587 5'-methylthioadenosine nucleosidase, 28,8 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
S-adenosylhomocysteine nucleosidase
GL50581_4317 6-phosphogluconate dehydrogenase, 52,2 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
decarboxylating
GL50581_614 70 kDa peptidylprolyl isomerase, 37,7 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
putative
GL50581_3697 AAA family ATPase 96,3 0 Ausente Unién X X
GL50581_2335 ABC transporter family protein 119,6 6 Ausente Transporte X
GL50581_2323 ABC transporter family protein 123,8 8 Ausente Transporte X
GL50581_4562 ABC transporter, ATP-binding protein 221,2 13 Presente Transporte X X
Presente
GL50581_1757 ABC transporter, ATP-binding protein, 2319 14 Presente Transporte X
putative
GL50581_1568 Acetyl-CoA synthetase 76,6 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50581_370 Acid sphingomyelinase-like 49,6 0 Presente Sefializacion X X
phosphodiesterase 3b precursor
GL50581_1271 Acidic ribosomal protein PO 35,1 0 Ausente Ribosomal X X
GL50581_3124 Actin related protein 106,6 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50581_16 Actin related protein 41,7 0 Ausente Citoesqueleto X X
GL50581_2507 Acyl-CoA synthetase 98,8 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50581_2965 Adenine phosphoribosyltransferase 19,4 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50581_2190 Adenylate kinase 32,1 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50581_3791 Adenylate kinase 28,3 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50581_3933 Adenylate kinase 21,2 0 Presente Enzimas metabdlicas X
GL50581_1483 ADP-ribosylation factor 21,8 0 Ausente Unién X X
GL50581_2957 Alanine aminotransferase, putative 58,3 0 Ausente Enzimas metabdlicas X X
GL50581_499 Alanine aminotransferase, putative 53 0 Ausente Enzimas metabdlicas X
GL50581_1499 Alanyl dipeptidyl peptidase 80,4 0 Presente Enzimas metabdlicas X X

Pagina | 125



GL50581_2060

GL50581_2728
GL50581_1580
GL50581_396

GL50581_954
GL50581_4007
GL50581_3397
GL50581_2475
GL50581_2473
GL50581_4146
GL50581_2474
GL50581_2463
GL50581_2462
GL50581_1059
GL50581_1672
GL50581_2495
GL50581_4264
GL50581_1670
GL50581_2198
GL50581_722

GL50581_354

GL50581_1865
GL50581_1380
GL50581_3507
GL50581_2286
GL50581_3080
GL50581_2752
GL50581_2277
GL50581_1575
GL50581_3753
GL50581_129

GL50581_1298
GL50581_3815

GL50581_2893

GL50581_1550

GL50581_265

GL50581_2400

GL50581_3621
GL50581_3010
GL50581_3100
GL50581_1626

GL50581_769
GL50581_3967

GL50581_3367

Alanyl dipeptidyl peptidase

Alcohol dehydrogenase 3 lateral
transfer candidate

Alcohol dehydrogenase lateral transfer
candidate

Alcohol dehydrogenase lateral transfer
candidate

Aldose reductase

Aldose reductase

Alpha adaptin

Alpha-10 giardin

Alpha-11 giardin

Alpha-14 giardin

Alpha-15 giardin

Alpha-17 giardin

Alpha-18 giardin

Alpha-19 giardin

Alpha-2 giardin

Alpha-2 giardin

Alpha-3 giardin

Alpha-6 giardin

Alpha-9 giardin

Alpha-snap

Alpha-snap

Alpha-SNAP, putative
Alpha-tubulin

Amino acid Transporter, putative
Aminoacyl-histidine dipeptidase
Aminoacyl-histidine dipeptidase
ARF GAP

ARF3

Arginine deiminase
Arginyl-tRNA synthetase

ARL protein, putative

ARL1

Arsenical pump-driving ATPase
Aspartate aminotransferase,
cytoplasmic

Aspartyl-tRNA synthetase

ATP binding protein associated with cell
differentiation, putative
ATP/GTP binding protein, putative

ATP-dependent RNA helicase p47,
putative

ATP-dependent RNA helicase p54,
putative

ATP-dependent RNA helicase-like
protein

A-type flavoprotein lateral transfer
candidate

Axonemal p66.0

Axoneme central apparatus protein

Axoneme-associated protein GASP-180

86,8
45,2
45,3

44,5

33,4
33,3

34

62,5
20,8

51,8

50

48,3

73,4

46,4

62,4
54,2

172,6
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Ausente
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Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Enzimas metabdlicas

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Transporte

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Unién

Unién

Unién

Citoesqueleto
Transporte
Protedlisis

Enzimas metabdlicas
Transporte

Unién

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Unién

Proteina de unién
Transporte

Enzimas metabdlicas
Unién

Otras

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Unién

Anexo |

X

X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X

X X
X X
X X
X X
X X
X X
X

X X
X X
X X
X X
X X
X X
X

X

X

X

X X
X

X X
X

X X
X X

Pagina | 126



GL50581_422
GL50581_2237
GL50581_4388
GL50581_981

GL50581_4548
GL50581_2741
GL50581_3283

GL50581_4524

GL50581_383
GL50581_1525
GL50581_2793
GL50581_3112

GL50581_1446

GL50581_2343
GL50581_3552
GL50581_78
GL50581_2946
GL50581_438
GL50581_4331
GL50581_4332
GL50581_474

GL50581_4006

GL50581_4229
GL50581_3107
GL50581_3858
GL50581_4490
GL50581_1542
GL50581_2432
GL50581_3576
GL50581_3972
GL50581_585

GL50581_4002
GL50581_1195
GL50581_3824
GL50581_685

GL50581_3768
GL50581_615

GL50581_2504
GL50581_2563
GL50581_418

GL50581_3260
GL50581_1073
GL50581_3871
GL50581_3075

GL50581_1023

Axoneme-associated protein GASP-180
Axoneme-associated protein GASP-180
Axoneme-associated protein GASP-180
Bet3-like protein

Beta adaptin

Beta-giardin

Bip

Branched-chain amino acid
aminotransferase lateral transfer
candidate

C4 group specific protein

Calcineurin B subunit
Calmodulin
Caltractin

CAMP-dependent protein kinase
regulatory chain
Carbamate kinase

Casein kinase Il beta chain
Cathepsin B precursor
Cathepsin B precursor
Cathepsin B precursor
Cathepsin L precursor
Cathepsin L precursor

CDC72
CDP-diacylglycerol-glycerol-3-
phosphate 3-phosphatidyltransferase
Centrin

Chaperone protein Dnal
Chaperone protein dnal
Chaperone protein dnal
Chaperone protein dnal
Chaperone protein dnal
Chaperone protein DnaK HSP70
Chaperonin 60

Clathrin heavy chain

Clusterin associated protein 1, putative
Coatomer beta' subunit
Coatomer delta subunit
Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

74,4

39,2

22,3
21,8
17,3
20,2

50,6

30,8
18,7
44,7

67

207,6
49,1
109,6
32,8
186,6
30,2
190,4
133,4
149,2
73,8
142,1

177

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

Presente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

Presente

Presente
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Presente
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Ausente
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Ausente

Ausente

Unién
Unién
Unién
Transporte
Transporte
Otras
Transporte

Enzimas metabdlicas

Otras

Unién

Unién

Unién
Sefializacion
Enzimas metabdlicas
Sefializacion
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis
Otras
Enzimas metabdlicas
Unién
Plegamiento
Unién

Unién
Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento
Unién
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Otras

Otras

Otras

Otras

Otras
Kinasas/Fosfatasas
Otras

Otras

Unién

Otras

Otras
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GL50581_2063
GL50581_2052
GL50581_3336
GL50581_1282
GL50581_1547
GL50581_3536
GL50581_2652
GL50581_3236
GL50581_1540

GL50581_3484

GL50581_3589
GL50581_3526
GL50581_1228
GL50581_2353
GL50581_3622
GL50581_2444
GL50581_3174
GL50581_338

GL50581_4543
GL50581_937

GL50581_3962

GL50581_3606
GL50581_1260

GL50581_3800

GL50581_3623

GL50581_241

GL50581_1962
GL50581_1210
GL50581_3664
GL50581_4038
GL50581_705

GL50581_2837
GL50581_415

GL50581_3789
GL50581_2424
GL50581_4245
GL50581_3742
GL50581_2320
GL50581_1860
GL50581_1601
GL50581_2834
GL50581_3016
GL50581_2800
GL50581_3682

GL50581_2666

Coiled-coil protein

Coiled-coil protein

Copine

Copine |

Copine |

Copper-transporting P-type ATPase
CTP synthase/UTP-ammonia lyase
CXC-rich protein

Cyclin 2 related protein, putative

Cyclin-dependent kinases regulatory
subunit
Cysteine desulfurase

Cysteinyl-tRNA synthetase

Cytidine deaminase

Cytosolic HSP70

DEAD box RNA helicase Vasa
Degreening related gene dee76 protein
Delta giardin

Deoxyhypusine synthase, putative
Deoxynucleoside kinase
Deoxyribose-phosphate aldolase

Developmentally regulated GTP-binding
protein 1
Dipeptidyl-peptidase | precursor

Dipeptidyl-peptidase | precursor

Dual specificity phosphatase Cdc25,
putative
Dual specificity phosphatase, catalytic

Dual specificity protein phosphatase
CDC14A
Dynamin

Dynein binding protein, putative
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein heavy chain
Dynein intermediate chain
Dynein intermediate chain
Dynein light chain

Dynein light chain

Dynein light chain

Dynein light chain

Dynein light chain

103,8

194,4
99,2

187

47,5
73,3
14,5
71,6
73
37,7
30,7
43,5
16,3
27,7
41,3
62,4
59,6
13,1
76,9
66
79,7
81,6
629,4
261,7
553,2
302,1
274,3
492,3
155,7
570,3
82,8
43,3
83,7
70

10,4

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente
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Otras

Otras

Unién

Otras

Otras

Unién

Enzimas metabdlicas
Otras

Unién

Otras

Enzimas metabdlicas
Unién

Enzimas metabdlicas
Plegamiento

Unién

Unién

Otras

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Unién

Protedlisis
Protedlisis

Kinasas/Fosfatasas

Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Unién

Unién
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
Citoesqueleto
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GL50581_72
GL50581_71
GL50581_3471
GL50581_2208
GL50581_2203
GL50581_1407
GL50581_1467
GL50581_3522
GL50581_49
GL50581_413
GL50581_1508
GL50581_1765
GL50581_996
GL50581_951

GL50581_4371
GL50581_4071
GL50581_3652
GL50581_55

GL50581_333

GL50581_1977

GL50581_3281
GL50581_4021
GL50581_3056
GL50581_4194

GL50581_2531
GL50581_4472
GL50581_3593

GL50581_1489
GL50581_4115
GL50581_4558
GL50581_4532
GL50581_3956
GL50581_1587
GL50581_4027
GL50581_943

GL50581_4318
GL50581_1444
GL50581_3819
GL50581_1225

GL50581_521

GL50581_2252

GL50581_4196

GL50581_1415

Dynein light chain

Dynein light chain

Dynein light intermediate chain
Dynein regulatory complex
Dynein-like protein

E04F6.2 like protein

E04F6.2 like protein

EB1

EH domain binding protein epsin 2
Elongation factor 1-alpha
Elongation factor 1-gamma
Elongation factor 2

Elongation initiation factor 5C
Endothelin-converting enzyme 2

Enolase

Eukaryotic peptide chain release factor
subunit 1

Eukaryotic Traduccidn initiation factor
1A

Eukaryotic Traduccion initiation factor 2
alpha subunit

Eukaryotic Traduccion initiation factor 5

Eukaryotic Traduccidn initiation factor
SA
Farnesyl diphosphate synthase

Fe-hydrogenase-1

FixW protein, putative

FixW protein, putative

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase

Flagella associated protein

Fructose-bisphosphate aldolase

G1 to S phase transition protein 1,
putative
Gamma giardin

Gamma tubulin

Giardia trophozoite antigen GTA-1
Giardia trophozoite antigen GTA-2
Glucokinase

Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
Glucose-6-phosphate isomerase
Glutamate synthase
Glutaredoxin-related protein

Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
Glycine-, glutamate-,

thienylcyclohexylpiperidine-binding
protein

Glycogen phosphorylase

45,8
49,1
45,2
99,6
47
15,3
48,1
51,2

18

46,2
52,4
23,1

15

122

104,6
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Citoesqueleto
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Citoesqueleto
Unién

Unién

Unién
Transporte
Traduccién
Traduccién
Traduccién
Traduccién
Otras

Enzimas metabdlicas
Traduccién
Traduccién
Traduccién

Traduccién
Traduccién

Enzimas metabdlicas
Otras

Otras

Otras

Unién

Unién

Unién

Citoesqueleto
Enzimas metabdlicas
Unién

Otras

Citoesqueleto

Otras

Otras

Enzimas metabdlicas
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GL50581_1905
GL50581_2717

GL50581_3772

GL50581_1516
GL50581_4468

GL50581_2747

GL50581_2668

GL50581_2996
GL50581_489
GL50581_3805
GL50581_1005
GL50581_635
GL50581_2330
GL50581_2256
GL50581_1929
GL50581_4029
GL50581_3389
GL50581_3602
GL50581_3007
GL50581_4513
GL50581_988
GL50581_2708
GL50581_3070
GL50581_4422
GL50581_4445
GL50581_436
GL50581_1377
GL50581_2274
GL50581_3821
GL50581_2191
GL50581_1472
GL50581_3987
GL50581_40
GL50581_1117
GL50581_3610
GL50581_1125
GL50581_3903
GL50581_2163
GL50581_1160
GL50581_2869
GL50581_327
GL50581_2567
GL50581_1619
GL50581_4427

GL50581_2405

Glycogen synthase, putative
Glycyl-tRNA synthetase

Golgi/cell cycle associated protein,
putative
Gp49, putative

Grp94/Hsp90

GTP-binding nuclear protein RAN/TC4

GTP-binding protein
GTP-binding protein Sarl
GTP-binding protein, putative
Guanine phosphoribosyltransferase
HAML1 protein

Heat shock protein 70

Heat shock protein HSP 90-alpha
Heat shock protein HSP 90-alpha
Heat-shock protein, putative
Hexose Transporter
Histidyl-tRNA synthetase
Histone H2A

Histone H2B

Histone H3

Histone H4

Hydroxyacylglutathione hydrolase

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

80,1
69,5
52,9
50,1
98,8

25,4

21,4
138,5
37
42,8
94,7
57,6
105,6

13,8

53,4
240,9
180,6
707,3
322,1

67,5
171,1

162
115,6

153
180,9
152,8
157,1
188,3
131,1
188,6

89
122,3
224,6
146,1
116,7
254,1

202,2
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Ausente

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Enzimas metabdlicas
Sefializacion

Unién

Sefializacion
Plegamiento
Transporte

Unién

Unién

Unién

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento
Transporte
Traduccién

Otras

Otras

Otras

Otras

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética

Unién

Unién

Hipotética
Hipotética

Unién

Hipotética
Protedlisis
Hipotética
Hipotética

Unién

Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética

Hipotética
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X

X

X

X

X X

X X

X

X X

X X
X

X X

X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X

X

X

X X

X X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
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GL50581_2952
GL50581_1379
GL50581_2683
GL50581_174
GL50581_1069
GL50581_976
GL50581_3390
GL50581_3784
GL50581_867
GL50581_3696
GL50581_857
GL50581_1311
GL50581_4065
GL50581_2570
GL50581_1155
GL50581_881
GL50581_693
GL50581_3318
GL50581_4212
GL50581_2394
GL50581_2967
GL50581_1997
GL50581_3698
GL50581_4015
GL50581_59
GL50581_2103
GL50581_3341
GL50581_1750
GL50581_1848
GL50581_2758
GL50581_4420
GL50581_1952
GL50581_210
GL50581_4133
GL50581_3890
GL50581_757
GL50581_1231
GL50581_3659
GL50581_4313
GL50581_1748
GL50581_2651
GL50581_2588
GL50581_297
GL50581_1559
GL50581_1558

GL50581_2564

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Reg Vps4
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
VPS2

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Vps24

Vps25

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

13,9
200,3
196,1
186,7
45,5
210,9
121,4
83,2
121,3
113,1
20,5
381,4
221,4
94,5
97,2
214
149,9
35,6
103,6

42,1

146,9

73,8
37,2
53,8
22,8
21,3
62,6
33,2
56,3

43,6

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Enzimas metabdlicas
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Unién
Transporte
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Transporte
Unién
Transporte
Hipotética
Hipotética
Unién
Transporte
Transporte
Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
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X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
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GL50581_4499
GL50581_1402
GL50581_3935
GL50581_1424
GL50581_1522
GL50581_3951
GL50581_1609
GL50581_712

GL50581_1326
GL50581_2294
GL50581_3566
GL50581_1150
GL50581_2436
GL50581_2067
GL50581_3581
GL50581_1349
GL50581_1807
GL50581_261

GL50581_2613
GL50581_4347
GL50581_1838
GL50581_823

GL50581_1751
GL50581_897

GL50581_553

GL50581_1102
GL50581_3106
GL50581_266

GL50581_3153
GL50581_1363
GL50581_1512
GL50581_3308
GL50581_1056
GL50581_1933
GL50581_2012
GL50581_3478
GL50581_3142
GL50581_492

GL50581_665

GL50581_1781
GL50581_2574
GL50581_1224
GL50581_305

GL50581_4523
GL50581_3528

GL50581_3387

Hypothetical protein
Vps22

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

30
27,2
43
49,5
26,2
95,4
14,9
21,2
41,1

110,8

55
10,4

29

41,6

45,6
33,3

186

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Hipotética
Transporte
Hipotética
Otras
Hipotética
Hipotética
Otras
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Transporte
Traduccién
Enzimas metabdlicas
Hipotética
Hipotética
Unién
Transporte
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética

Hipotética
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X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
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X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
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X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
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GL50581_45
GL50581_3760
GL50581_3477
GL50581_3199
GL50581_661

GL50581_3354
GL50581_3102
GL50581_3476
GL50581_3134
GL50581_4143
GL50581_461

GL50581_1463
GL50581_786

GL50581_3792
GL50581_913

GL50581_681

GL50581_2088
GL50581_1330
GL50581_4495
GL50581_2812
GL50581_2978
GL50581_1222
GL50581_2576
GL50581_4303
GL50581_4162
GL50581_4139
GL50581_3192
GL50581_2165
GL50581_4297
GL50581_3453
GL50581_1694
GL50581_472

GL50581_714

GL50581_1206
GL50581_2458
GL50581_1316
GL50581_3179
GL50581_1913
GL50581_1253
GL50581_3422
GL50581_278

GL50581_3826
GL50581_3909
GL50581_631

GL50581_3228

GL50581_2776

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

36,4

41,8

40,5

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Hipotética
Hipotética
Otras
Hipotética
Otras
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Sefializacion
Hipotética
Plegamiento
Hipotética
Otras
Otras
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Traduccién
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética

Hipotética
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X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
X X
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X X
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GL50581_1989
GL50581_3295
GL50581_434
GL50581_4172
GL50581_1950
GL50581_2763
GL50581_2867
GL50581_364
GL50581_1488
GL50581_586
GL50581_316
GL50581_4401
GL50581_2999
GL50581_352
GL50581_1392
GL50581_4322
GL50581_3986
GL50581_2773
GL50581_4081
GL50581_66
GL50581_4045
GL50581_927
GL50581_3077
GL50581_4493
GL50581_3563
GL50581_3608
GL50581_2814
GL50581_3165
GL50581_3133
GL50581_1879
GL50581_2395
GL50581_2385
GL50581_1202
GL50581_1131
GL50581_1449
GL50581_3312
GL50581_998
GL50581_2366
GL50581_1883
GL50581_4528
GL50581_628
GL50581_3849
GL50581_1740
GL50581_1709
GL50581_1510

GL50581_320

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

114,2

15,4

13,8

31,4
53,7
51,6

26

53,8
30
69,6

50,1

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Hipotética
Unién
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Unién
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Plegamiento
Hipotética
Hipotética
Plegamiento
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética

Hipotética
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X X
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X X
X X
X X
X X
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X X
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X X
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X X
X X
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GL50581_3881
GL50581_1016
GL50581_4228
GL50581_902
GL50581_912
GL50581_4483
GL50581_372
GL50581_4121
GL50581_2517
GL50581_1623
GL50581_390
GL50581_92
GL50581_552
GL50581_2092
GL50581_2501
GL50581_1976
GL50581_431
GL50581_4049
GL50581_2895
GL50581_1772
GL50581_2367
GL50581_1548
GL50581_4361
GL50581_1450
GL50581_1863
GL50581_209
GL50581_594
GL50581_4261
GL50581_3375
GL50581_207
GL50581_735
GL50581_4535
GL50581_3412
GL50581_115
GL50581_3750
GL50581_3857
GL50581_676
GL50581_4060
GL50581_3357
GL50581_300
GL50581_2098
GL50581_3990
GL50581_169
GL50581_4128
GL50581_277

GL50581_4079

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Vps46a

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

109,3
25,2
110,5
120,4
20,6
28,8

41

19,4

26,8

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Otras

Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Otras

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
Unién

Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Transporte
Unién

Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Transporte
Hipotética
Hipotética
Otras

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética

Hipotética
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GL50581_2872
GL50581_3807
GL50581_2262
GL50581_1302
GL50581_3946
GL50581_236

GL50581_3973
GL50581_1337
GL50581_2496
GL50581_1266
GL50581_1727
GL50581_4377
GL50581_2453
GL50581_1110
GL50581_3424
GL50581_2445
GL50581_3306
GL50581_3580

GL50581_2606

GL50581_612

GL50581_2933
GL50581_4028
GL50581_1870
GL50581_2899
GL50581_3539

GL50581_314

GL50581_1866

GL50581_3472

GL50581_1886

GL50581_4308
GL50581_2433

GL50581_400
GL50581_4507
GL50581_122

GL50581_2450
GL50581_2179
GL50581_1371
GL50581_3468
GL50581_1774
GL50581_2727
GL50581_1956
GL50581_2723
GL50581_4031
GL50581_1980

GL50581_1544

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein

Hypothetical protein, similar to

AMMECR1
IFT complex A

IFT complex B
IFT complex B
IFT complex B
IFT complex B

IFT complex B

IgE-dependent histamine-releasing

factor, putative

Importin beta-3 subunit

Inosine-uridine nucleoside N-

ribohydrolase

Inositol-3-phosphate synthase

Intraflagellar transport particle protein

IFT88

Intraflagellar transport protein

component IFT74/72
Kinase

Kinase, AGC AKT
Kinase, AGC MAST
Kinase, AGC NDR
Kinase, AGC PKA
Kinase, AGC PKA
Kinase, CAMK CAMKL
Kinase, CAMK CAMKL
Kinase, CAMK CAMKL
Kinase, CAMK CAMKL
Kinase, CDC7

Kinase, CMGC CDK
Kinase, CMGC CDK

Kinase, CMGC CDK

106,9
44,1
171

90

158,9

17,4
127,6
40,1
59,4

93,1

76
66,1

168,4
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Ausente

Presente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Unién

Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Hipotética
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Unién

Transporte

Enzimas metabdlicas

Enzimas metabdlicas

Transporte
Transporte

Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas

Kinasas/Fosfatasas
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X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X
X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X
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GL50581_224
GL50581_3599
GL50581_2235
GL50581_1063
GL50581_1789
GL50581_2637
GL50581_1780
GL50581_1382
GL50581_2044
GL50581_3414
GL50581_2362
GL50581_183
GL50581_4527
GL50581_3032
GL50581_1533
GL50581_785
GL50581_4210
GL50581_1017
GL50581_1820
GL50581_365
GL50581_868
GL50581_809
GL50581_4105
GL50581_3756
GL50581_449
GL50581_3117
GL50581_4360
GL50581_2054
GL50581_4125
GL50581_1889
GL50581_4533
GL50581_1456
GL50581_75
GL50581_1925
GL50581_3673
GL50581_3733
GL50581_1648
GL50581_516
GL50581_4117
GL50581_3101
GL50581_2633
GL50581_402
GL50581_813
GL50581_3201
GL50581_2264

GL50581_2915

Kinase, CMGC CDKL
Kinase, CMGC CK2
Kinase, CMGC CLK
Kinase, CMGC DYRK
Kinase, CMGC DYRK
Kinase, CMGC GSK
Kinase, CMGC MAPK
Kinase, CMGC MAPK
Kinase, CMGC RCK
Kinase, NAK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK
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Kinase, NEK

Kinase, NEK

60,5
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50,7
97
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42,4
33,4
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1133
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GL50581_3516
GL50581_137

GL50581_1304
GL50581_4037
GL50581_2665
GL50581_3360
GL50581_3803
GL50581_1140
GL50581_3755
GL50581_1588
GL50581_797

GL50581_1971
GL50581_4098
GL50581_917

GL50581_2522
GL50581_199

GL50581_106

GL50581_4050
GL50581_1468
GL50581_4441
GL50581_2346
GL50581_581

GL50581_583

GL50581_1923
GL50581_2390
GL50581_3104
GL50581_1474
GL50581_2426
GL50581_4262
GL50581_1373

GL50581_821

GL50581_4338

GL50581_445

GL50581_3754

GL50581_3493

GL50581_2579

GL50581_2104

GL50581_1322

GL50581_2009
GL50581_4130

GL50581_2711

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, NEK

Kinase, PLK

Kinase, SCY1

Kinase, STE STE20

Kinase, STE STE20

Kinase, STE STE20

Kinase, STE STE20

Kinase, ULK

Kinase, VPS15

Kinesin-13

Kinesin-16

Kinesin-2

Kinesin-2

Kinesin-3

Kinesin-3

Kinesin-9
Kinesin-associated protein
La ribonucleoprotein, putative
L-asparaginase
Leucine-rich repeat protein
Leucine-rich repeat protein
Leucine-rich repeat protein

Leucine-rich repeat protein 1 virus
receptor protein

Lipopolysaccharide-responsive and
beige-like anchor protein

Liver stage antigen-like protein

Long chain fatty acid CoA ligase 4

Long chain fatty acid CoA ligase 5

Long chain fatty acid CoA ligase 5

Long chain fatty acid CoA ligase 5

Low molecular weight protein-tyrosine-

phosphatase

L-serine dehydratase
L-serine dehydratase

Lysyl-tRNA synthetase

35,8

136,8

46,8
64,1
211,9
233,5
79,6
88
80,3
71,8
120,8

120,8

469,4

198,3
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Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte
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Unién

Enzimas metabdlicas
Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Unién
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Otras
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Enzimas metabdlicas
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GL50581_1500
GL50581_3442

GL50581_4231

GL50581_4366

GL50581_4213
GL50581_3577
GL50581_686

GL50581_4302
GL50581_432

GL50581_3036
GL50581_1564
GL50581_2851
GL50581_1739

GL50581_875
GL50581_1926

GL50581_4113

GL50581_2926

GL50581_1784

GL50581_3254
GL50581_423

GL50581_1198
GL50581_720

GL50581_2696
GL50581_2357
GL50581_2480

GL50581_4496

GL50581_1534

GL50581_31

GL50581_1346
GL50581_2057
GL50581_2200

GL50581_4405

GL50581_3736

GL50581_2157
GL50581_3508
GL50581_2006
GL50581_1418
GL50581_3642
GL50581_668

GL50581_1975
GL50581_4505
GL50581_2265

GL50581_1115

Macrophage migration inhibitory fator
Malate dehydrogenase
Malic enzyme

Manganese-dependent inorganic
pyrophosphatase,

MCT-1 protein-like protein
MDR protein-like protein
Median body protein

Metal-dependent hydrolase related to
alanyl-tRNA synthetase
Metallo-beta-lactamase superfamily
protein

Metalloprotease, insulinase family

Methionine aminopeptidase
Methionyl-tRNA synthetase
Methionyl-tRNA synthetase

Microsomal signal peptidase 18 kDa
subunit

Mitotic spindle checkpoint protein
MAD2

Mob1-like protein

Molybdenum cofactor sulfurase

Molybdopterin biosynthesis MoeB
protein
MRP-like ABC transporter

Mu adaptin

MutT/nudix family protein

MYG1 protein

NADH oxidase

NADH oxidase lateral transfer candidate
NADPH oxidoreductase, putative

NADP-specific glutamate
dehydrogenase
NEK-like kinase protein

Neurogenic locus Notch protein
precursor
Nicotinate phosphoribosyltransferase

Nitroreductase Fd-NR2
NSF

Nuclear LIM interactor-interacting
factor 1
Nuclear LIM interactor-interacting
factor 1

Nucleoside diphosphate kinase
Nucleoside diphosphate kinase
Nucleotide-binding protein 1
Nudix hydrolase, putative
NYD-SP28 protein

Ornithine carbamoyltransferase
Ornithine cyclodeaminase
Ornithine decarboxylase

P115, putative

PcnA

21,6
59,2
100,4
42,7

34,7

174,1

48,4

19,8
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Otras
Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas

Kinasas/Fosfatasas

Unién
Transporte
Citoesqueleto
Unién

Otras
Protedlisis
Protedlisis
Unién
Unién
Sefializacion
Otras

Unién

Enzimas metabdlicas

Protedlisis

Transporte
Transporte

Enzimas metabdlicas
Otras

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas

Enzimas metabdlicas

Kinasas/Fosfatasas
Unién
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Otras

Unién
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GL50581_2781
GL50581_1019
GL50581_1186

GL50581_730
GL50581_2907
GL50581_1070
GL50581_2530
GL50581_4005

GL50581_4094

GL50581_1567
GL50581_88
GL50581_3968
GL50581_1909
GL50581_649
GL50581_4088
GL50581_2131
GL50581_4003
GL50581_1340
GL50581_2073
GL50581_380
GL50581_128
GL50581_2216
GL50581_3654

GL50581_1451

GL50581_462

GL50581_1109

GL50581_920

GL50581_4551

GL50581_1528

GL50581_4414

GL50581_28

GL50581_1853
GL50581_2355
GL50581_2847

GL50581_3668
GL50581_23

GL50581_1682
GL50581_654

GL50581_3156
GL50581_1828

GL50581_60

Peptide methionine sulfoxide reductase
msrA

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
precursor

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
precursor

Peroxiredoxin 1

Peroxiredoxin 1

Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha
chain
Phosphatase

Phosphatase

Phosphatase 1 regulatory subunit,
putative
Phosphatase, putative

Phosphatidyl synthase

Phosphatidylinositol transfer protein
alpha isoform
Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
kinase, putative
Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
kinase, putative
Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-
kinase, putative
Phosphoenolpyruvate carboxykinase

Phosphoglycerate kinase
Phosphoglycolate phosphatase
Phosphoinositide-3-kinase, class 3
Phospholipase B

Phospholipase B
Phosphomannomutase-2
Phosphomannomutase-2

Phosphoprotein phosphatase 2A
regulatory subunit

Phosphorylase B kinase gamma
catalytic chain

Phosphorylase B kinase gamma
catalytic chain

Phosphotyrosyl phosphatase activator
protein, putative

Plasma membrane calcium-transporting
ATPase 2

PLP dependent enzymes class IlI

Polyadenylate-binding protein, putative

Potassium-transporting ATPase alpha
chain 1

Prefoldin subunit 2

Prefoldin subunit 3, putative

Preimplantation protein 3

Prenylated synaptobrevin/VAMP,
putative

Programmed cell death protein-like
protein

Prolyl-tRNA synthetase

Proteasome subunit beta type 1
Proteasome subunit beta type 2
Proteasome subunit beta type 3

Proteasome subunit beta type 4
precursor

22,1

18

21,3

22,5
27,7

60,8

72,4

61,8

23,9
43,8

147,6

12,3

22

26,7

23,4

20
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Unién
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Transporte
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Transporte
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GL50581_1384
GL50581_835

GL50581_2341
GL50581_906
GL50581_2135
GL50581_3278
GL50581_1032
GL50581_479
GL50581_1272
GL50581_1341
GL50581_150
GL50581_96
GL50581_1840
GL50581_1033
GL50581_1875
GL50581_1841
GL50581_1843
GL50581_2864
GL50581_1812
GL50581_4349
GL50581_2407
GL50581_993
GL50581_2669
GL50581_2862
GL50581_1573
GL50581_1105
GL50581_2137
GL50581_1458
GL50581_3994
GL50581_4256
GL50581_2108
GL50581_2253
GL50581_186
GL50581_1769
GL50581_536
GL50581_2973
GL50581_2879
GL50581_2695
GL50581_1164
GL50581_1284
GL50581_280
GL50581_968
GL50581_3510
GL50581_862

GL50581_2417

Proteasome subunit beta type 5
precursor

Proteasome subunit beta type 9
precursor

Protein 21.1

Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
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Protein 21.1
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Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein 21.1
Protein C21orf2
Protein disulfide isomerase PDI1
Protein disulfide isomerase PDI2

Protein disulfide isomerase PDI4

65,2
55

141,1

102,7

118,4
84,2
71,6
49,5
32
57
77,3
134,3
67,9
160,9
42
24,5
77,5
30,1

112,5
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GL50581_3386
GL50581_3370
GL50581_2263
GL50581_216

GL50581_1938

GL50581_4290

GL50581_2076

GL50581_2771

GL50581_2293

GL50581_630

GL50581_1357

GL50581_1192

GL50581_2643
GL50581_3239
GL50581_4299
GL50581_4147
GL50581_1047
GL50581_3996
GL50581_3346
GL50581_4330
GL50581_2623
GL50581_2525
GL50581_1585
GL50581_378

GL50581_1808

GL50581_1736
GL50581_4476

GL50581_181

GL50581_1429
GL50581_4335

GL50581_4078
GL50581_708

GL50581_1319
GL50581_4227
GL50581_3003
GL50581_3184
GL50581_3373
GL50581_1758
GL50581_1242
GL50581_979

GL50581_2441
GL50581_332

GL50581_1687

Protein disulfide isomerase PDIS
Protein disulfide isomerase PDI5
Protein F17L21.10

Protein F54C1.5

Protein phosphatase 2A B' regulatory
subunit Wdb1

Protein phosphatase 2A regulatory
subunit, putative

Protein phosphatase 2C

Protein phosphatase methylesterase-1

Protein phosphatase PP2A regulatory
subunit A

Protein phosphatase PP2A regulatory
subunit B

Purine nucleoside phosphorylase lateral
transfer candidate

Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-
phosphotransferase alpha subunit
Pyruvate kinase

Pyruvate kinase

Pyruvate, phosphate dikinase
Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
Rab GDI

Rab11

Rabla

Rab2a

Rab2b

Rac/Rho-like protein

Radial-spoke protein

RAN binding protein 1

Reductase, putative

Regulator of nonsense transcripts 1-like
protein

RER1-like protein-retention of ER
protein

Rho GAP, putative

Ribokinase

Ribose 5-phosphate isomerase
Ribose-phosphate pyrophosphokinase
Ribosomal protein L10
Ribosomal protein L10a
Ribosomal protein L11
Ribosomal protein L12
Ribosomal protein L13
Ribosomal protein L13a
Ribosomal protein L14
Ribosomal protein L15
Ribosomal protein L17
Ribosomal protein L18

Ribosomal protein L18a

100,9

56,9

40,3

72,4

52,5

86

138,8

131,6

23,8
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23,8

21,2

21,7
36,3
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24,9
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GL50581_2587
GL50581_1614
GL50581_4091
GL50581_3626
GL50581_1471
GL50581_3467
GL50581_1519
GL50581_2902
GL50581_1972
GL50581_348

GL50581_3451
GL50581_1473
GL50581_3463
GL50581_4410
GL50581_561

GL50581_4247
GL50581_1856
GL50581_351

GL50581_195

GL50581_1269
GL50581_4436
GL50581_357

GL50581_3429
GL50581_3119
GL50581_4214
GL50581_1464
GL50581_319

GL50581_1826
GL50581_4444
GL50581_3462
GL50581_1214
GL50581_2562
GL50581_1240
GL50581_3249
GL50581_3076
GL50581_2403
GL50581_2766
GL50581_2292
GL50581_977

GL50581_1388
GL50581_4503
GL50581_3915
GL50581_3377
GL50581_1600
GL50581_260

GL50581_306

Ribosomal protein L19
Ribosomal protein L2
Ribosomal protein L21
Ribosomal protein L23
Ribosomal protein L23A
Ribosomal protein L24A
Ribosomal protein L26
Ribosomal protein L27
Ribosomal protein L27a
Ribosomal protein L3
Ribosomal protein L30
Ribosomal protein L31B
Ribosomal protein L35
Ribosomal protein L35a
Ribosomal protein L37a
Ribosomal protein L4
Ribosomal protein L5
Ribosomal protein L7
Ribosomal protein L7a
Ribosomal protein L9
Ribosomal protein P1B
Ribosomal protein S10B
Ribosomal protein S11
Ribosomal protein S12
Ribosomal protein S13
Ribosomal protein S14
Ribosomal protein S15
Ribosomal protein S15A
Ribosomal protein S16
Ribosomal protein S17
Ribosomal protein S18
Ribosomal protein S2
Ribosomal protein S20
Ribosomal protein S21
Ribosomal protein S23
Ribosomal protein S24
Ribosomal protein S26
Ribosomal protein S27
Ribosomal protein S3
Ribosomal protein S3a
Ribosomal protein S4
Ribosomal protein S5
Ribosomal protein S6
Ribosomal protein S7
Ribosomal protein S8

Ribosomal protein S9

20,8

15,8

21,8
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales
Ribosomales

Ribosomales
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GL50581_3216
GL50581_4061
GL50581_4271
GL50581_843

GL50581_1717
GL50581_582

GL50581_1154
GL50581_4403
GL50581_3176
GL50581_1683
GL50581_2529

GL50581_1324

GL50581_4150

GL50581_2811

GL50581_184

GL50581_1948

GL50581_3181
GL50581_627

GL50581_1099
GL50581_2177
GL50581_1252
GL50581_513

GL50581_2483

GL50581_1697

GL50581_3924
GL50581_4443
GL50581_4129
GL50581_1984
GL50581_2789
GL50581_424

GL50581_1934

GL50581_3891
GL50581_1145
GL50581_2356
GL50581_1270
GL50581_439

GL50581_1455
GL50581_2809
GL50581_1423
GL50581_1219
GL50581_3190
GL50581_1901
GL50581_3952
GL50581_2028

GL50581_1274

Ribosomal protein SA
Ribulose-phosphate 3-epimerase
RNA binding protein, putative
RNA helicase, putative

RNase L inhibitor

RTCB PROTEIN

SALP-1

Secl vATPase

Secl, putative

Sec61-alpha

Ser/Thr phosphatase

Ser/Thr phosphatase 2A, 65kDa reg sub
A
Ser/Thr phosphatase 2C, putative

Ser/Thr phosphatase PP2A-2 catalytic
subunit
Ser/Thr protein kinase

Ser/Thr protein phosphatase PP1-alpha
2 catalytic subunit
Serine peptidase, putative

Serine/Threonine Kinase
Serine/Threonine protein phosphatase
Serine/threonine protein phosphatase 4
Serine/threonine protein phosphatase 5
Serine/threonine protein phosphatase 5
Serine/threonine protein phosphatase 7

Serine/threonine protein phosphatase
PP-X isozyme 2
Serine-pyruvate aminotransferase

Serpin 1

Seryl-tRNA synthetase

Seven transmembrane protein 1
Sigma adaptin

Signal recognition particle

Small glutamine-rich tetratricopeptide
repeat-containing protein
Socius

Sperm-associated WD-repeat protein
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
Spindle pole protein, putative
SRP GTPase
Stress-induced-phosphoprotein 1

STU2-like protein

71,8
38,8
35,4
28,2

37,1

41,4
39
51,6
32,8
16,8
68,2
31,7
54,7
78,6
109,9
62

103,8

40,4
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Presente
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Ausente

Presente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente
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Presente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ribosomales
Enzimas metabdlicas
Unién

Otras

Unién

Otras

Otras

Transporte
Transporte
Transporte
Kinasas/Fosfatasas
Unién
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Unién
Kinasas/Fosfatasas
Protedlisis
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Kinasas/Fosfatasas
Unién
Kinasas/Fosfatasas

Kinasas/Fosfatasas

Enzimas metabdlicas
Otras

Otras

Otras
Transporte
Sefializacion
Unién

Otras

Unién

Otras

Otras

Unién

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras

Otras
Sefializacion
Unién

Unién
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GL50581_1006
GL50581_4059
GL50581_3666
GL50581_1775
GL50581_834

GL50581_1189
GL50581_4492
GL50581_1213
GL50581_2250
GL50581_4177
GL50581_107

GL50581_3856
GL50581_1524
GL50581_4057
GL50581_1982
GL50581_1227
GL50581_832

GL50581_1511

GL50581_2472

GL50581_2704

GL50581_2661
GL50581_2911
GL50581_3137
GL50581_4197

GL50581_2014

GL50581_770
GL50581_1199
GL50581_2378
GL50581_2918
GL50581_978

GL50581_3943
GL50581_2909

GL50581_4017
GL50581_1369
GL50581_4383
GL50581_2075
GL50581_817
GL50581_2898
GL50581_3898
GL50581_22
GL50581_1138
GL50581_450
GL50581_2251
GL50581_4433

GL50581_1107

Synaptobrevin-like protein
Syntaxin 1A

Syntaxin-like protein 1
TBP-interacting protein TIP49
TBP-interacting protein TIP49
TCP-1 chaperonin subunit alpha
TCP-1 chaperonin subunit alpha
TCP-1 chaperonin subunit epsilon
TCP-1 chaperonin subunit eta
TCP-1 chaperonin subunit gamma
TCP-1 chaperonin subunit theta
TCP-1 chaperonin subunit zeta
Tem-1-like protein

Tenascin precursor

Tenascin-like protein
Tenascin-like protein
Thioredoxin reductase

Threonine dehydratase lateral transfer
candidate
Threonyl-tRNA synthetase

Thymus-specific serine protease
precursor
TMP52

TMP55
Topoisomerase Il
Transglutaminase/protease, putative

Transitional endoplasmic reticulum
ATPase
Transketolase

Traduccién elongation factor
Traduccidn elongation factor
Traduccion initiation factor

Traduccidn initiation factor 6

Traduccion initiation factor elF-4A,
putative

Traduccion initiation factor IF-2,
putative

Traduccidn initiation inhibitor

Triosephosphate isomerase, cytosolic
TRP domain containing protein
Tryptophanyl-tRNA synthetase
Tubby superfamily protein

Tubulin tyrosine ligase

Type Il inositol-1,4,5-trisphosphate 5-
phosphatase precursor

UBC3

Ubiquitin

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
14
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 4

Ubiquitin fusion degradation protein 1

Ubiquitin protein, putative

27,8

52,1
55,2
46,5
52,5

47,5

43,3
103,5
12,9
27,8

198,9

92,5
35,2

56,1
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Transporte
Transporte
Transporte

Unién

Unién

Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento
Plegamiento

Unién

Otras

Otras

Otras

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Otras

Protedlisis

Otras

Otras

Transporte
Protedlisis

Unién

Enzimas metabdlicas
Traduccién
Traduccién
Traduccién
Traduccién

Traduccion
Traduccion

Traduccién

Enzimas metabdlicas
Unién

Otras

Protedlisis
Citoesqueleto
Enzimas metabdlicas
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis

Protedlisis
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GL50581_321

GL50581_2687
GL50581_1386
GL50581_919

GL50581_1523
GL50581_1116
GL50581_1634
GL50581_1133
GL50581_1453

GL50581_2296

GL50581_3761

GL50581_2192

GL50581_3409
GL50581_2882
GL50581_808

GL50581_3845
GL50581_2610
GL50581_2924
GL50581_1617
GL50581_1810
GL50581_4348

GL50581_841

GL50581_3783
GL50581_1
GL50581_197
GL50581_3401
GL50581_1791
GL50581_2786
GL50581_2604
GL50581_1666
GL50581_3937
GL50581_3993
GL50581_1320
GL50581_4460
GL50581_4517
GL50581_898
GL50581_4205
GL50581_2647

GL50581_3892

Ubiquitin-conjugating enzyme E1
Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17
kDa

Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17
kDa

Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17
kDa 3

UPL-1

Uracil phosphoribosyltransferase
Uridine kinase

Uridine kinase

UsoAp

UTP-glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

Vacuolar ATP synthase 16 kDa
proteolipid subunit

Vacuolar ATP synthase catalytic subunit
A
Vacuolar ATP synthase subunit B

Vacuolar ATP synthase subunit C
Vacuolar ATP synthase subunit d
Vacuolar ATP synthase subunit D
Vacuolar ATP synthase subunit H
Vacuolar protein sorting 11
Vacuolar protein sorting 26, putative
Vacuolar protein sorting 29
Vacuolar protein sorting 35

Vacuolar proton-ATPase subunit,
putative
V-SNARE

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

VSP

WD-40 repeat protein

WD-40 repeat protein family
WD-repeat membrane protein
Wos2 protein

Xaa-Pro dipeptidase

Yip1 protein

Zinc finger domain-containing protein
ZipA

ZipA

ZPR1

120,9

34,4

71,5

58,8
50,8
87,6
104,2
22,9

41,5

38,4
2135
20,8
49,8
27
44,8
92,3
66,6

52,1

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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Presente
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Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Protedlisis

Protedlisis
Protedlisis
Protedlisis

Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
Enzimas metabdlicas
transporte

Enzimas metabdlicas

Vacuolar

Vacuolar

Vacuolar
Vacuolar
Vacuolar
Vacuolar
Vacuolar
Transporte
Transporte
Transporte
Transporte

Vacuolar

Transporte
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Otras
Unién
Unién
Unién
Unién
Unién
transporte
Unién
Otras
Otras

Unién

X X

X X

X

X X

X X

X X

X

X

X

X X

X

X X

X X

X X

X

X

X X

X

X X

X X

X X

X X

X

X X

X X

X X

X X

X

X

X X

X X

X X

X X
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