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RESUMEN

Los protozoarios son eucariotas unicelulares que tienen una gran variedad de
complejidad estructural. Hay alrededor de 200,000 especies conocidas de
protozoarios de los cuales cerca de 10,000 son parasitas. Las infecciones
parasitarias por protozoarios constituyen una de las causas mas importantes de
mortalidad y morbilidad en humanos, tanto en las zonas tropicales como
subtropicales, asi como en climas mas templados. La mayoria de los las
enfermedades parasitarias clasicas debido a protozoarios son zoondticas, por lo
cual es fundamentalmente importante aumentar el entendimiento de los organismos
que las causan para el tratamiento de las enfermedades. Originalmente
Cryptosporidium parvum se habia clasificado como una coccidia debido a sus
caracteristicas de ciclo de vida similares. Sin embargo, a través de los ultimos
guince afios se ha demostrado que Cryptosporidium muestra varias peculiaridades
que lo separan de cualquier otro coccidio: la ubicacion de Cryptosporidium dentro
de la célula huésped, las etapas enddégenas de su desarrollo se limitan a las
superficies apicales de los enterocitos, encontrandose intracelularmente pero
extracitoplasmaticas, ademas de la presencia de organelos alimentadores, ademas
de que los ooquistes carecen de estructuras morfoldégicas como esporoquistes,
micropilo y granulos polares.

La presente revision se elabor6 con la finalidad de recabar informacion sobre el
estudio del género Cryptosporidiumy la subclase Gregarina del filo Apicomplexa;
en este documento se describen las caracteristicas que unen a las Gregarinas con
el Cryptosporidium, las coccidias y otros miembros del filo Ampicomplexa. Asi como
las caracteristicas que los diferencian; cuestionando el ciclo de vida y la clasificacion
de Cryptosporidium dentro de las coccidias; con el objetivo de lograr un mejor
estudio del Cryptosporidium y conocer mas sobre las Gregarinas, asi como del filo

Apicomplexa.

Palabras claves: Cryptsporidium, Gregarinas, Aplicomplexa, Coccidias.
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INTRODUCCION

Los protozoarios son eucariotas unicelulares que tienen una gran variedad de
complejidad estructural (Ruppert y col., 2004). Hay alrededor de 200,000 especies
conocidas de protozoarios de los cuales cerca de 10,000 son parasitas (Balows y
Duerden, 1998). Segun el Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
de Estados Unidos de Norteamérica, las infecciones parasitarias por protozoarios
constituyen una de las causas mas importantes de mortalidad y morbilidad en
humanos, tanto en las zonas tropicales como subtropicales, asi como en climas mas
templados (CDC, 2016). La mayoria de los las enfermedades parasitarias clasicas
debido a protozoarios son zoonoticas (Krauss y col, 2003), por lo cual es
fundamentalmente importante aumentar el entendimiento de los organismos que las

causan para el tratamiento de las enfermedades.

El filo Apicomplexa es un grupo diverso de eucariotas unicelulares que parasitan los
tejidos ya que algunos parasitos apicomplejos son patégenos de los humanos vy los
animales domeésticos, por lo cual son de importancia econémica y médica. Dentro

de éste Filo se encuentran los géneros Cryptosporidium y a las Gregarinas.

Los paréasitos protozoarios del género Cryptosporidium infectan una gran variedad
de huéspedes vertebrados, desde peces hasta humanos (Lumadue y col., 1998).
Cryptosporidium spp. ha sido considerado tradicionalmente como una coccidia
intestinal, pero las filogenias moleculares sugieren que este género es
evolutivamente divergente de otras coccidiasy es una rama del del Filo (Zhu y col.,
2000a; Barta y Thompson, 2006).

Las Gregarinas actualmente no tienen un impacto en el bienestar humano, estan
integradas por especies que parasitan invertebrados exclusivamente. Algunas
especies podrian servir potencialmente como agentes patdgenos en el control
biologico de insectos. Se conocen aproximadamente 4600 especies descritas (Ellis
y col., 1998).



Existen antecedentes de que Cryptosporidium y Gregarinas tienen caracteristicas
morfologicas que los relacionan. Las primeras imagenes ultraestructurales de
etapas extracelulares de Cryptosporidium pavum muestran la morfologia de estas
etapas, que tienen caracteristicas similares a las de algunas Gregarinas, apoyando
la afirmacion de que el Cryptosporidium tiene mayor afinidad con Gregarinas
(Rosales y col., 2005).

Asi mismo se han llevado a cabo estudios de toda la secuencia del genoma de una
Grerarina (Ascogregarina tainvanesis), que describen tanto las caracteristicas Unicas
de este apicomplejo divergente, como las propiedades que la unen con

Cryptosporidium, las coccidias y los apicomplejos (Templeton y col., 2010).

La presente revision se elabord con la finalidad de recabar informacién sobre el
estudio del género Cryptosporidium y la subclase Gregarina del filo Apicomplexa;
en este documento se describen las caracteristicas que unen a las Gregarinas con
el Cryptosporidium, las coccidias y otros miembros del filo Ampicomplexa, asi como
las caracteristicas que los diferencian; cuestionando el ciclo de vida y la clasificacién
de Cryptosporidium dentro de las coccidias; con el objetivo de lograr un mejor
estudio del Cryptosporidium y conocer mas sobre las Gregarinas, asi como del filo

Apicomplexa.



l. REVISION DE LA LITERATURA

1.1. Filo Apicomplexa

El filo Apicomplexa es un grupo diverso de eucariotas unicelulares que parasitan las
cavidades del cuerpo y los tejidos de los metazoarios. Comprenden un amplio grupo
de protistas y muchos de los miembros son parasitos obligados y abarcan diversos
géneros tales como el agente causal de la malaria, Plasmodium sp. (Levine, 1988a),
coccidias (Toxoplasma y Eimeria) y piroplasmas (Babesia), entre otros; son
patdgenos de los humanos y de diversos animales domésticos y silvestres,
incluyendo, peces, reptiles aves y mamiferos, por lo que estos parasitos son de
importancia econdmica y para la investigacion médica (Ellis y col., 1998). Los
parasitos de la clase Gregarina también comparten una relacion monofilética con

Cryptosporidium (Carreno y col., 1999; Leander y col., 2003).

El protozoario Cryptosporidium spp., es el principal agente causal de la
criptosporidiosis que produce una diarrea liquida y profusa, que es particularmente
peligrosa para las personas y animales inmunodeprimidos (Clark y Sears, 1996).
Especies de Cryptosporidium, principalmente Cryptosporidium parvum (C. parvum)
y Cryptosporidium hominis (C. hominis), son la segunda causa principal de diarrea
infantil a nivel mundial (Kotloff y col., 2013).

Los apicomplejos contienen al menos 6,000 especies descritas. Y se ha estimado
que, probablemente, méas de un millén adn no se han descubierto (Adl y col., 2007).
Los Dinoflagelados y ciliados se ha demostrado que comparten un ancestro comuin
con Apicomplexas, formando en conjunto el grupo Alveolata (Fasty col., 2001;
Wolters, 1991). En consecuencia, los apicomplejos poseen crestas mitocondriales
tubulares, microporos y una pelicula de tres capas membranosas subtendida por
los microtubulos, las caracteristicas que definen a las Alveolatas (Cavalier-Smith,
1993; Patterson, 1999). Los flagelos estan ausentes en apicomplejos, excepto en

los microgametos de algunas especies.



El filo Apicomplexa es generalmente considerado como monofilético, su nombre
deriva de la presencia de un complejo apical microtubular, que consiste en anillos,
un anillo polar y uno conoide (Barta y col, 1991). ElI complejo apical esta
funcionalmente ligado a organelos llamados roptrias secretores y micronemas
(Black y Boothroyd, 2000).

Sin embargo, la presencia o ausencia de un complejo apical es mas bien ambigua,
ya que varios Alveolatas depredadores y parasitos (por ejemplo, Colpodella 'y
Acrocoelus) poseen estados intermedios para el complejo apical y organelos
asociados, lo que hace que su inclusion dentro de los apicomplejos sea
controvertida (Fernandez y col., 1999; Siddall y col., 2001; Simpson y Patterson,
1996).

El parasito Alveolata Perkinsus posee un aparato apical complejo similar, pero los
datos moleculares muestran que Perkinsus estda mas estrechamente relacionado
con dinoflagelados modernos que con apicomplejos (Goggin y Barker, 1993; Reece
y col., 1997; Siddall'y col., 1997).

Datos de secuencias de genes sugieren que los apicomplejos y dinoflagelados son
grupos ‘hermanos' (Carreno y col., 1999; Fast y col.,, 2002). Morfolégicamente,
apicomplejos y dinoflagelados son muy diferentes, pero esta gran brecha
aparentemente se esta reduciendo a medida que comienza a apreciarse la
diversidad real de los Alveolatas, es decir, la combinacion de caracteristicas
estructurales en diversos géneros y parasitos dinoflagelados (Brugerolle y Mignot,
1979; Gajadhar y col., 1991; Noren y col., 1999; Simpson y Patterson 1996).

El Filo Apicomplexa es diverso e incluye importantes patégenos unicelulares como
piroplasmas, coccidios (Eimeria, Isospora, Sarcocystis y Toxoplasma), y especies

de Cryptosporidium y gregarinas de invertebrados (Fayer, 2008).



En todos los miembros del Filo, se identifican cuatro 0 mas esporozoitos
(dependiendo de la especie) con un complejo apical emergente de los ooquistes
después de la fertilizacion sexual. En Cryptosporidium, una membrana celular
huésped-parasito interfasica se forma donde el parasito se une a través de un

organelo alimentador especializado (Huang y col., 2004).

El parasito Apicomplexa Cryptosporidium es una causa importante de diarrea
severa, problemas de desarrollo y muerte en nifios pequefios y enfermedad crénica
que pone en peligro la vida en individuos inmunocomprometidos y desnutridos
(Striepen, 2013).

1.2. Cryptosporidium

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria de distribucién cosmopolita
causada por el parasito protozoario Cryptosporidium, el cual es encontrado
intracelularmente en los huéspedes animales (Hussein, 2011; Leey col., 2011). Las
especies de Cryptosporidium pertenecen al Phylum Apicomplexa, clase
Gregarinasina que afectan una amplia variedad de hospedadores vertebrados y es
una importante causa de enfermedades diarreicas en el mundo. EI modo de
infeccion es por via fecal-oral, en alimentos y agua, y es iniciada cuando los
esporozoitos son liberados de los ooquistes, estos se fijan al tracto intestinal e

invaden a las células epiteliales de la mucosa (Hashim y col., 2006).

Infecta a diversas especies de animales incluyendo a los mamiferos y produce una
infeccién entérica que se manifiesta con diarrea aguda y profusa que solo se
observa en humanos y animales (Tzipori y Griffiths, 1998; Xiao y col., 2004). Si la
diarrea se vuelve persistente, puede causar la muerte del huésped (Shing, y col.,
2011; Wang y col., 2011). El conocimiento de la procedencia de los parasitos que
causan criptosporidiosis es esencial para el control de la enfermedad, ya que ésta
es una de las principales causas de la diarrea que produce alta mortalidad. El género

esta compuesto de diversas especies y genotipos genéticamente distintos pero



morfolégicamente indistinguibles, siendo Cryptosporidium parvum la mas comun de

las especies zoonéticas (Xiao y Feng, 2008).

De las 31 especies validas Cryptosporidium (Zahedi y col., 2016), C. parvum y C.
hominis son responsables de la mayoria de las infecciones humanas, aunque en
algunos paises, C. meleagridis es tan prevalente como C. parvum en poblaciones
humanas, ademas de que la transmision del parasito ocurre a traves de la ruta fecal-
oral, ya sea por la ingestion de agua o alimentos contaminados, 0 por transmision

de humano a humano o de animal a humano (Xiao, 2010).

Cryptosporidium es uno de varios géneros del filo Apicomplexa que tienen etapas
morfolégicas y un ciclo de vida comun. Cryptosporidium spp., tradicionalmente se
ha considerado como una coccidia intestinal, pero recientemente las filogenias
moleculares muestran que este género es evolutivamente divergente de otras
coccidias (Zhu y col., 2000b; Barta y Thompson, 2006). Cryptosporidium coloniza el
intestino delgado y constituye un importante agente del sindrome diarreico de los
neonatos, en ocasiones acompafiado por depresion, inapetencia, fiebre,
deshidratacién y pobre condicién corporal (Bjérkman y col., 2003). Se ha asociado
con inflamacion, con una ligera hiperplasia epitelial e infiltracion de linfocitos, células
plasméticas y eosindfilos en lamina propia (Masuno y col., 2006). Las lesiones que
ocurren en intestino delgado, ocasionalmente en el ciego y el colon, consisten en
atrofia y fusion de vellosidades, dilatacion de las criptas, e infiltracién de la lamina
propia con neutrofilos, ademas de presencia de ooquistes de criptosporidias en la

superficie epitelial (Angus vy col., 1982).

La mayor parte de la comprension de la biologia celular de Cryptosporidium spp.,
se infiere de otros miembros apicomplejos, en particular Toxoplasma gondii (T.
gondii), que ha sido un modelo para este grupo (Petersen, 1993). Sin embargo,
Cryptosporidium es un Apicomplexa recientemente clasificado, mas similar a las
gregarinas, las cuales son parasitos de invertebrados, que a cualquiera de las

coccidias, como Toxoplasma o Plasmodium (Carreno y col., 1999).



Estas caracteristicas de Cryptosporidium se han confirmado por los resultados de
estudios moleculares, que consistentemente relacionan al grupo Cryptosporidium
como un clado separado de los taxones coccidios (Morrison y Ellis, 1997; Bull y col.,
1998). Datos genémicos y bioquimicos indican que Cryptosporidium se diferencia
de otros apicomplejos en que ha perdido el organulo apicoplasto, asi como genomas
tanto para el plastidio y la mitocondria (Abrahamsen y col., 2004). Ademas,
Cryptosporidium parece haber perdido muchas rutas biosintéticas, tales como la

capacidad para sintetizar aminoacidos y nucleétidos (Leander y col., 2003).

Estas caracteristicas de Cryptosporidium también han sido confirmadas por
resultados de estudios moleculares, que consistentemente agrupan a
Cryptosporidium como clado separado de los taxones coccidianos (Morrison y Ellis,
1997; Carreno y col., 1998). Ademas se ha demostrado mediante una prueba de
inmunofluorescencia que anticuerpos anti-Cryptosporidium muestran reaccion
cruzada con ooquistes de especies de Monocystis (Bull y col., 1998). Estudios
genéticos basados en la secuenciacion de SSrRNA, SSU rDNA y secuencias de [3-
tubulina mostraron que las gregarinas y Cryptosporidium forman un clado separado
del principal clado apicomplexa que contiene a los coccidios (Carreno y col., 1999;
Leander y col., 2003). También por la demostracion temprana de la presencia de
etapas extracelulares tipo gamonte en el ciclo de vida de Cryptosporidium (Hijjawi y
col., 2002, 2004), que posteriormente fueron confirmados mediante microscopia
Optica, Nomarski y microscopia electronica de transmision, de la existencia de
ciertas etapas extracelulares de C. parvum como gamontes tipo gregarina, parasitos
en sizigia, cigotos y esporas (ooquistes) con ocho esporozoitos (Rosales y col.,
2005).

Originalmente Cryptosporidium parvum se habia clasificado como una coccidia
debido a sus caracteristicas de ciclo de vida similares (Levin, 1988). Sin embargo,
a través de los Ultimos quince afos se ha demostrado que Cryptosporidium muestra

varias peculiaridades que lo separan de cualquier otro coccidio: la ubicacion de



Cryptosporidium dentro de la célula huésped, las etapas endégenas de su desarrollo
se limitan a las superficies apicales de las células epiteliales, los enterocitos,
encontrandose intracelularmente  pero extracitoplasmaticas, ademas de la
presencia de organelos alimentadores; el ooquiste carece de estructuras
morfolégicas como esporoquistes, micropilo y granulos polares y la insensibilidad
de Cryptosporidium a todos los agentes anticoccidianos probados (Rosales vy col.,
2005).

Cryptosporidium muestra varias particularidades que lo separan de cualquiera de
los otros coccidios: la ubicacion de Cryptosporidium dentro de la célula huésped,
donde las etapas de desarrollo endégeno se limitan a la superficie apical de las
células epiteliales (intracelulares pero extracitoplasmico), la presencia de organelos;
el ooquiste que carece de estructuras morfolégicas tales como esporoquiste,
micropilo y granulos polares y la insensibilidad de Cryptosporidium a todos los
agentes anticoccidiales probados. También se ha reportado la presencia de etapas
similares a los gamontes extracelulares en el ciclo de vida de Cryptosporidium
(Rosales y col., 2005).

La principal fuente de contaminacion de los animales susceptibles es el agua, ya
gue se han realizado estudios que mencionan que el 10% de las infecciones pueden
ser transmitidas de individuo a individuo y la mayoria de las ocasiones es debido a

la contaminacion del agua potable (Eisenberg y col, 2005).

2.2.1. Posicién de Cryptosporidium en el filo
La posicion filogenética de Cryptosporidium es dificil de establecer. Aunque
estudios previos sugieren que el género es un linaje emergente reciente entre los

apicomplejos (Zhu y col., 2000a).

El género Cryptosporidium no forma un clado monofilético como cualquier parasito

intestinal (Eimeria, Isospora) o coccidios formadores de quistes (Sarcocystis,



Toxoplasma), y por lo tanto este género es un grupo “hermano” de los coccidios
hematozoarios (Escalante y Ayala, 1995). De hecho, la clase Coccidia ha
demostrado ser monofilética soélo si el género Cryptosporidium se excluye del
andlisis (Morrison y Ellis, 1997), y el género incluso podria ser utiizado como un
grupo diferente para determinar la posicion filogenética de Coccidias (Barta y col.,
1997).

2.2.2. Cryptosporidium parvum

C. parvum es un parasito afin a Eimeria, de la familia Criptosporidiidae. Se clasificé
originalmente como coccidia en funcién de su posesion de caracteristicas similares
del ciclo de vida y su morfologia (complejo apical, cuerpos densos, micronemes,

roptrias; Levine, 1988a).

C. parvum es un parasito intracelular obligado; patdgeno oportunista que causa
diarrea mortal en pacientes inmunosuprimidos a través de la infeccién del epitelio
del intestino delgado de los humanos y otros mamiferos, transmitido por ooquistes
en las heces. Estos ooquistes ingeridos enquistan en el ieon, liberando
esporozoitos que infectan el epitelio intestinal (Fayer, 1997). El desarrollo ciclico
posterior incluye tanto una reproduccion asexual y la produccion de gametos que
dan lugar a mas ooquistes, que se excretan y reinfectan al huésped. Los sintomas
son principalmente gastrointestinales (diarrea, dolores abdominales, vomitos), junto
con fiebre y dolor de cabeza. La criptosporidiosis humana fue reportada por primera
vez en 1976 (Meisel y col., 1976; Nime y col., 1976) Pero ahora se reconoce como
altamente prevalente (Casemore y col., 1997). Aunque el parasito normalmente se
erradica del intestino después de 1 a 2 semanas, la infeccion persiste en pacientes

inmunosuprimidos, y puede ser mortal.

Ademas de los casos esporadicos, brotes masivos ocurren periédicamente,
normalmente a través de la contaminacion de los suministros de agua o de los

alimentos (Glaberman y col., 2002, Howe y col., 2002, Rose y col., 2002). Esto se
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atribuye a una pared gruesa de los ooquistes, una barrera protectora compleja que
consta de una doble capa de una matriz de lipido-proteina e hidratos de carbono
(Fayer, 1997). Etapas de ooquistes coccidios son altamente resistentes al medio

ambiente y a la desinfeccidon quimica (Korichy col., 1990).

Sobre la base de un gran nimero de loci polimérficos, se han identificado al menos
ocho genotipos de C. parvum (Sulaiman y col., 2002; Xiao y col.,, 2002). De los
cuales originalmente los genotipos C. parvum y C. hominis son responsables de la
mayoria de las infecciones humanas (Guyot y col., 2001; McLauchlin y col., 2000).
C. hominis se limita casi exclusivamente a los seres humanos, mientras que C.
parvum infectan una gran variedad de mamiferos silvestres y domésticos, ademas

de los seres humanos (Morgan-Ryan vy col., 2002).

Los eventos iniciales de entrada en la célula por Cryptosporidium revelan que la
invasion se produce rapidamente; sin embargo, el parasito no entra profundamente
en el citosol, sino mas bien permanece en la superficie celular en un compartimiento
unido a la membrana. Algunos estudios demuestran que C. parvum se basa en un
motor de actina-miosina conservado para la motilidad y la penetracion activa de su
célula huésped, estableciendo asi que esta es una caracteristica ampliamente

conservada de los apicomplejos (Wetzel y col., 2003).

En todos los miembros del filo, la etapa que surge de ooquistes después de la
recombinacion sexual se denomina esporozoitos. Los esporozoitos también son
invasivos y dan lugar a la infeccion de los enterocitos intestinales después de la
ingestién oral de los huéspedes susceptibles. Los esporozoitos de Cryptosporidium
spp., los cuales se encuentran dentro de un ooquistes de pared gruesa, son los
principales responsables de la transmision entre los huéspedes. La invasion por
Cryptosporidium permite al parasito a quedar envuelto dentro de la membrana de la

célula huésped (Wetzel y col., 2005).
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Los ciclos de vida de todos los Apicomplexos contienen una 0 mas etapas invasivas
haploides y una fase diploide que es el resultado de un ciclo sexual (Dubey, 1977).
T. gondii, el agente causante de la toxoplasmosis en los recién nacidos y los
inmunocomprometidos, tiene dos etapas de taquizoitos y bradizoitos en los tejidos,

dentro de su ciclo de vida (Morrissette y Sibley, 2002).

Cryptosporidium no penetra profundamente en el citosol de su célula huésped sino
mas bien se basa en un pedestal de los filamentos de actina que se forman en las
superficies apicales de las células epiteliales del intestino (Clark y Sears, 1996).
Cryptosporidium spp. es dificil de propagar en cultivo de tejidos (Kimy Weiss, 2004).
Anexo ala membrana plasmatica de la célula huésped, Cryptosporidium permanece
intracelular, pero extracitoplasmico. Estudios anteriores sobre la interaccion de los
esporozoitos de Cryptosporidium con células huésped revelan un reordenamiento
sustancial del citoesqueleto de la célula huésped después de la infeccion (Elliott y
Clark, 2000; Elliott y col., 2001).

Esta respuesta se encuentra en marcado contraste con la invasion de T. gondii, que
es independiente de la actina de la célula huésped (Dobrowolski y Sibley, 1996). La
entrada de T. gondii y Plasmodium spp. es extremadamente rapida, que se produce

en menos de un minuto (Morisaki y col., 1995).

Los apicomplejos para avanzar hacia una célula blanco del huésped utilizan un
proceso activo Unico para la invasion denominado deslizamiento motilidad. Al
deslizarce por la motilidad no requiere cambios en la forma como el rastreo de las
amebas, ni estos parasitos tienen cilios o flagelos, excepto en la etapa del ciclo de
vida microgameto (King, 1988).

Para taquizoitos de T. gondii, se requiere actina del parasito para la invasién de
células (Dobrowolski y Sibley, 1996). A diferencia de las células de mamifero, que
retienen 50% de su actina como filamentos, T. gondii mantiene la gran mayoria de

su actina (97%) en el estado monomeérico (Dobrowolski y col., 1997). Los taquizoitos
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de T. gondii se unan para formar una proyeccion de los filamentos de actina apicales
(Shaw y Tilney, 1999).

2.2.3. Proteinas de la pared de ooquistes de Cryptosporidium

Los parasitos coccidios son transmitidos a través de una etapa de ooquistes fecales
que son excepcionalmente resistentes al medio ambiente y tratamientos quimicos
agresivos, que permiten que los parasitos persistan de forma estable fuera de un
huésped. Debido a su durabilidad los ooquistes de C. parvum son patdgenos
significativos de agua y transmitidos por los alimentos y agua al humano y animales
(Spano y col., 1997).

Por medio de la microscopia inmunoelectronica se ha demostrado que la proteina
1 de la pared de los ooquistes de Cryptosporidium (COWP1) esta presente en la
pared de los ooquistes dentro de los cuerpos formadores de pared de
macrogametos maduros. COWPL1 tiene una periodicidad de cisteina sorprendente,
con residuos de cisteina espaciados aproximadamente cada 10 a 12 aminoacidos,
debido a las matrices en tandem de dos dominios ricos en cisteina, de tipo | y tipo
Il. Se ha propuesto que una extensa estructura globular unida por disulfuro o
enlaces disulfuro intermoleculares proporcionar rigidez a la pared de los ooquistes
(Spano y col., 1997).

El analisis de la expresién del transcrito COWP ha revelado que todos los genes se
expresan abundantemente en momentos en que se observan ooquistes en
desarrollo, aproximadamente de 48 a 72 h después de la inoculacion de cultivos in
vitro. El reconocimiento de anticuerpos monoclonales COWPS8 localizados
especificamente en la pared de ooquistes de C. parvum, apoyan la hipétesis de que
multiples COWPs juegan un papel en la estructura de la pared de los ooquistes
(Templeton y col., 2004).
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2.3. Gregarinas

Las Gregarinas, son parasitos extracelulares Apicomplexas que habitan en los
intestinos, celomas y vesiculas reproductivas de invertebrados marinos, de agua
dulce e invertebrados terrestres. La biologia general y la diversidad global de estos
parasitos es poco conocida, sobre todo porque las Gregarinas son dificiles de
muestrear y no tienen importancia médica o econémica evidente. En 1987, habia
alrededor de 231 géneros y 1.624 especies descritas dentro de la subclase
Gregarinas (Levine, 1988b). Son un grupo de Apicomplexas distintos a las
coccidias, hemosporidianos y piroplasmas y se cree que son el primer linaje de

Apicomplexas.

Algunas especies podrian servir potencialmente como agentes patdgenos para el
control bioldgico de insectos (Levine, 1985), y estan estrechamente relacionadas

con Cryptosporidium (Carreno y col., 1999).

Son ciertamente significativas desde una perspectiva evolutiva, debidoa su posicion
de principios divergentes dentro de los Apicomplexas y su posesion de varias
caracteristicas supuestamente plesiomorficas, como una fase de trofozoito
extracelular, un ciclo de vida monoxeno y una presencia predominante en los

animales marinos (Cox, 1994).

La posicion exacta de Gregarinas con respecto a Cryptosporidium y otros
Apicomplexas, de acuerdo a la congruencia de genes (SSUrDNA y B-tubulina) entre
si y con los datos morfolégicos ponen a las Gregarinas en un mismo contexto

filogenético (Leander y col., 2003).

Las Gregarinas representan un grupo muy diverso de los primeros Apicomplexas
emergentes, parasitando numerosos invertebrados y urocordados, y se consideran

de poca importancia practica. Recientemente, han ganado mas atencion, debida a
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la estrecha relacion con el Criptosporidium ya que éste esta menos relacionado con

las coccidias (Levine, 1988b).

Las Gregarinas estan omnipresentes en los ecosistemas marinos, tienen ciclos de
vida sobre todo monoxeno que implican un Unico huésped de invertebrados y
poseen etapas de alimentacion extracelulares llamados trofozoitos. Esta
combinacion de caracteristicas se infiere que se ha conservado desde el mas
reciente antepasado de todos los Apicomplexas y ha dado a las Gregarinas la
reputacion injustificada de ser "primitivo", en relacion con los Apicomplexas
intracelulares mas conocidos con ciclos de vida mas complejas que implican los

huéspedes vertebrados (Leander, 2008).

Las Gregarinas han sido agrupadas en Archigregarinas, Eugregarinas y
Neogregarines. Las Archigregarinas, se encuentran en hébitats marinos y tienen
trofozoitos, etapas que se asemejan a la morfologia general de las etapas de
esporozoitos infecciosos; las Eugregarinas suelen producirse en ambientes
marinos, de agua dulce y habitats terrestres; y tienen trofozoitos intestinales que
son significativamente diferentes en la morfologia y el comportamiento de los
esporozoitos; y las Neogregarines infectan exclusivamente a los insectos, y se

asocian con los tejidos del huésped que no sean los intestinos (Grasse, 1953).

La mayoria de las especies son conocidas como Eugregarinas, las cuales se
encuentran comunmente en los intestinos de los insectos, que han llamado mas
atencion de la comunidad cientifica. Las Eugregarinas se han clasificado en mas de
27 familias y alrededor de 244 géneros, 14 de las cuales tienen mas de 25 especies
cada una (Clopton, 2000).

Las Eugregarinas, de manera similar a Cryptosporidium, son especfficos con su
Unica localizacion epicellular (Valigurova y col., 2009). Sus esporozoitos usualmente
invaden las células epiteliales; sin embargo, algunas especies son capaces de

invadir incluso el espacio intercelular. Como la mayoria de las gregarinas no
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muestran desarrollo intracelular, los esporozoitos se desarrollan generalmente en
grandes etapas vegetativas extracelulares, llamados trofozoitos, exhibiendo un alto
grado de polaridad de la célula en que poseen una parte anterior especializada para
la union a la célula huésped en general (Schrevel y Philippe, 1993). La mayoria de
las Apicomplexas Eugregarinas que infectan los intestinos de los invertebrados
marinos se han descrito dentro de la familia Lecudinidae y el género Lecudina
(Rueckert y col., 2010).

El esporozoito de la Gregarina se convierte en una fase de crecimiento vegetativa,
con trofozoitos que se unen al epitelio de la célula huésped a través de la ventosa
apical "mucron o estructuras del epimerito”, dependiendo de la especie (Wiser,
2011); alternativamente, los trofozoitos extracelulares "flotan libremente dentro del
fluido celomico” (Leander, 2008). Estos organelos especializados se derivan del
extremo apical del epitelio y del ancla del parasito, donde juegan un papel en el

proceso de alimentacion (Wiser, 2011).

2.3.1. Arquitectura celular de Gregarinas

Las Gregarinas exhiben una enorme diversidad en la arquitectura celular y
dimensiones, dependiendo de su estrategia parasitaria y el ambiente circundante.
Parecen ser un ejemplo perfecto de una coevolucion entre un grupo de parasitos y
sus huéspedes. Los trofozoitos de algunas gregarinas como G. cuneata, tienen un
desarrollo epicelular, unido al lado luminal de las células epiteliales del huésped por
un epimerito que muestran un elevado grado de variabilidad morfolégica. La
presencia de elementos contractiies en la region apical indica que el
desprendimiento del trofozoito del tejido del huésped es un proceso activo auto-
regulado por el parasito. Los gamontes, que se encuentra en contacto con el tejido
del huésped a través de una tapa protomerito modificada, indican una mayor
adaptacién del parasito para la adquisicion de nutrientes a través de parasitismo

epicelular manteniendo su huésped sano (Valigurova, 2012).
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El mecanismo de nutricién en las Gregarinas, se le atribuye la funcién de alimentar
a los organelos de fijacion, tales como el epimerito (gregarinas septadas) o mucron
(gregarinas no septadas; Schrevel y Philippe, 1993). La concentracion mas alta de
mitocondrias de la célula huésped y reticulo endoplasmatico que rodean al
epimerito, y la presencia de mitocondrias en virtud de la vesicula cortical del
epimerito, indican la existencia de una interaccion activa entre el epimerito de la
Gregarina y la célula huésped, siendo éste un organelo metabdlicamente activo
(Lucarotti, 2000).

Algunas especies Eugregarine estan equipadas con estructuras adicionales
ubicadas en las ranuras entre los pliegues epiciticos que cubren el cuerpo de la
Gregarina, asemejandose a los microporos (disminucién de la boca de la célula)

reportados en otros Apicomplexos (Dyakin y Simdyanov, 2005).

Existen dos hipotesis contradictorias sobre el desprendimiento de las Gregarinas
del tejido del huésped al final de la etapa de trofozoito. Uno de ellos describe el
desprendimiento del trofozoito a través del epimerito de retraccion, autorregulado
por la etapa vegetativa (Valigurova y col., 2009). Mientras que el otro se basa en la
constriccion del epimerito gradual facilitado por la supuesta contractilidad de un
anillo osmidfilo que rodea la base de la epimerito y actuando como un esfinter
durante la separacion de la epimerito del resto del cuerpo de la gregarina (Schrevel
y Philippe, 1993).

Estudios de cultivos celulares in vitro de Cryptosporidium parvum, han confirmado
la existencia de estadios extracelulares, mediante imagenes épticas de microscopia
electronica de transmision. Los Trofozoito/gamonte extracelulares, las etapas de
cigotos y esporas con ocho esporozoitos se observan en el sobrenadante de los
cultivos. La morfologia de estas etapas, tienen caracteristicas similares a las de
algunas gregarinas, por lo cual apoyan la afirmacién de que Cryptosporidium es una

gregarina (Rosales y col., 2005).



17

2.4. Afinidad entre Cryptosporidium y Gregarinas

Hasta hace poco, se pensaba que el Cryptosporidium era un parasito intracelular
obligado que solo se replicaba dentro de un huésped adecuado, y que los ooquistes
excretados en las heces podian sobrevivir en el ambiente pero no podian
multiplicarse. A la luz de los extensos datos bioldgicos y moleculares, incluida la
capacidad de Cryptosporidium para completar su ciclo de vida en ausencia de un
huésped y la produccion de nuevas etapas extracelulares, Cryptosporidium se ha
transferido formalmente de las Coccidias a una nueva subclase con parasitos
gregarios, Cryptogregaria (Leander y col., 2003; Hijjawi y col., 2002, 2004; Ryan y
col., 2016).

En Cryptosporidium, el proceso de merogonia comienza después del trofozoito con
la diferenciacién de la formacion de cuatro a ocho merozoitos. Después de la
maduracion a meronte, cada merozoito separa e infecta a otra célula huésped
(Fayer, 2008). En Archigregarinasy Arthrogregarinas (anteriormente Neogregarina),
los trofozoitos se someten a una divisién asexual (merogonia) dentro del huésped
(Leander y col., 2006); sin embargo, la mayoria de las gregarinas parecen carecer

de merogonia en sus ciclos de vida (Leander, 2008).

Los Merozoitos tipo I en Cryptosporidium inician la multiplicacion sexual
diferenciandose en microgamonte o macrogamonte. Solo los macrogamontes
fertilizados presentan esporogonia para convertirse en ooquistes que contienen
cuatro esporozoitos (Fayer, 2008). En Gregarinas, la gametogonia inicia cuando dos
trofozoitos se unen en un proceso llamado sizigia y se convierten en un gametocito.
Los gametos se forman y ocurre la esporogonia después de la fertilizacion,
resultando en ooquistes esporulados dentro del gametocito, generalmente produce
cuatro (en archigregarinas) o mas esporozoitos infectivos dentro de cada

esporoquiste; estos esporozoitos luego se lanzan al ambiente (Wiser, 2011).
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Los estudios filogenéticos moleculares han demostrado que el género
Cryptosporidium representa una rama emergente temprana de las Apicomplexas
con afinidades cercanas a las Gregarinas (Cavalier-Smith 2014). Las
cryptosporidias, y el clado coccidias/piroplasmas constituyen dos linajes
independientes de diferentes antepasados de Archigregarinas que evolucionaron
en los huéspedes vertebrados (Leander y col., 2006). También es conocido que
Cryptosporidium difiere de otros Apicomplexas en areas fundamentales como
movilidad e invasion (Wetzel y col., 2005), y tiene una potencial similitud en biologia

y desarrollo con las Gregarinas.

Para entender con mayor detalle el metabolismo y la biologia celular de las
Gregarinas, se han hecho estudios del genoma de secuencia (GSS) para
Ascoregarina tainanensis, que infecta las larvas de mosquitos tales como Aedes
albopictus. Debido a que Ascogregarina es un parasito distribuido a nivel mundial

en los mosquitos (Morales y col., 2005).

Las Ascogregarinas comparten con Cryptosporidium sintasa de acidos grasos y
probablemente un policétido sintasa, ademas poseen un gran repertorio de
proteinas de superficie multidominio que se alinean con Toxoplasma y se estan
involucradas en funciones parecidas (Templeton y col.,, 2010). También pueden
servir como candidato a agente biologico para el control de mosquitos vectores de

muchos patégenos mortales en humanos y animales.

Los parasitos del género Cryptosporidium son una causa importante de diarrea y
mala salud en humanos y animales y son causas frecuentes de brotes transmitidos
por el agua. Hasta hace poco, se pensaba que el Cryptosporidium era un parasito
intracelular obligado que solo se replicaba dentro de un hospedador adecuado, y
que los ooquistes descartados fecalmente podian sobrevivir en el ambiente, pero

no podian multiplicarse (Ryan y col., 2016).
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Sin embargo se ha demostrado a la luz de los extensos datos biologicos y
moleculares descubiertos, incluida la capacidad de Cryptosporidium para completar
su ciclo de vida en ausencia de un huésped y la produccién de nuevas etapas
extracelulares, por lo cual Cryptosporidium se ha transferido formalmente de la
subclase Coccidia, clase Coccidiomorphea, a una nueva subclase, Cryptogregarina,
dentro de una clase Gregarinomorphea, con parasitos gregarinos (Ryan y col.,
2016). El género Cryptosporidium es actualmente el Unico miembro de la subclase
Cryptogregarina y se describe que comprende parasitos epicelulares de
vertebrados que poseen un organelo de alimentacién parecido a las gregarinas pero
carecen de un apicoplasto (Cavalier-Smith, 2014). De acuerdo con el Cdédigo
Internacional de Nomenclatura Zoologica (International Commission on Zoological
Nomenclature), una vez que una especie ha sido reclasificada formalmente en una
revista disponible publicamente, luego esa clasificacion es permanente (a menos
gue se cuestione en la literatura). Como esta reclasificacién no se ha cuestionado,
Cryptosporidium ahora es oficialmente una gregarina (Cavalier-Smith, 2014; Ryan
y col., 2016).

Mediante un enfoque basado en la microscopia electrénica de transmisién, se
detallan las sorprendentes similitudes entre Cryptosporidium parvum y las
Gregarinas durante el desarrollo axénico in vitro a alta resolucion ultraestructural.
Los zoitos de C. parvum muestran tres regiones inusuales dentro de los parasitos
uninucleados: como epimerito, protomerito y cuerpo celular; estas regiones exhiben
un alto grado de similitud morfolégica a los trofozoitos de las Gregarinas. Estos
hallazgos estdn de acuerdo con estudios filogenéticos que han demostrado la
hermana relacion con de Cryptosporidium con las Gregarinas. Cryptosporidium
exhibe una amplia variedad en la estructura celular dependiendo del ambiente
circundante, imitando asi a las Gregarinas "primitivas" en términos de coevolucién

estratégica entre los parasitos y sus entornos (Aldeyarbi y Karanis, 2016).

La existencia de etapas extracelulares de C. parvum, con la observacion de

trofozoitos, gamontes, cigotos y esporas con ocho esporozoitos, ademas de la



20

morfologia de estas etapas, con caracteristicas similares a las de algunas
Gregarinas, confirman que Cryptosporidium tiene mayor afinidad con las Gregarinas
(Rosales y col., 2005).

3. CONCLUSIONES

La posicion filogenética de Cryptosporidium es dificil de alcanzar ya que se sugiere
que el género es un linaje emergente temprano entre los Apicomplexas. Los
resultados de los andlisis filogenéticos de taxones alveolatas son compatibles con
un origen temprano de Gregarinas que relacionan intimamente alas Gregarinas y

Cryptosporidium.

La Organizacion Mundial de la Salud ha categorizado a Cryptosporidium como un
patdgeno de referencia para la evaluacion de la calidad del agua potable (Medema
y col., 2006). Esto se debe a que los ooquistes producidos por Cryptosporidium son
extremadamente resistentes, se propagan facilmente a través del agua, son
resistentes a la inactivacion del cloro y son dificiles de eliminar del agua potable, sin

el uso de una filtracion costosa y prolongada (Striepen y Kissinger, 2004).

La forma hidrica es un modo importante de transmisién y Cryptosporidium es el
agente etioldgico en alrededor del 60% de los brotes parasitarios de protozoos
transmitidos por el agua que se han notificado en todo el mundo entre 2004 y 2010
(Baldursson y Karanis, 2011). La gravedad de las infecciones varia, dependiendo
de la especie involucrada, pero para las especies zoonéticas, la dosis requerida
para causar una infeccion en el 50% de los sujetos (ID 50) se estima en 10 a 83
ooquistes para C. hominisy 130 para C. parvum, aunque en realidad, un ooquiste
podria ser suficiente para causar infeccion en humanos a través de rutas de

transmisioén directas o indirectas (Chappell y col., 2006).

Ademas del complejo apical, una caracteristica principal y uUnica del filo

Apicomplexa, al que pertenece Cryptosporidium, es la presencia generalizada del
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apicoplasto, sin embargo, los datos microscépicos, moleculares, gendmicos y
bioquimicos indican que Cryptosporidium difiere de otros apicomplexos en que ha
perdido el apicoplasto (como algunas gregarinas) asi como los genomas para el
plastido y la mitocondria (Xu y col., 2004).
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