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RESUNEN
Dentre del ambite de la salud humana y veterinaria, las
parasitosis intestinales por protoroarios ocupan un lugar
importante en funcion de sus caracteristicas epidemieclegicas y las
repercusionss  economicas  gue  ocasionan, En particular, la
giardiasis es actualnente un problema de salud puhlica en paise

desarrollados y mas aun eon agquellos en vias de desarrollo como lo

es Mexico, dende afecta una proporcion importante de la poblacion
pediatrica de acuerds oon numerosos estudios precedentes.

£l agente causal de la infeccion humana, Giardia lamblia, se
aloja en e! intestino delgado de una serie de hospederos
susceptibles. En el hombre, la giardiasis se caracteriza por un
cuadro Slindico  complejeo {desde  asintomatico hasta cuadros
diarreicos con sindrome de malabsorcisn) y un diagnostico
coprolégico rutinario frecuentemonte dificil y poco eficiente. En

estas caracteristicas se asume la participacion de factores del

hospedera  (p. ¢l sistema inmune) y del parasito (v.gr.
propiedades de ciertas biomoléculas o la virulencia de cepas)
Dentro de los ultimos, el analisis de antigenos (Ags) en la fase
trafozroito en distintas cepas es una estrategia crucial para poder
aportar nmaterial confiable para su uso en estudios sobre
inmunodiagnostico ¢ inmunoprofilaxis de la infeccioén.

En el presente tratajo se analiro el especiro antigénico de 2
cepas prototipo de &, lagmblia (P-1 y WB) enmpleando variantes
natadelegicas para la  extraccidn de  componentes proteinicos

celular radi

marcados con



137 pste analisis cobprendio la caracterizacién electroforética,
dansiitometrica y la evaluacion de la reactividad de los extractos
an un onsayo inmunoserologico empleando nuestras a partir de
infeccion natural y experimental con el protozoarjo. Las cepas
analizadas presentaron heterogeneidad antigénica de orden
cuantitativo (determinada densitométricamente) y cualitativo
(determinada por electroforesis bidimensional) y los extractos
solubles totales obtenidos por medio de sonicacion de trofozoitos
en presencia de detergentes (triton X-100 o desoxicolato de Sodio)
presentaron ventajas (mayor facilidad de obtencidén y alta
inmunorreactividad) como fuentes antigénicas de g, Jlamblia
confiables para su uso en inmunodiagndstico.

Por otro lado, se establecio la infeccion experimental por G.
lanblia con estas cepas vy se evalud longitudinalmente la respuesta
inmune en un wodel> animal y se cotejaron estos datos con los
observables en un estudio transversal de giardiasis clinica. Se
inocularon dYerbos mongolicos singédnicos con trofoioitos del
parasito por via oral-intragastrica, se colectaron muestras fecales
para deternminar cantidades de quistes expulsados y muestras séricas
para determinar el titulo de Inmunoglobulinas (Igs) especificas
empleando la tecnica de ELISA y los patrones de reconocimienta
antigénico de estas Igs per Inmunoelectrotransferencia (IET) de los
Ags solubles totales seleccionados y la inmunoprecipitacisn (IPP)
de Ags Jde superficie marcados con 1251. En muestras séricas de 41
pacientes on edad pediatrica, a guienes se diagnes+tize gizrdiasis
1ntomatifa o oasintomatica, se realiraron los ensaves menctionados.,
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los jerbos presentaron un patron de infeccion autolimitante
con expulsion intermitente de quistes asociade a periodos de
prepatencia y patencia semejantes a los observados en casos de
giardiasis clinica, aunque ia cantidad de gquistes expulsados por
qramo de heces fue mayor en animales infectados con la cepa wWB. En
los ensayos de 187 se¢ not¢ un patron de recopocimiento antigénico
el cual fue cuantitativamente y cualitativamente diferente en
funcion de la cepa intectante, siendo mas reactivos los Ags de 150-
180, 133, 121, 8>, 82, &%, 4S5 y 40 Kd. En los datos de IPP el
repertorio de Ags reconocides fue mids limitado, especialmente hacia
a los conmponentes de 82 y 55 Kd. Para 105 sueros humanos se
observaron, en la prueba de IET, patrones de reconocimiento
complejos y variables de individuo a individuo, aungue los Ags de
133, 92, 5%, &5 y 1I& Kd fueron reconocidos con mayor frecuencia.
Los Ags de 82 y 55 Kd fueron detectados preferencialmente en
ansayos de RIP. Todos estos datos guLardaron relacion con la
heterogeneidad antigenica gue se determind en las cepas infectantes
utilizadas. Un conjunto selecto de estos Ags fuercen relevantes en
ambos tipos de infeccion (p. ej. aguellos de 133, 92, B2, 65, 55 y
45 Kd) dada su reactividad y la frecuencia con gque fueron
detectados en los ensayos; por lo tanto, estos componentes podrian
utilizarse para desarrollar metodos d¢ innunodiagnostico o

inmunoprofilaxis de la giardiasis.
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I. INTRODUCCION

La relacién hospedero-parasito ha constituido una de las
interacciones mas relevantes del hombre con su medio ambiente.
nesde el punto de vista de la salud a nivel humano y veterinario,
les pardsitos representan un rete constante debide a 1la
multiplicidad de compartimientos gque pueden ocupar dentro dal
hospedero y asimismo por 1los procesos de adaptacién tan
sorprendentes que pueden desarrollar,

Dentro de lcs parasitos se incluyen algunos protozoarios, que
son organismos eucariéticas unicelulares y son considerados como el
grupc was priritive dentro del reirno animal. A partir de su
descubrimiento por lecuwenhoek, se estima actualmente que existen
unas 45,000 especies de rrotozoarios, de las cuales aproxirmadanente
10,000 son parasitos en invertebrados y vertebrados (Cox, 1981). De
esta forma, 105 parasitos constituyen un grupo importante y su
influencia se refleja en varios ambitos, abarcando el econdmico.

Los protorsoarios parasitos intestinales representan en nuestro
pais un problema dificil de controlar, dado el riesgo del
establecirmiento de areas endemicas. Esto se debe principalmente a
la falta de educacion higienica y a las condiciones socioeconomicas
precarias do una aran parte de la pobiacion mexicara {Tay y cols.,
1378). Por tratarse de un fenémeno estrechamente vinculade a los
factores anterieres, la giardiasis constituye ahora un problema

bajo estudis en nuestro medio.



IA. Glardia lamblia: ASPECTOS GENERALES

Se atribuye a Anton van LeeuwenhoekX en 1681 la primera
descripcion de trofozoftos de Gjiardia como “"animaliculos”™ méviles
en su propio material diarreico (Dobell, 1920}. Diferentes giardias
de humanos y otros animales fueron descritas posteriormente por
varjos autores. Kofeoid y Christiansen (1915} proponen el norbre de
Giardia lamblia para la especie pardsita en humanos en honer de los
Doctores S. Giard y . Lambl (1859), siendo este ultimo guien did
la primcra descripcion detallada del protozoario. El desarrollo de
estudies mias profundos del organismo, asi como de la enfermedad que
ocasiona ha sido posible a partir del establecimiento de cultivos
axénicos para trofozoitos de G, larhlia por Meyer (1978).

La ubicacion taxonomica mas reciente del género Giardia la ha
dado la Sociedad de Protcoroologistas (Cox, 1981). 1os proto:sdarios
son considerados un subreino dentro del reino animal; el phylum 1
Sarcomastigophora comprende los organismos cuya locomocion es
efectuada por flageles, pseuddpodos o ambos. En el subphylum 2
Mastigophora se agrupan los protozoarios flagelados, donde la clase
2 2oomastigophora (cloroplastos ausentes) abarta el orden
Diplomconadida. los organisnos de este orden poseen dos nucleos y
organelos duplicados (simetria bilateral) y en él se ha clasificado
el género Giardia.

Filice ({1952) hace 1la clasificacion del genero en base a

[%

criterics morfelogicos del trofozoiato y 1o separa en 3 qrupes: G,

agilis que ceo 2lcja en aniiblos y posee forma alargada (20-30 am.

Tes dencorinadas cuerpds mediancs gue
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semejan gotas de agua. G, muris es la especie que ocurre en murinos
v aves peguedac teniond: nerfclogia redondeada (5-12 wum. x 5=7 un.)
con dos cuerpos medianos ovales. El tercer grupe lo conforma G.
duodenalis que se presenta en humanos, animales domésticos y unma
variedad de mamiferos. Tiene mcrfologia piriforme ventralmente
aplanada y un cuerpo mediano en forma de cabeza de martillo. Esta
ultima especie es conocida como ¢. intestinalis en Europa
oceidental, G, lamblia en Arerica y como lamblia intestinalis en la
URSS y Europa Oriental.

Giardia lamblia, nombre que se utiliza en este trabajo para
designar la especie gue <causa infeccidén en humanos, es un
protozoario parasito gue coloniza el intestino delgado de los
hospederos susceptibles y ocasiona en ellos la infeccion denominada
giardiasis.

£l parasito se presenta en dos formas: el trofozoifto (Figura
1-A) que es la entidad patogena que mide 10-12 um. de largo x 5-7
um, de anche x 1-2 um, de grosor. La entidad infecciosa es el
quiste (Figura 1-B) que mide 8-12 um. de largo x 7-10 um. de ancho
X 0.3-0.5 unm. de grosor y forma eliptica.

£l ciclo de vida de G. lapblia es de tipo directo con
migracion simple y se esguematizZa en ia Figura 1-C. El habitat
usual del troforojto es el borde nicrovelloss epitelial del
intestino delgado (duodeno y yeyuno) donde se halla adherido
mediante su disco adherente ventral geénero-especifico. Agqui lleva
al cabe su reproduccion por fisién binaria longitudinal que
incrementa la concentracion de troforcitos y algunos de ellos son

3



liberados en las heces. Hacia la parte distal del intestino delgado
estos s redondean y formsan una pared quastica, siendo eliminadoes
los guistes resultantes en las excretas. los guistes elirinados
maduran en horas y permanecen viables varios dias, hasta gue un
nueva hospeders adquiere la infeccidn ingiriendolos en agua o
alimentos contaninados. Bajo las condiciones acidas del estomago
erérge un troforoito tetranucleado de la pared quistica que
rapidapmente completra el ciclo de divisioén, obteniéndose asi 2
troforoitos binucleados en cada desenguistamiento. E1  término
vorganismo reservorio®™ (Brown, 1975) se aplica a animales e
individuos que aseguran la continuidad de la parasitosis primaria

y actuan cono fuentes adicionales en la infeccién humana.

IB. GIARDIA Y GIARDIASIS

Ll fenonmeno de adhesicn de troforoitos de G, lapblia a celulas
epiteliales es un evento clave para la colonjzacién y proliferacién
3e este parasito en el compartimiento intestinal del hospedero, y
por consiguiente 1o es para el establecimiento de la infeccidn,
giardia posee un disco adherente especializade y se ha sugerido gque
tanto esta estructura como fuerzas hidrodindmicas inespecificas,
factores mecanicos nediades por proteinas contractiles y  aun
participacion de biomoléculas tipo lectinas {antigenos?) pueden
rediar la interaccion del parasito con el epitelio intestinal del
hospedero {Farthing, 1%55; Feely g al,, 1%B2; Farthing et al.,
19856}, De cualguier forma existe relacién estrecha entre este
evento y el desarroile de la patologia de la enferredad, ya gue

4
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FIGURA 1. Aspectos morfoldgicos de G. lambiia (A y B)
y su ciclo de vida en humancs (C). Reproducido de
L.A. Meyer: Microorganisms and human disease, N.Y.,
Appleteon-Century-Crofts, 1974,
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hasta ahora no se ha demostrado concluyentemente la existencia de
alguna enterotoxina sccretada por G, lamplja. Asimismo, 1la
capacidad invasiva del trofozoito al tejido epitelial es
actualmente un aspecto controversial (Brandborg y cols., 1967;
Chavez y cols., 1586).

Estudios en giardiasis murina y humana han revelado que la
adhesion del troforoito a la célula blanco (que produce una
"huella" del disco adherente en la ultima) ocasiona un daho
variable y transiente al borde microvelloso del epitelio intestinal
que consta de acortamiento, engrosamiento y distorsién de las
microvellosidades {Hoskins, 1967) . Estas anormalidades
estructurales ocasionan que el area de absorcién ducodenal de
nutrientes se encuentre reducida, y contribuyen al cuadro de
malabsorcion asociado a giardiasis sintomatica en mayor medida que
la simple interferencia fisica del organismo adosado a 1la
superficie del enterocito. La alteracion en los niveles de algunos
mediadores digestivos tales come las enczimas (disacaridasas,
secretina, pancreozimina) las cuales tienen dependencia y actividad
en la motilidad e integridad intestinal durante la infeccidén por
Giardia, asi comc la aparician de respuestas inflamatorias a nivel
local (Hoskins, 1967}, promueven probablemente la manifestacidn de
sintomas y signos tan variados como la enteritis, diarrea alternada
a constipacion, dolor abdominal, hipoclorhidria, esteatorrea,
niausea y otros detectados notablewmente en giardiasis clinica.

La giardiasis no es considerada mortal por si sola. No

obstante, el espectro clinico de la enfermedad varia desde un



estado de expulsion asintomdtica de gquistes (Rendtorff, 1954) hasta
un cuadro de diarrea severa con ralabsorcion (Wolfe, 1978). La
presentacion sintomitica es autolimitante y se resuelve
espontaneanente (inmunidad protectora?)}. la etapa aguda se
caracterira por sintomas que incluyen nausea, anorexia,
hiperperistaltismo intestinal superior, malestar con <{iebre
moderada Yy escalofrio. Tarbién se pueden presentar diarrea
expleosiva asociada a tlatulencia, malestar epigastrico tipo
uleceroso, pérdida de peso y talla baja con posible esteatorrea y
frecuente intolerancia a la lactosa. la etapa subaguda y crénica
implica tipicamente episodios diarreicos recurrentes breves con
flatulencia y distensi¢n abdominal. La presentacién asintomatica
involucra un portador aparentemente sano gque excreta gquistes
detectados en heces; pero con absorcicn intestinal subclinica
deficiente {Coello-Ramire:z, 1981).

Dos Aaspectos destacan en este momento: 1) el caracter
autolimitante de la enfermedad sintomdtica, cuyos mecanismos no se
han dilucidado y 2) la existencia de individuos asintomdticos, muy
probablemente el nucleo mas abundante de la poblacion afectada, que
constituyen una fuente irmportante de transmision de G, lamblia en
areas endéricas.

Solamente en los Ultimos anos se ha reconocido la importancia
médica de la giardiasis y de G. lamblia como patogeno, a 1a vez gue
los datos epidemiolégicos nacionales }o han identificado entre los
agentes de parasitosis intestinal mas frecuentes {[INSS, 189%0). La

enfermedad es de distribucion cosmopolita ¥y existen reportes
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numerosos sobre su incidencia. En paises desarrollados como Estades
Unidos de Norteamérica y Gran Bretana se estimaron tasas del 24% de
poblacién portadora con cerca de 4,000 casos anuales clinicamente
diagnosticados (CDC, 1979; Knight, 1980}. En Europa la morbilidad
va de baja a moderadanmente alta (WHO, 1986).

Para paises en vias de desarrollo las tasas de incidencia
oscilan entre un 8 y un 25% como ocurre en regiones de
Latinoamérica (Figueroa et al., 1981), Africa (Hason, 1987) y Asia
(Hossain, 1983). En México se estima que afecta al 20% de la
poblacién pediatrica y en zonas como Xochimilco, Cd. Nezahualcéyotl
y Cuautitlan se han detectado tasas de prevalencia de 66, 21 y
63.3% respectivamente {Tay et al,, 1978: Coello-Ramirez, 1981;
Duehas-Lopez, 1984). En el Instituto Mexicano del Seguro Social hay
nensualmente entre 2,000-5,000 casos de giardiasis (1990).

La infeccion por G. meld tiene cozc caracteristicas en
hunanos que es de duracion corta (3 meses como maximo}, aunque en
pacientes croénicos puede durar afies. Su transmisidén es por
portadores huranos © animales y por agua y alimentos contaminados,
abatiéndose la tasa de infeccién conforme la edad avanza (afecta
mayormente a nifeos en edad preescolar y escolar). la dosis
infectiva es de 25-100 guistes, con periodo de prepatencia de 6 a
15 dias y periodo de incubacioén de 7 a 21 dias (Rendtorff, 1954).

E)l diagnostico de la enfermedad se basa rutinariamente en
exanenes coproparasitoscépicos para hallar quistes o trofozoitos en
heces diarreicas o quistes en heces formadas nediante técnicas de
nicrescopia directa © flotacion en 2Zns0, (Tecnica de Faust). Para

8



el diagnostico se requieren 3 resultados pesitivos consecutives y

anal adinctrado que rindan datos confiables (Wolfe, 1978). Sin

nere
pevs

embargo, se pueden tener fallas en un 30 a 50% de casos
sintomaticos (Kamath y Murugasu, 1974) Yy existe entonces una serie
de procedimientos alternativos o complementarios [examen de liquido
intestinal o Enterotest, biopsia intestinal y raadiologia
gastrointestinal (revisados por Wolfe, 1584)]. Ademas, se pueden
presentar sintomas sin expulsion del parasito durante buen tiempo,
o bien gque se expulse en forma interwmitente (Rendtorff, 1954).

A partir de la decada anterior se han iniciado estudios
erpleande pruebas come el ensayo del inmunosorbente acoplado a
enzima {ELISA) (Smith y ccls., 1981} e inmunofluorescencia
indirecta [IFI} (Visvesvara y cols., 1880) con muestras sericas y
la contrainmunoelectroforesis [CIEF} (Craft y Nelson, 13%82) en
muestras fecales para la busgueda de inmunoglobulinas (Igs)
circulantes o antigencs (Ags) del pardsito expulsados por pacientes
con glardiasis. Per ahora nho se tiene un ensayo inmunolégico
rutinario en el diagnostico complerentariec, aungue tal alternativa
debera convertirse en una herramienta eficar y adecuada para

detectar especificamente al parasito en sus diferentes

ilite obtener datos relevantes desde un

manifestacicnes y asi se £
punto de vista epidemiologico.

Varios agentes Quirioterapicos se han aplicade en el
tratamiento de la infeccién por §. lamblia [revisado por wWolfe,
1984). 1a Quinacrina (Atabrine, no dispenible comercialmente en
Moxico} se considera el farmaco de eleccion en dosis de 40 a 100
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=g9. 3 veces al dia durante 7 dias y tiene eficiencia en un 90-55%
de casos. Asimismo se prescribe el Metronidazol (Flagyl) en dosis
de 100 a 250 mg. al dia durante 7 dias y se han reportado tasas de
cura de B5-30%. Otra droga utilizada es la Furazolidona {(Giardil,
Furoxona) en dosis de 100 mg. al dia durante 7 dias, con la cual se
han obtenido resultados exitosos en un 77-93% de cases bajo
estudio. La Paromomicina (Humatin) [dosis: 1 g. al dia durante S
dias, eficiencia: $5-73%), el Tinidazol (Fasigyn) {dosis uUnica de
2 g. con eficiencia de un 9$3%1) y el Ornidazol (Tiberal) ({dosis
unica de 50 mg./kg. con eficiencia de 1001) son quimioterdpicos
alternativos para la giardiasis, aunque se requieren estudios de

campo mds extensos respecto a ellos.

IC. ASPECTOB INNUNOLOGICOS DE LA GIARDIASIS

La interaccién de Giardia con su hospedero involucra una serie
compleja de eventos, dentro de los cuales debe citarse el papel
del sistera inmune. Diferentes evidencias clinicas y en giardiasis
experimental sugieren el desarrolloc de inmunidad contra el
parasito: 1) 1la naturaleza autolinitante de 1la infeccién
(Rendtorff, 195¢; Roberts-Thomrson gt al., 1976a), 2) la exposicién
previa al parasito incrementa la resistencia a la reinfeccion
{Moore ¥ cols., 1969: Roberts-Thomson y cols., 1976b}, 3) la alta
prevalencia de la enfermedad en pacientes hipogamaglebulinénmicos y
en homosexuales (Hughes gt -~ 1971; Meyers gt <« 1977}, 3) 1la
presencia de Igs especificas isotipo 1Ig6 circulante e TgA

intestinal en pacientes afect

1980; Visvesvara



y cols., 18980} y ratones {Anders y cols., 1982) respectivamente, Yy
5) la alta prevalencia de giardiasis cronica en ratones prenados,
atimicos o tratados con corticosteroides (Roberts-Thomson Yy
Mitchell, 1978; Duncombe @t al., 1980). De esta forma se implican
mecanismos humorales y aquellos mediados por células en dicha
interaccién, aungue la aparicidén de respuestas protectoras asi como
de posibles respuestas inmunopatologicas (Stevens, 1982} no se han
aclarado totalmente hasta ahora.

Estudios ip vivo e in Mitro en G, muris sugieren gque 1la
inmunidad humoral a nivel dntestinal juega un papel en la
resolucién de la infeccion y que en ratones inmunocompetentes {cepa
BALB/c) estd pediada basicamente par IgG e IgA sin que se conozca
su funcién exacta (Heyworth, 1986; Xaplan y cols., 1985).
Posiblemente tal proceso es inducido por Ags timo-dependientes del
parasito, ya que se ha observado in vivo gque ratones atimicoes o
desnudos llegan a desarrollar cronicamente la infeccién (Roberts-
Thomson y Mitchell, 1978; Underdown y cols., 1981; Erlich y cols.,
1%83). No obstante, pueden coexistir mecanismos timo-independientes
en la proteccion a la enfermedad al considerar gue ratones hembra
transfieren inmunidad pasiva a sus crias con IgA Giardia-especifica
en leche materna ({Stevens, 1978). la inmunidad celular parece
participar en los mecanismos de eliminacién del parasito a nivel
intraepitelial y en funcicnes tanto de cooperacién como de
citotexicidad. En experiwmentos jin vivo e jp vitro se ha viste que
Zurante Ia infeccion se presenta una wmejor reactividad
inflamatoria, asi como capacidad fagocitica y quiriotactica
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incrementadas de Macrofagos Yy Keutrofiles en ratones
inmunocompetentes (Kaplan gt 2).. 1985; Belosevic et al., 1986). En
estos animales s¢ presento un aumento de Leucocitos y una relacién
de Linfocitos T cooperadores/supresores de >5/1 asociados a niveles
mayores de Linfocitos R productores de IgM e IgA en las placas de

al., 158¢b). La presencia

Peyer (Carlson et al.. 1%86a: Carlson et
de Linfocites T intraluminales no parece ser un factor determinante

en la eliminacion del parasito (Heyworth et al., 198%5).

a8 observacicones epidemiologicas, clinicas y experimentales
para respuesta ihmune enh glardiasis humana se han llevado al cabo
mediante ensayos jn Mitro principalmente y su posible integracion
se esguenatiza en la Fipura 2. Aparentenente las Igs circulantes
detectadas (isotipo I1gG) no son por si solas protectoras, vya gue se
hah determinado titulos altos aun en infecciones recurrentes (Smith
Y cols., 198); Visvesvara y <ols., 1980). Los niveles de IgM, IgA
e IgG séricas no se han observado consistentervnte alterados en los
pacientes (Johes y Brown, 1874: linnenman y Kaplan, 1572), aungue
estudios recientes con voluntarios sugieren gQue si  aparecen
respuestas de Igé e IgM especificas en suero (Nash et al,, 1987).

Loz niveles de IgDh serica parccen encontrarse bajos durante la

o
¥

infeccidn (Jokipii ¥y Jokipii, 1@ Otros estudios denotan el

aefecto letal del suero humano normal y de infeccién sobre

trofozoitos de G. Jamblia, y muestran que la lisis del organismo
esta mediada por una variante de la via clasica del Coxplemento gue

requiere 12 prosoensia de O y Factor B, no de €4 ¥ C2 y se acoxpafia

raide & la vez IgM cone anticuerpo
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FIGURA 2. Integracion de los mecanismos posibles que participan en
la respuesta inmune humana hacia G, lanbiia considerando las
observaciones c¢linicas, experimentales y epidemiolégicas. Los
productos de excrecion-secrecion del parasito (E-S) pueden inducir
la aparicion de artx;uerpo: o Igs circulantes (Ab.) y secretorios
(ab,) con participacien de celulas T (LT) (A} o por via timo-
xndependx*nte al través de interaccion directa con células B (LB)
I[B). La inrunidad celular contra el trofozoito inicialmente invascr
debe estar limitada al corpartiriento intraepitelial del intestino
del hospaedern. Esto se ha observadc en los fendmenos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) gue es
mediada principalmeonte por SranclociTes €7 v en la citotoxicidad
espontanear medlada per celulas  (SNOC)  la cual es realizada
sicamente por Macrafagos (M3 (D). la interaciicn Macrolago-
JE) pusdo ser asimismo un even‘o clave en la activacicon
innmunidad humdral al protorpario parasito. CP=Ceélula

, LT =linfocito 7T dntraluminal, LT, nfocito T e

remaria.
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activador (Deguchi et 2al., 1987). En reportes recientes se ha
discutido la importancia del sistema inmunosecretor en los
mecanismos probables de eliminacién y proteccion del hospedero a la
infeccion con el parasito. La asociacion de giardiasis con bajos
niveles de 1lgA secretoria intestinal podria ser un factor dque
predispone a la cronicidad de la infeccién (Zinneman y Kaplan,
1972) y por otra parte los titulos incramentados de IgA secretoria
especifica en leche de mujeres infectadas respecto al observado en
mujeres no afectadas se correlaciona de manera significativa a un
grado mayor de proteccion en los productos de las madres con
infeccion previa (Nayak y cols., 1987). A nivel de ldmina propia
intestinal se detectan inicialmente células secretoras de IgM y
posteriormente las que secretan 1gG e IgA (Thompson y cols., 1977}.

Se¢ ha visto que diversas poblaciones celulares tienen
actividagd efectora 4ip vitro contra G, Jamblia. El1 material
solubilizado de trofozoitos o bien productos excretorios-
secretorios tienen efecto guimiotactico y de reclutaniento sobre
Monocitos humanos, los cuales después fagocitan el protozoario
{Smith et al., 1983a). El1 fenomeno de citotoxicidad espontidnea
mediada por células (SMCC) se atribuye a la poblacién Monocito-
Macrofago y es no especifica (Smith y cols., 1982a; debatido por
Aggarwal y Nash, 1986). También la fagocitesis por Macréfagos de
conhejos inmunizados es mds intensa en presencia de suero inmune que
opsoniza el trofozroito (Radulescu y Meyer, 1981} y dichos fagocitos
responden con mayor avider y a periodos mids termpranos egn estados de
reinfeccion (Kanwar y cols., 1957). Los eventos de citotoxicidad
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celular dependiente de anticuerpo (ADCC) paYece estar mediado por
1gG y Granulocitos del tipo Neutrofilus Pclimorfonucleares asi como
Posinéfilos en menor grado (Smith y cols., 1983b) y Macrofagos
(Kanwar y cols., 1987). El papel del Linfocito T no se ha aclarado
aqui; no obstante se han determinadoe respuestas proliferativas en
Giardiasis croénica (Swmith y cols., 1982b) ademas de la presencia de
células T intraluminales en el intestino de pacientes sintomdticos
{terguson, 1977). En este contexto, la inmunidad celular debe ser
un factor importante para limitar y controlar la infeccidén por G,
lanblia a nivel intraepitelial en la primo-infeccién y 1la
reinfeccion en humanos. Sin embargo su papel a nivel del lumen

intestinal y en fenomenos de proteccidn no se conoce aun.

ID. ANTECEDENTES

La Inmunologia como disciplina ha hecho valiosas aportaciones
en el terreno del estudio y control de numerosas parasitosis en
humanos y otros animales. Sus alcances se han aplicade en aspectos
como diagnostice, tratamiento, profilaxis y epidemiologia de
entermedades infecciosas como 1o es la giardiasis. Para alcanzar
tales objetivos, una aproximacion importante consiste en determinar
la "antigenicidad" o capacidad de g. Jlamblia de despertar una
respuesta inmune. De este modo sc han realizado una serie de
pruebas inmunologicas que han podido detectar Igs circulantes o Ags
fecales en casos de infeccidn natural e inmunizacion experimental
con el protozoario. Entre las pruebas utilizadas se encuentra el
ensayo de inmunodifusion (ID) donde Vinmayak y cols. {1978} han
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reportade la aparicien de 1-2 lineas de precipitina en sueros de
pacientes con Giardiasis utilizendo material de gquistes sonicados
como Ag., Visvesvara y Realy (1980} ohiuvieron de 7-8 lineas de
precipitina con suerc hiperinmune de conejo al emplear material de
giardias sonicadas aisladas ya sea de humano, gate o cobayo. Otro
ensayo es la CIEF con la que Craft y YNelson (1982) observaron
reaccion de precipitinas en muestras de heces en 65 de 66 pacientes
infectados al usar suero inmune de conejo para detectar Ag fecal.
El ensayo de inmunoadsorbencia en el gque se enplea un sistenma
enzimatico (ELISA) ha sido utilizado extensivamente a partir de los
pstudios realizados por Smith y cols. (1981). Fn elles los autores
demostraron que si se emplean trofozoitos completos como Ag so
puedan obtener mltos porcentajes de titulos positivos en pacientes
sintomaticos, asi como indicar la presencia de Igs contra el
paradsito que persisten desde & semanas hasta 15 meses despugés de
segulir 1a terapia curativa. la técnica de IFI también ha mostrado
gran utilidad de acuerde con los datos de Visvesvara y cols.
(1980), guienes observaron alta reproducibilidad y especificidad en
ensayos de fijacién de Ig fluorescepte a preguistes o trofozoitos
fijados con formol como fuente de Ags.

Otro enfogque de estudio es la identificacion de componentes
antigénicos de G, lamblia involucrados en la relacidn hospaedero-
pardsito, asi copo sus caracteristicas abarcando localizacion y
funcion posibles. Se sabe gue la mexmbrana celular del trofozoito
juega un papel inmunologicamente relevante en virtud de que es la
pramera estructura del parasito gue interacciona directamente con
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e]l hospedero. Diferentes investigaciones se han dirigido a
identificar las biomoléculas capaces de activar una respuesta
inmune en un estado de infeccién. Con tal propdsito, la composicién
antigénica de G, lamblia ha sido estudiada por varios autores y los
resultados son parcialmente sencjantes. Moore y cols. (1982)
empleando electroforesis en geles planos de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato de Sodioc (SDS-PAGE) y extractos por
sonicacion de trofozoiteos, detectaron al menes 20 bandas de
proteina tefiidas con arul de Coomassie con peso molecular entre 14
Yy 125 kilodaltones (Xd), aunque el fraccionamiento con
cromatografia liquida de alta presién {HPLC) reveldo una fraccién
con peso aproximado de 200 Kd. Smith y cols. (1982c) compararon 4
cepas de G, lamblia de diferentes procedencias geogridficas (PO de
Portland, WB de Afganistadn, RS de Ecuador y LT de Puerto Rico) y
encontraron patrones de movilidad electroforética semejantes en
aquellas, con 26 bandas de peso molecular entre 10 y 140 Kd y otras
de mayor peso molecular débilmente tenidas. La cepa PO carecié de
un grupo de proteinas anodicas y otra neutra presentes en las cepas
restantes examinadas mediante inmunoelectroforesis cruzada. Del
mismo modo Wenman y cols. (1%86) analizaron electroforéticamente el
perfil proteinico de aislados de rata de campo, castores, perro,
carnero y humano determinando similitud entre ellos, con presencia
de proteinas heterogéneas de peso molecular de 20 a 25 Xd. Asimismo
se hallaron conservadas las proteinas de 62, 52, 38 y 31 Xd.

El radiomarcaje de trofozoitos ha sido una estrategia empleada
a fin de distinguir los componentes del protozeario localizados en
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la membrana celular. Nash y cols. (1983) estudiaron los componentes
de membrana y los posibles productos de excrecién-secrecién (E-S)
accesibles al marcaje con %1 en las cepas Portland-1 (P-1) y WB.
En estos ensayes se observé la presencia de un nmaterial
polidisperso de peso molecular entre 94 y 220 Kd en ambas cepas
adends de otros compenentes, entre ellos uno de 15 a 21 Kd. El
material E-S consistié principalmente del naterial polidisperso
mencionado, aparentemente proteoclipido y antigénicamente diferente
en P~ y WB. Nash y Keister (1985) reportaron posteriormente
diferencias entre los patrones electroforéticos y las reactividades
a sucros homélogos y hetercleogeos de laos productos E-S de 19
aislados de Gjardja obtenidos de humanos y mamiferos pequefos.
Existidé una correlacién entre los aislados en base a los patrones
de SDS-PAGE y la reactividad del material E-S: pero sdélo hubo
correlacion parcial al considerar los patrones de restriccién de
DNA determinados previamente. Por otra parte Einfeld y Stibbs
{1984) caracterizaron los Ags superficiales de trofozoitos de G.
lamblia en 4 cepas (P-1, WB, RS y LT) por medio de técnicas de
inmunoelectrotransferencia (IET), inmunoelectroforesis cruzada e
inmuneoprecipitacion (IPP) adicionales a radioiodinacioén. En este
andlisis se determind la presencia de un Ag mayoritario de 82 Xd
expuesto en la membrana plasmitica de) pardsito e inmuncdominante
en la reaccién con sueros hiperinmunes y monoespecificos de coneio
para todas las cepas utilizadas. Se observe gue este Ag es
hidrofobico, termosensible y sensible parcialmente a pronasa o a
peryodato, y que prolablenente ¢sta proteina es uno de los
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principales marcadores INPUNOIGOY T s on O lamhl

Un aspecto relevante en el estudio de 1a interaccion de G,
lamplia con su hospedera es el establecimiente de un modelo
experimental gue permita obtener dates que se puedan aplicar al

tenoweno de infeccion en ¢} hospedero humano.

Lo estudios sobre inteccion experimental con G, muris han

sido numerosos y han empleado una variedad de cepas murinas. A
pesar de que se puecde inducir la infezcidn en estos animales, los
result ados gque se han ohtenida son considerablemente variables en
los periodos de patencia o de climinacion espentdanca del organismo
(Meyer et al,. 1984). Roberts-Thomaon of al, {197¢a) observaron que
la infeccion por &, MUris en ratonds albinos suizos produje un
patron con picos de expulsion de gquistes entre ios dias 5y 14 tras
1a inoculacion intraesofagica de quistes obtenidos de un hamster
dorado. La infeccion »e resolvic entre los dias 21 y 28 post-
inpculacion en la mayoria de los animales, ccen pérdida de peso
significativa en los wmiamos, A pesar de ello, los ostudios en
modelos murinos no se pucden extrapolar con profundidad hacia la
girardiasis humana, ya gque &, murls ne os capac de infectar a este
Witimo (Meyer et al,, 1884).

Muchos investigaderes han llevade al cabo estudios con el fin
de establecer un wmodelo animal para G, Jlapbhlia gue pueda presentar
cararteristicas yregqistradas en la infeccion humana. Fn primer lugar

Sahaal y cols. (1376) lograron ost

tlecer un estado de infeccion

conoguistes de &, lamphlia en ratas recien destetadas, aungue sus

una tasy 3é infescisn baja en los animales,
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Despuéds Vinayak y cols. (1979) establecieron exitosamente la
infeccién por G, lamblia en ratones sulzos recién destetados con
150,000 quistes como dosis minima, observandose un periodo
prepatente de 31-5 dias asi como un patrén de eliminacion de quistes
continuo con pico de expulsion hacia el dia 11 post-inoculacién, y
hacia el dia 23 la infeccion fue resualta. Hewlett y cols. (1982)
lograron infectar perros mongrel y detectaron expulsion de quistes
en 3 de 8 animsles inoculados con quistes de pacientes y en 2 de 3
perros inoculados con trofozeoitos de cultivos axenicos. El periodo
de prepatencia y de expulsisn de gquistes fue similar al observado
en humanos, aunque los perros no manifestaroen clinicamente 1la
enfermedad, En el reporte de Craft (1982) se infectaron
experimentalmente ratas SPF (libres de patédgenos especificos)
ermpleando quistes de pacientes sintomdticos y se revisd el curso de
la  infeccidén mediante Dbiopsia intestinal, CIEF y examen
microscopico de heces. Se determino un periodo de prepatencia de 2
a 4 dias con picos de infeccion entre los dias 7 y 20 y el parasite
se elimind en un lapso de 28 a 42 dias.

En otros estudios con trofozoitos de §. Jlamblia adaptados a
cultivo axénico (cepa Rabbit 1/Portland) se ha observado gue
éstos puaden establecer la infeccion cuando se inoculan por via
intraduodenal en conejos (Schleinitz y cols., 1%83). En este caso
el periode de prepatencia oscild entre 3 y 11 dias: pero no se
reportan datos sobre resolucidn de la infeccicn ni de la presencia
de lesicnes A nivel intestinal. Por otro lado, en giardiasis
natural ¢ inducida con indculacion oral de quistes en gatos se ha
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observado un periodo propatente de 8 dias. Alogunos de estos
animales desarrollaron signos clinicos caracteristicos y eliminaron
el protozoario en alrededor de 50 dias. los guistes aislados de
haces de gatos infectados fuaron capaces de infectar jerbos, no asi
ratones C57BL/6J (Kirkpatrick y Farrell, 1984}.

En los ultimes ahos se han utilizade Jjerbos mongélicos
{(Meriones unguiculatus) como posible modelo animal de infeccién por
G, larklia a partir de los experimentos de Belosevie y cols.
{1983). Estos autores reportaron una alta susceptidilidad de 1los
jerbos & 1a infeccién con quistes de pacientes o trofozoitos
cultivados axénicamente {cepa P-1l) e inoculados por via
intraduodenal u oral. 1os animales desafiados presentaron un patron
de expulsion de guistes intermitente hasta alrededor de 39 dias
post-inoculacién, con picos de concentracisn de trofozoitos en
intestinc hacia el dia 15 y un promedic de 880 guistes en heces
cada 2 horas por cada jerbo. Los roedores infectados resistieron un
segundo desafio hasta 8 meses después del inicial. Estudiocs
adicionales han presentadc evidencia en relacidén a que los quistes
de Giarsdia aislados de castores y ratones producen en 1os jerbos un
patron de infeccion diferente al induclddo per quistes aislados de
humanos, asi como la presencia de resistencia completa de las
especies a los aislados homdlogos y resistencia solo parcial ante
l1os aislados heteroélogos (Faubert et z1,,1981).

Rasta  ahora, la informacién sobre 1a obtencidén vy
caracterizacion mis completas de fuentes antigénicas de G. lamblia,
asi como su relacion a la respuesta inmunc ©n un hospederc
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expcrimental susceptible a nivel de reconocimiento antigénico es
virtualmente fragzentaria y no ha scguido un cursc del todo
sistemdtico. Con base en estos antecedentes, en este trabajo se
Propuso analizar el espectro antigénico de 2 cepas de §, lamblig y
emplear las mismas en el establecimiento y evaluacion inmunoldgica
del modelo experimental para giardiasis propueste por Belosevic y
cols. (1983) con la finalidad de cotejar estas observaciones con
aguellas gue se pueden obtener en pacientes de giardiasis clinica.
Esta aproximacion podra rendir resultados aplicables en futuros
estudios longitudinales de la enfermedad y en agquellos relacionados

a los mecanlsmos invelucrados en la interaccion Siardia-hospedero.
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I1. OBJETIVOS

Con el fin de aportar datos de interés al entendimiento de la

Qiardiasis, se plantearon los siguientes objetivos:

GENERALES

1} ldentificar y caracterizar los componentes antigénicos
solubles totales, subcelulares y de membrana celular de trofozoitos
del protozoario pardsito Giardia lamblia (cepas Portland-l {P-1] y
wa) .

2) Establecer y evaluar inmunocldgicanente €l estado de
infeccién experimental por G. Jlamblia en jerbos mongélicos
{Meriones upguigulatus) como modelo animal de giardiasis.

3) Comparar los resultados obtenidos en el modelo experinental
¢con aquellos que se pueden observar en giardiasis clinica,

empleande ensayos inmunodiagnosticos semejantes.

PARTICULARES

a) Determinar la complejidad antigénica que se obtiene a
partir de trofozoitos de G, Jlamblja al evaluar diferentes
condiciones de extraccidn de proteinas celulares.

b} Caracterizar de manera fisica y parcialmente bioguimica los
compeonentes  solubles totales, subcelulares y accesibles al
radiomarcaje de superficie del pardsito, por medio de técnicas

electroforéticas y densitométricas.
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¢} Implementar un protocolo de infeccion experimental con
trofozoitos de G, lamblia en jerbos mongolicos, para analizar con
técnicas coproparasitoscépicas el establecimiento y curso de la
infeccidn en el modelo animal.

d} valorar longitudinalmente an forma temporal la respuesta
inmune humoral de 1Igs circulantes inducida en los animales
experimentales, e identificar los Ags del pardsito que son
reconocidos por 1gs presentes en los sueros durante la infeccion.

e) Aplicar 1los ensayos serologicos establecidos para
determinar caracteristicas importantes de la respuesta inmune
humoral en un estudio transversal de giardiasis clinica.

f) Comparar los resultados de caracterizacién antigenica y de
evaluacidén inmunslegica, tanto en el modelo animal como en el
estudio clinico transversal, para las 2 cepas del parasito

utilizadas (P-1 y WB).
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I1T. MATERIAL ¥ METODOS

1. Pardsitos. Troforoitos de Glardia lamblia de la cepa
Portland-1 {P-1} proporcionados por el Dr. E. Weinbach y de la cepa
Wit obtenidos del Dr. T. Nash, ambos del National Institutes of
Health en Bethesda, Md. (E.U.A.) fueron empleados on el presente
trabajo. La cepa P-1 {Ametrican Type Culture Collection $ 30888) fue
aislada criginalmente de una paciente sintomatica de 16 afos de
edad en Portland, Oregan (Meyer, 1978), mientras gque la cepa WB
(ATCC # 30957) fue aisiada de un individuo de 27 afos de edad con
giardiasis cronica durante 3 ahos, la cual adguirid en Afganistan
{&mith y cols., 1982b).

2. Animales. lJerbos mongdlicos (Meriones unauigulagus, sin.:
gerbils, jerbos, ratas canguro, ratas australianas) fueron
somotidos al protocolo de infeccion experimental descrito
posteriormente (apartado 9). Se emplearon animales singsnicos,
tanto hembras comd machos de 6 a 10 semanas de edad gue fueron
proporcionadss por el bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomedicas de Occidente en Guadalajara, Jal. En el bioterio del
Institute de Investigacion y de Estudios Avancados del Instituto
Politeécnico Nacional (CINVESTAV-IPN) se albergd a 1los jerbos
individusimente en cajas de plastico autoclaveable, con aserrin
esterilizade a 120°C durante 00 minutos en autoclave y se les
proparsione alimento condrcizl para reedores (nutricubss Purina™)
proviamente sometidoe a caler sece a 150% durante 30 min. Y agua
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acidificada (pH 2.5) suplementada con vitaminas. Asimismo, los
jerbos recibieron tratamiento antiparasitario a base de dos
preparados comerciales (Lopatolito™, férmula: s-isotiocianato-4'-
nitrodifeniléter [nitroscanate) micronizado 100 mg. por tableta,
Ciba~Geigy: y Mebeciclol®™, formula: mebendazol 60 mg., niclosamida
200 mg. y tinidazol 100 mg. por comprimido, Laboratories Colunbia,
S.A. El régimen fue de 1 comprimido de cada farmaco en cada botella
con 500 ml. de agua de bebida durante los 3 primeros dias en 2
semanas consecutivas), todo esto anterior a la infeccién con G
lamblia. La ausencia de éste y de otros pardsitos intestinales sc
verifico por exanenes coproparasitoscopicos empleando la técnica de
flotacion en sulfato de Zinc [Faust y cols. {1939)).

conejos de la raza Nueva Zelanda (4 meses de edad), albergados
en condiciones semejantes a los roedores, fueron empleados en
protocolos de inmunizacién con trofozoitos conpletos de G. lamblia
y con Igs de jerbos en la preparacisén de un conjugado para ensayos

serologicos (apartado 10.A).

3. Sueros humanos. Las muestras séricas analizadas fueron
obtenidas de 41 pacientes de giardiasis clinica tanto sintomadtica
(28 casos) como asintomdatica (13 casos), determinado esto ultimo
por la deteccion de gquistes de G. lamblia en 2 o 3 examenes
coproparasitoscépicos consecutivos asociados © no a sintomas
tipices de la enfermedad (diarrea y dolor abdominal los mas
frecuentes). Todos lcs pacientes fueron de edad pediatrica (1 mes
hasta 14 afhos), pertenecientes al Hespital Infantil de México
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"Federico Goémez". Muestras de 6 nifos sanos, sin infeccidn

gastrointestinal presente, sirvieron como testigos.

4. cultivo y cosecha de trofozoitos de G. Jlamblia. Los
parasitos de ambas cepas fueron cultivados axénicamente en medio
TY1~8-33 modificado por Keister (1983) suplementado con bilis
bovina al 0.05% p/v, suero fetal de ternera descomplementado 10%
v/v y antibiotices (penicilina 50 UIl/ml. y estreptomicina 50
pg./ml., Anexo 1) (medio ATCC 1404). Se emplearon botellas de
plastico para cultivo de 50 ml. (Falcon, BDC) las cuales fueron
incubadas a 37°C (incubadora Precision modelo 4EG). Los organismos
s cosecharon en fase logaritmica de crecimiento (aproximadamente
72 hre. de incubacién) por enfriamiento de las botellas en un bafio
de hielo-agua durante 30 min. Las botellas se ipvirtieron
mecdnicamente de 5 a 10 veces y se virtié su contenido (medio con
trofozoitos despegados de la superficie plastica) en tubos Falcon
de 50 ml. Se procedioé inmediatamente a lavar 3 veces las células
con solucién amortiguadora de fosfatos-salina (PBS, Anexo 1) pH 7.2
utilizande centrifugacién a 750 x g por 10 min. a 4% en una
centrifuga con sistema refrigerador acoplado (Beckman modelo TJ-
6+TJR}. los parasitos se contaron con un henocitometro (Reichert
Bright-Line) y su concentracién se ajustd con PBS de acuerdo al
ensayo en gue se emplearon.

Con €1 fin de almacenar trofozoitos viables para cultivo
posterior, se empleo la tecnica de criopreservacién en presencia
de dimetil sulfoxido al 10% y Bitrogeno liquido (Fhillips et al.,
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1884) {Anexo 2}.

5. Preparacién y cuantificacicen de antigenos solubles. 50 X
10° trofozolites de G, lamblia fueron resuspendidos en 1 ml. de
solucison amortiguadora de pH 8.3 con inhibidores de proteasas
{(trizma base 10 mM, fluoruro de fenii-wetil sulfonilo [PMSF) 1 m¥,
N-etil maleimida [NEM) 25 mM} y fueron tratados después en alguna
de las siguientes formas:

5.A. Sonlcacidn y extraceion con detergentes. La suspension de
trofozoitos fue sonicada con 6 puisos de 15 segundos a 12 micrones
con intervalos de 30 seg. en bato de hielo (generador de
ultrasonido MSE), Los 3 pulsos finales se hicieron en presencia de
algunc de los agentes solubilizantes tritdn X-1086 al 0.5% o
desoxicolato de Sodio (NaDQC} al 2% de concentracién final, o en
susencia de detergentes. El material sonicado fue centrifugado a
15,600 x g por 30 min. a 4°C (centrifuga Eppendorf modelo $§14) y
£l sobrenadante se colectd y almacend a -20°C (congelador Bendix)
hasta su uso.

5.B. Bonicacidn y extraccidn con Acido acédtico. En este casc
se hizo una adaptacidn del meétodo reportado por Fraenkel-Conrat
{1957). Los trofozoitos fueron suspendidos en una mezcla de 1 ml.
de solucion amortiguadora pH 8.3 con inhibidores de proteasas y 2
wl. de upa splucidn formada por 2 velumenes de acido aceético
glacial y 0.1 volumenes de cloruros de Magnresio 1M. La suspension se
sonicd con 6 pulsos consecutivas de acuerdo al formato anterior;
pero sin adicion de detergentes. ol zidrenadante cosechado se agitéd
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con barra magnetica en bafo de hielo por espacio de 1 hora y se
colectéd de nuevo el sobrenadante por centrifugacioén a 12,000 x g
durante 15 min. a 4°C (centrifuga Sorvall modelo RC-5B, rotor S$§-
34). El material soluble fue dializado secuencialmente {(tubos de
dialisis Spectrapcr, Spectrum Medical Industries, Inc.) contra 2
litros de las sigulentes soluciones: acido acético 6% v/v, acido
acético 4.5% v/v y 4cido acético 3% v/v., Finalmente, el material
solubilizado se liofilizé (Liofilizadora Virtis, Gardiner NY) y se
almacend a -20°C, Para fines de andlisis y cuahtificacién de la
muestra, un peso conecido se procesé previamente sclubilizado,
5.C. Congelacidn-descongelacion y extraccion con detergentes.
La suspensién de trofozoites fue sometida a 5 «ciclos de
congelacién-descongelacion, empleandoc inmersién en Nitrégeno
liguido para congelar e incubacion en baho de agua a 37°C
{incubadora de bano Thelco modeloc 83, Precision Scientific Co.)
para descongelar las nmuestras. Posteriormente se agregaron los
detergentes a las concentraciones finales mencionadas. Los lisados
celulares checados microscépicamente se incubaron 20 min. a 37%
con agitacidn suave y por ultimo se centrifugaron y se colectd el
sobrenadante de acuerdo al protocolo descrito en la parte 5.A.
5.D. Praccionamiented celular dJde trofoizoitos (menbrana,
citosol, citoesqueleto}. Con la finalidad de identificar los
componentes del parasito localizados en los 3 compartimientos
mehcionados, se llevd al cabo una marcha experimental basxda en ia
soiuvilizacion de las diferentes proteinas con soluciones
conteniendo agentes de distinta naturaleza y accion (detergentes,
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quelantes, tampones, iénicos, inhibidores de proteasas). La tecnica
se bas¢é en los anteriores factores conjuntados a centrifugacion
diferencial, los cuales fueron adecuados al caso de G. lamblia bajo
condi.-iones establecidas en ¢l laboratorio (en colaboracion con el
Dr., Josc  Antonie Enciso Moreno). 200 x16° troforoiltes se
rosuspendieron en 1 ml. de anmortiguador "A" (triima base 10 ¥,
etileéendinitrilotetraacetato disodico o EDTA 5 rM, pH B.3) y se
transfirieron a un tubo conico Falcon de 15 ml. para ser sonicados
con ¢ pulsos sequn se ha explicado. EI material se virtié en un
tubo Corex de 15 ml. y sc centrifugé a 20,200 x g durante 45 min.
a 4°C (centrifuga Sorvall, rotor $S§-34). El primer sobrenadante
{proteinas de citosol) se colectd y almacend a =20°C, mientras que
la pastilla fue resuspendida en 2 fracciones de 500 ul. de
amortiguador "BY (EDTA 5 mM, tritén X-100 0.5% v/v, NEM 25 mM, PMSF
1 mM, acido N-2-hidroxietil piperazino-N'-I-etancsulfénico [HEPES)
10 mM). El tubo se agité a 120 R.P.M. 30 min. a 37°C y las muestras
fueren centrifugadas a 100,000 X g por un lapso de 45 zmin. a 4l
{(ultracentrifuga Beckman modelo 13-55, rotor 50 Ti). Se recupero el
sobrenadante (proteinas de membrana) y se guardé a -70°%C
{eltracongelador Hotpack). La pastilla restante (proteinas de
citoesqueleto) fue solubilirada en 800 ul. de amortiguador "C"
{dodeeil sulfato de Sodio [SDS] SDS al 2% p/v en amortiguador "“B"})
para su preservacion en condicicnes iguales a lz fraccion citosol.

ia deterninacion de la concentracion de proteina obtenida en
los diferentes extractos se realizo mediante el método de Lowry et
als (2951) modificadie por Dulley ¥y Grieve {(1%7:) [Anexo 2).
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6. Analisis electroforético de sxtractos salubdles. Con objetc
de caracterizar el perfil proteinico de los extractos de
trofozoitoes de G, lapblia obtenides con los procedimientos
descritos, se efectuaron las tecnicas electroforéticas que a
continuacien se detallan:

6.A. Electroforesais en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de Bodio (BDS-PAGE). ¥l analisis por SDS~-PAGE para 1los
diterentes materiales solubilizados se hize siguiendo el prinecipie
del sisterma de pH discontinueo descrito por Laemmli (1970). Se
prepararan geles planos verticales de ypoliacrilamida al 103 y
aguellos de un gradiente continue del S al 15% p/v de concentracién
del mondmero en el gel resolvedor (Anexo 2). En ambos casos el gel
concentrador tuvo un 5% de concentracion de acrilamida y pH de 6.8,
mientras gque el gel resolveder a las concentraciones indicadas fue
de pH £.8. Los gelés s& prepararen en placas de vidrio con
separadores y peine formador de pozos de teflén de 1.5 mm. de
grosor, para ser corridos en camaras de electroforesis vertical
{Bethesda Research Laborateries, modelo V-16) adaptadas a una
fuente de poder (ISCO modelo 493) usando cono anmortiguador de
corrimiento una solucién de trizma base 25 nM, glicina 192 mM y SDS
al 0.1% p/v a2 un pH de 8.3. Previamente las muestras en solucidn se
hirvieron en baho maria por espacio de 5 min. para evitar 1la
posible activacidén de las proteasas ante la adicién posterior de 8-
mercaptoetancl al 5% v/v de concentracisn final, completando el
proceso de desdoblamiento de las wmoléculas proteinicas en la
muestra por tratamiento a2 kafic maria en ebullicidn durante 1 min.
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Las muestras se cargaron en los diferentes pozos y se efectud la
ejectroforesis con el siguiente patrén: 200 veoltios durante 20 min.
Yy 100 voltios durante §.5 hrs. {geles 8l 10%) u B.5 hrs. {geles del
5-15% de acrilamida) o practicamente hasta gque el colorante
trazador azul de bronofenol llego al porde inferior del gel
Tesolvedor., Con el fin de fijar y tefir las proteinas separadas
electroforeticarmente en los geles, éstos se retiraron de las placas
Y se sumerglieron en una solucion de colorante acul de Coomassie R-
250 al 0.1% p/v en metanol 50t-acide acetico 10% v/v por un lapso
de 1 hora. Inmediatamente se removid el exceso de colorante con
solucion de metanol 50%-acide acetice 30% v/v con agitacién suave
(agitador giratorioc New Brunswick Scientific Co., modelo G2). Se
Teenmplazd después de algunas horas la sclucién por otra de metanol
103 -Acido acético 5% hasta que el fondo gquedo claro y las bandas de

proteina se observaron con la nitide:z deseada.

Cuando se requirid determinar la presencia de glucoproteinas
en la nmuestra separada en el gel de poliacrilamida, se llevd al
cabo la técnica de tincion PAS [4cido peryddico-Schiff] (Roiw y
Gronwall, 1952). El protocolo consistid en una modificacién de

aguel reportado por Keyser (1564) [anexs 2],

Para obtener la movilidad electroforética relgtiva (Mr) de
las bandas proteinicas separadas, se corrido simultanearnente un
juego de calibracién para peso ndlecular de proteinas (Pharmacia
Fine Chemicals) que contenia como estandares: catalasa (32 K3y,
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fosforilasa b (54 ®3), albizina sérica dovina (BSA, 67 Xd),
ovoalbumina (43 Kd), anhidrasa carbonica (30 Kd), inbibidor Jde
tripsina (20.1 Kd) y a-lactoalbumina (14.4 Kd). La estimacidn del
peso molecular de las bandas de interés se hizo por un analisis de
regresion lineal al graficar en forma semilogaritmica el R, de la
proteina contra el log,, del peso molecular calibrado.

6.B. Electroforesis bidimensional. Como sistema de
caracterizacion mas fino para 1o0s extractos preparados, se siguio
el metodo de isoelectroenfogue (IEE) en geles cilindricos con
subsecuente electroforesis tipo SDS-PACE en gel plano vertical
segun ] formato introducide originalmente por O'Farrell (1975). Se
propararon los geles de IFE en tubos de vidrio de 2.5 nm. de
diametro interno % 150 mm. de longitud previamente tratados con
mercla cromica (Anexo 1), cloroformo y agua bidestilada (30 min.
cada Sasc) y sellados en un extremo con Parafilm™ (American Can
Co.). la solucisn formadora del gel en tubo contenia urea 9M,
acrilamida 3.8% psv, N,N'-metilen disacrilamida 0.2% p/v, nonidet
P-4Q 2% v/v, solucién de anfélites de pH 3.5-10 {Ampholine, LKB
Bromma) al 1% v/v, solucién de anfélitos de pH 5-7 (Ampholine) al
41 v/v, persulfato de amenio 0.007% p/v y TEMED (N,N,N',N'=-
tetranctiléndiamina) al ¢.015%% v/v. LOsS tuboes se llenaron a una
altura aproximada de 12.5 ems. A los geles polimerizados se les
rerird ¢l Farafilm y se les recubrio con 15 ul. de amortiguador de
lisis "A" (urea 9.5M, NP-30 2% v/v, anfolitos pH 5-7 1.6% wv/v,
anfolitos pH 2.5-10 0.4% v,/ /v y B-mercapteetanol 5% v/v), 15 ul. de
anortiguader "K' (urea &M, anfolitos pH 5-7 O0.8% v/v, anfolitos pH
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PH 3.5-10 0.2% v/v) y se precorrieron en una camara de
electroenfoqgque ({BRL, adaptader para models V-16) acoplada a una
fuente de poder. Se utilizaron hidroxido de Sodio 20 mM
desgasificada extensivamente con vacio como solucion de reservorio
catodo y acido orto-fosforico 10 mM como solucién de reservorio
anodo. El patron de precorrimiento fue de 200 wvoltios durante 15
min., 300 voltios por 30 min., y 400 voltios 6C min. Las muestras se
resuspendieron en un maximo de 80 ul. de amortiguador de lisis "A"
y se¢ cargaron a los geles en tubo, sobreponiéndoles 10 ul. de
armortiguador "X®. El IEE de las muestras se realizo a 400 voltios
por espacio de 20 hrs. a temperatura ambiente (TA). Posteriormernte,
los geles se removieron de los tubos de vidrios empleande jeringa
y cada gel se equilibro individualmente por 2 hrs. en 5 ml. de
amortiguador "0 de mnuestra de S§DS (glicerol 10% p/v, 8-
mercaptoetanol &% wv/v, 5DS 2.3% p/v, tris-HCl 0.0825M a un pH de
6.8). Los geles eguilibrados se almacenaron a -70% hasta su uso.

la segunda dimension (SDS-PAGE) se efectud en geles planos
verticales del 5 al 15% de acrilamida sin utilizar peine formador
de pocos, con el fin de sobreponer a cada uno de ellos los geles de
IEE sellados al gel plano con solucion de Agarosa "P" (agarosa tipo
1 al 1% prv en amortiguador “3" con atul de bromofensl al 0.00002%
p/v como trazador). Se aplicod un voltaje constante de 50 voltios
hasta que 1 trazador llegd a 1 c¢m. del borde inferior del gel
plano, ) cual después fue tenido con asul de Coomassie y se
visualizaron las manchas discretas de proteina de acuerdo al
formato descrito 2n la parte 6.A.
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7. Andlisis densitométrico de extractos solubles. Para los

difercntes oo unidirzensicnales (8PS-

PAGE) se determinaron los perfiles densitometricos utilizando ya
sea el carril de gel cortade, o bien impresiones fotograficas del
mismo. Los perfiles proteinicos fueron analizados en una celda para
densitometria de barrido a S€¢ nm. (Fspectrofotdmetro Beckran
modelo DU-7) y se obtuviercn graficos de distancia de ceorrimiento
y/¢ pésce molecular contra la aksorbencia de cada componente a la
longitud de onda indicada. El analisis computaricade del area bajo
la curva para los diferentes densitogranmas permitié obtener la

abundansia porcentual de les diversss picos prateinicoas detectados.

8. Radicicdinacion ¢e troforoitos de G. lanblia. Andlisis y
cuantificacion de componantes accesibles al marcaje econ @I, Un
procedimiento alternativo para la caracterizacion de corponentes
inmunolegicanmente relevantes es el marcaje de las proteinas

parasitarias vive., FEn este tradbajo se 1llevé al cabs la

radioiodinacién de trofozoites de G, Jlapblia utilizando una
adaptacien del métedo de la lacteperoxidasa que fue descrito por
Marchalenis (166%;. in tubos de ensayo de 13 x G0 mm., tratados por
espacio de 24 hrs. con meacla criwmica {Anexo 1), en un bado de
hielo se preparo un cocktail de wmarcaje mediante la adicién
ecuencial de: 1@ voluren de sclucion ceorercialmente disponible de
Nal®y egquivalente a 0.5 nmCi del isotopo (Amershan International

125

Co., actividad especifica 315.4 =Ci 4g. de I) que se neutralizo

Con 1 volumen de PhS 2N (dobiexmente concentrado al PBS) conteniends
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acido clorhidrico 0.1N. 5e adicionaron inmediatamente 11 pl. de
PBRS-yoduro de Potasio 270 uM, 100 zl. de lactoperoxidasa (1 mg,/ml.
de PRS) y 60 x 10° trofozoitos resuspendidos en un volumen de PBS
suficiente para completar 1 ml. la reaccion fue inducida con 2
adiciones de 25 ul, de peroxido de Hidrogeno al 0.03% en PBS,
seguidas cada una de agitacion suave del tubo durante 2.5 min. lLa
me=cla de reaccien fue removida del contenide celular mediante
centrifugacién en tubos conicos Falcon de 15 ml. a 2000 R.P.M. por
10 min. (centrifuga clinica IEC). E} I libre residual se elimino
lavando los trofozoitos 4 veces con 10 nl. de PBS-yoduro de Potasio
0.1M y centrifugacion en las condiciones especificadas, revisandose
la radiocactividad remanente en los diferentes sobrenadantes con un
contador Geiger {Technical Associates, modelo PUG 1) hasta gue la
nisma fue practicamente nula. El paguete celular se resuspendioc en
1 ml. de solucion amortiguadcra de pH 6.13 con inhibidores de
proteasas (ver parte 5) para posteriormente obtenher proteinas
solubles de acuerdo al protocolo de sonicacion y extraccién con
detergentes (parte 5.A.).

la cantidad de radicactividad incorporada a los componentes
solubles (expresada en cuentas por minute o C.p.n.) se determino en
alicuotas de & ul. de los sobrenadantes finales contenidos en tubos
de poliestireno, utilizando un contador automatizado para emisiones
ganmma  {Fackard, modelo 5230). Los extractos solubles fuercon
almacenados en viales de plomo a ~20°C parz su siguiente analisis
en tecnicas de SDR-PAGF v densitometria y en ensayos de IPP. En
arbos casos la deteccicen de las proteinas radioparcadas se efectud
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por autorradiografia indirecta (anexo 2). Los geles planos
unidimensionales fueron secados con calor-vacio (secador de geles
planos Bio-Rad, modelo 224) y expuestos en obscuridad a peliculas
para rayos X de 20 x 29 ecms. {Kodak X-Omat XK-1) en cassettes
especiales equipados con pantallas intensificadoras de teflon-
tungstato de Calcio (Dupont Lightning Plus GL) a -70% por espacio
de tiempo determinado empiricamente. Los autorradiogramas se
obtuvieron revelando las pcliculas segun las especificaciones de

los proveedores {Anexo 2).

9. Infeccién experimental de jerbos mongslicos con trofozxoitos
des G, lambijia. Con el fin de poder evaluar el curso longitudinal
temporal de la infeccidédn en jerbos con el protozocario, se
realizarcn experimentos de desafio oral en apego al protocolo
empleado por Belosevic y cols. (1983). los animales con las
caracteristicas y tratanmiento previamente descritos se dividieron
en grupos de 5 jerbos, de tal manera que la suma de los pesos
corporales entre cada grupo no difiriera en mas de 2 gramos. Cada
jerbo se alojd en caja  individual para evitar posibles
transmisiones oro-fecales no deseadas y con acceso libre a comida
y agua. En la noche anterior al desafio, se retiro el alimento pero
no el agua a los animales. Esto facilitarjia el establecimiento
inicial del parasito.

S5e cosecharon, contaron y ajustavon trofozeitos viables de G.

larblia de ambas cepas a una concentracidn de 1 x 10° ceélulas &

0.2 ml. de PBS estéril, lo cual constituyo la dosis por 95 y gue se
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administrd a los jerbas via intragastrica rediante una jeringa
plastica estéril adaptada con upa canuia metalica e calibre 18
(Popper & Sons, Inc.). Generalmente, la dosis de desatio referida
se tuvo gue aplicar baje condiciones de anestesia con eter,
verificandose despues la recuperacicn del animal. los jerbos que
sirvieron como controles recibieron 0.2 ml. de PRS estéril como se
ha indicade. A partir de ese nomento se permitio a los animales el
acceso libre a agua y alimento.

.M, Monitoreo del patréen de  expulsién de quistes en
muestras fecales. E! estadlecimiento de la infeccion en los jerbos
desafiados se verifico por medio de exAmenes coproparasitoscédpicos
realizpdos en deyecciones recolectadas individualmente a 1los
animales durante un tierpo aproximado de 2 hrs. {generalmente de 10
a 12 A.M.), observande un intervalo de 3 dias entre las
coproparasitoscopias. El aserrin fue retirado de las cajas de los
gerbils por el periodec indicado, las muestiras fecales redondas se
colectaren en viales de vidrio de 20 ml. previamente pesados y
esterilizados en autoclave, y se calculé el peso de la muestra
obtenida en cada caso. El contenido de los viales se process Qe
inmediato o tras almacenaje a i8¢ por una noche con alguna de las
tecnicas que siguen:

#.X.1. TFlotacidén con sulfato de 3inc (Técnica de Faust y
cols., 1939), Re& preparéd una suspensién de la puestra en 10-15
veces su volumen en agua bidestilada. La suspension se filtréd al
travées de 2 capas de gasa humeda en un exmbudo sobre un tubo de
ensayo 22 12 wx 100 wm. Se agregaron de 21-2 ml. de éter dietilico
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para remover lipidos. El tubo sa taps, se agits por inversieén
mecanica alivliinde presion interna y se le adiciond agua hasta 1
cm. por debajo de su borde. Ia =ezcla se centrifugo a 2500 R.P.M.
durante 45 sequndos {centrifuga clinica) y se removio el material
sobrenadante por decantacién. Tras una nueva adicién de 2-3 ml. de
agua y agitacién manual, el tubo fue llenado con agua hasta 1 cm.
por debajo del borde y se centrifugd en las condiciones citadas. El
sobrenadante se descartd y se agregaron a la pastilla de 2-3 ml, de
una solucién de sulfato de Zinc al 333} p/v {Anexc 1) con posterior
rasuspension de la pastilla y adicién de mas sclucion de sulfato de
2inc suficiente para llenar el tubo, el cual fue centrifugado a
2500 R.P.M. por espacio de 2 min. Finalmente se tomaron mucstras
del naterial flotante en la superficie del sulfato de Zinc adosando
a ¢sta un portacbjetos, se le agregd una gota de solucidn yodada
(lugol, ver hnnexo 1) para colocar c:xbreabjetos y ceontar bajo
microscopio éptico (Olympus BOl) en objetivo de 100 a 400 aumentos
los quistes de G, Jambliia rescatados de las heces.

9.A.,2. Soporte de sacaross 0.85M. Este nétodo fue reportado
exitosamente por Bingham et al, (1979) por lo que se empled en el
presente trabajo. lLa muestra fecal se machacd en aproxinmadamente 5
ml. de agua bidestilada con mortero y se filtrd por una malla de
Nylon de apertura cercana a 520 um. para rempover particulas
grandes. Se colocaron (estratificaron) cuidadosanente de 3-5 ml.
del filtrado sobre 3 ml. de solucidn de sacarosa 0.85M {Merck grado
ultracentrifugacioén) con una densidad relativa de 1.11 y contenida
en un tubo cénico de vidrio de 15 ml. en bano de hielo. El tubo se
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sometid a centrifugacion a 600 x g por 5 min. a TA (Centrifuga
Beckman TJ-6). La interfase agua-SaCarosa se removid por aspiracién
suave con pipeta Pasteur, se diluydé 1:10 v/v en agua bidestilada y
so centrifugd segun el formato anterior. El sobrenadante se removidé
con pipeta Pasteur y la pastilla se resuspendid en 3 ml, gde ;éua,
con la finalidad de volver a estratificarle sobre 3 ml. de sacarosa
0.85M helada y centrifugarle comoc se indicd. Se extrajo nuevamente
1a interfase agua-sacarosa, se le diluyé 1:10 v/v en agua
bidestilada y so le centrifugéd igualmente. La pastilla final fue
resuspendida en un volumen pequefo de agua bidestilada (p. ej. 100-
500  pl.). Los  quistes semipurificades se cuantificaron
nicroscopicamente y, anilogamente a la técnica anterior, se calculd
el numero de gquistes por cada gramo de muestra fecal colectada.
9.B, Obtencién de muestras séricas. Se revisé el curso de la
inmunidad en los jerbos experimentales utilizando muestras de suero
individualmente colectadas a intervalos semanales después del
desafio inicial. Los animales fueron anestesiados en una camara de
éter y se les extrajo sangre por medio de puncién periorbital del
ojo {comisura ocular) con pipeta Pasteur de 5 y 3/4 de pulgada de
longitud y punta limada. El volumen de sangre recolectado fue de
1700=200 pl. cada vez, nismo gue se transfirio de inmediato a un
tube Eppendorf{ de 0.5 ml. para separar posteriormente el suero con
incubacién en baho a 37°C por 30 min. Yy centrifugacion a 2500

R.P.M. durante 10 min. a $¢°C. Los sueros se almacenaron sin adicién

i

nservadores a -20° hasta su uso. Colateralmente se comprobé

€ oo

»o

a total recuperacion de los roedores.
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9.c. vigilancia del peso corporal. Como un monitoreo
adicional, se pesd a los jerbos individualmente (bascula para
animales Ohaus) cada tercer dia después del desafio con los
trofozoitos de G, lamblia, justeo antes de recolectarles muestras

fecales conmo se especifico.

10. Desarrcllo de ensayos pars el inpuncdiagnéstico de
Giardiasis clinica y experimental. En esta parte del trabajo, la
implementacién de los distintos ensayos seroldgicos para muestras
a partir de humanos y anipales experimentales requiric 1la
estandarizacion de las concentraciones oéptimas de los reactivos
tanto guimicos como blolédgicos a emplear; no obstante, fue preciso
preparar en el laboratorio el reactive inmunoldgico cuya
elaboracién se describe en el siguiente formato:

10.A. Preparacién de un conjugado de Inmunoglobulinas (Igs) de
conejo anti-Igs de Jerbo acopladas a peroxidasa de rébano. En
primera instancia se procedid a purificar las Igs a partir de
muestras séricas colectadas de varios jerbos sanos como se menciond
en la parte 9.B. Los sueros en su cenjunte fueron sometidos a
precipitacién salina con una solucidn saturada de sulfato de amonio
[SSSA]} (Garvey Yy cols., 1977). Brevemente, en un recipiente con
agitador magnético y en baho de hielo se mezclaron 1 volumen del
pozo de sueros con 1 vol. de SSSA [sulfato de amonio 40% p/v, pH
7.4} agregada gota a gota y se dejaron por un lapso de 1 hora, para
centrifugar después a 12,000 R.P.M. durante 20 min. a 4°C
(centrifuga Sorvall, rotor 55-34). E]l sobrenadante fue descartado,
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el precipitado en tanto fue disuelto en 3} vols. de PBS y dializado
extensivamente contra PRS. La cantidad de Igs solubilizadas se
Aetermind con e) ensayo modificado de Lowry {Dulley y Grieve, 1975)
y e1 material fue almacenado a -20°%.

E} siguiente paso implicd la obtencion de Igs contra las Igs
preparadss. Para tal propésito se inmunizd un conejo Nueva Zelanda
adulto empleando como dosis las Igs de jerbo a una concentracion de
200 ug. en S00 ul. de uny emulsidn formada por adyuvante completo
de Freund (FCA, Gibco laboratories) y PBS wme:zclados volumen a
volumen., Esta dosis se administrd al animal primero por via
intramuscular y se repitid 1 semana después por via subcutanea. En
las semanas 2 y 1) posteriores al primer inoculo se aplicaron 2
refuerzes via s.¢. y en la 4a. semana unc mas por via
intraperitonaal} pero en éstas 3 vltimas ocasiones el indculo se
prepard con adyuvante incompleto (FIA, Gibco). Se dejaron pasar de
1 & 2 semapas MmAsS para obtener muestras de suero mediante puncion
en la vena marginal de la oreja del conejo, las cuales fueron
probadas en cuanto a la presencia de Igs contra 1gs de jerbo [Ag)
siguiendo la téecnica de deoble inpunodifusién segun Ouchterleny
(1968). Cuando se logré un titulo sérico satisfactorio, se sangré
completamente el animal por puncidn cardiaca, se le sacrificéd por
sobredosis de éter y por su parte se separd el suero para
precipitar las Igs de concio anti-Jos de jerbo con SSSA. Esto
vltimo se realizo en la manera previarente descrita implicando las
siguientes variantes: se mezcle ) vol. de suere + 2 vol. de PBS =+
3 vols. de SSSA por 30 min. a 4°C, se resuspandié el precipitado en
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31 vols., de PBS, se precipito nuevamente 30 min. con 3 vols. de SSSA
y el precipitado se solubilizé en 0.5 vols. de PBS, siendo después
dializado y cuantificado. Se ajusto la concentracién final a 5 mg.
de globulinas/ml. de PBS.

La conjugacién de las Igs con peroxidasa de rabano (HRP) se
nizo aplicando el metodo del glutaraldehido en 2 pasos (Avrameas,
1969) . El procedimiento se basd en una primera etapa de activacién
de 1a HRP: 10 mg. de HRP (RZ 3.0, Sigma Chem. Co.) se disolvieron
en 0.2 ml. de PBS 0.1M pH 6.8 (Anexo 1) conteniendo 1.25% v/v de
glutaraldehido (Merck Ind.) y se dejaron por una noche a TA. En
todos los pasos fue reguisito preservar la HRP de la luz. Para
remover el glutaraldehido en exceso, la solucion se dializd contra
solucién salina fisiologica (SSF, gue consta de cloruro de Sodio
0.85% p/v) Yy se aforoc con la misma a 1 ml. Este volumen de HRP
activada se mezclé con 1 ml. de la solucion de globulinas y 0.1 ml.
de amortiguador de carbonatos 1M pH 9.5 (carbonato de Sodio 0.13M,
bicarbonato de Sodio 0.37M) los cuales se reaccionaron durante 24
hre. a 47C. Posteriormente se agregd 0.1 ml. de lisina 0.2M fresca
para enmascarar los grupes activoes de la HRP que no reaccionaron
con la proteina por un espacio de 2 hrs. a TA. la mezcla se dializé
una noche contra PBS y el material resultante fue precipitado
agregando un volumen igual de SSSA. El precipitado se lavé 2 veces
con solucién semisaturada de sulfato de amonio y se resuspendié en
1 m). de PRR, solucion contra la cual fue nuevamente dializado en
forma extensiva. El conjugado se centrifugé a 15,600 x g por 30
win. {centrifuga Eppendorf) y el sedimento fue descartado. Al
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sobrenadante se le adiciond BSA (fraccién V de Cohn) hasta una
concentracion de 1% p/v como establlizador y se le filtrd al traveés
de una membrana de 0.22 um. de didmetro de poro (filtro Millipore
GS). El preparado final se almacend en alicuotas de 20 ul. a -20°C
protegido de la luz, y su actividad fue estandarizada en pruebas de
ELISA e inmuncelectrotransferencia.

Como dato adicional, los siguientes conjugados: de 1gs de
cabra anti-Igs de conejo (IgA+IgG+IgM)} Yy de Igs de cabra anti-Igs
de humano (IgA+IgG+IgM), ambos acoplados a HRP, fueron adguiridos
comercialmente (Cappel Laboratories).

10.B. Ensayo del Inmunosorbente acoplado a Enzima (ELISA}. las
Igs contra G, lambhlia presentes en suercs de pacientes Yy animales
experimentales fueron detectados empleando un protocolo de ELISA
indirecto basado ecn el que reportaron Engvall y Perlmann (1972). El
Ag soluble de trofozoitos se acopld a2 lac paredes de los pozos de
una placa de poliestireno para microtitulacién (Dynatech Immulon)
en una concentracién de 10 ug. por ml. de amortiguador de
acoplamiento (carbonato de Sodico 15 mM, bicarbonato de Sodio 35 mM
a pH 9.6) con incubacion por una noche a 4°C. Los sitios donde no
se pegdé el Ag fueron blogueados llenando completamente los pozos
con PBS que contenia BSA al 0.5% p/v y tween 20 al 0.5% v/v durante
30 min. a TA. Se hicieron 3 lavados a los pozos de»s nin. cada uno
empleando PBS-T (tween 20 0.5% v/v en PBS), se adicionaron de
inmediato los sueros bajo prueba diluidos adecuadamente en PBS-BSA-
tween (200 pl./poc2o)} y se incubaron las placas por 1 hora a 37°%.
Los comple)jos Ag-lg se lavaron 3 veces con PbS-T en las condiciones
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especificadas. E) conjugado correspordiente (una 2a. Ig acoplada a
HRF), diluido convenientenente en PBES-s3A~iween, se agregd en
cantidad igual a 1a dilucion del suere y las placas se dejaron a
37°C durante 1 hora, tras lo cuial se repitieron 1os 3 lavados con
PRAS~T. A cada pozo se adicionaron 200 wl. Jde sclucidén fresca de
substrato (paroxido de Hidrogeno 0.03t v,/v y o~fenilendiamina 0.04%
p/v en amortiguadoer de acido citrico O.1¥-~difosfato de Sodio 0.2M)
can objeto de desarrvollar la veaccion de hidrdédlisis del substrato
{aparicion de un colar amavillco a naranja debide al indicadox) a TA
en un tiempo de 10 & 15 min. En su casc, la reaccion se detuvo con
1a adicion de acido sulfurice 2.8 (50 pl. pozo). los controles
utilizados consistisron en acoplar el Ag relacionado a la 2a. Ig-
HRP, incubarlc sin suero y revelarlo con el conjuwyado respectivo
{contral positive) o bien acoplar el Ag de £, lamblia, incubarlo
sin suero y raevelarlo con el! conjugade correspondiente (control
negative). la densidad optica para cada pozo se registro a 432 nm,
&n un espectrofotdnmatre para placas de microtitulacién (Minireader
31, Dynatech laboratories).

30.C. Inpunceslectrotransferencia (IET, Weatern blotting). Los
carponentes de los extractos solubles de 5, lamklia gue pueden ser
reconocidos por Abs especificos presentes en las muestras séricas
se caracterizaron con £l use del ensayo de IET en acuerdo al método
da Towbin y cols. (1979 con modificaciones hezhas por Hanff y
cols. {1582) ¥y PeXkala-Flagan y Ruoslathi (1882). El formato se
basa ep Lransferir proteinas separadas por SNS-TPAGE desde un gel de

poliacrilarmida a un papel de nitrocelvlosa (NCF)} espleands un campe



eloctrice, v en una tira de este papel la reaccion Ag-Ig es
revelsas con un sistend entizicicn similar al caso del ELISA. Se
hicieron gales preparativos con la parte resolvedora de 5-15% de
acrilanida y parte concentradera de 5% del monomerc; perd en este
case se usd un peine ciego (de pezo unico) en el que se Cargaron
120 4;g. de Az soluble del parasito por om. de amplitud del poze
disueltos en aproximadamente 500 ul. de amortiguador de muestra. En
estos ensayos el coleorante trazador fue pironina Y (Sigma Chem.
Co.) al 0.00002% p/v (Anexo 2). Ia tecnica de SDS-PAGE se
desarralleé come se ha eoxplicade, los geles se desmontaron de la
camara y se sunergiercn durante 1 hora en amortiguador pars
transterencia de proteinas (trizma base 25 M, glicina 192 mM,
retanol 20V v /vy, En las zismas condiciones de inmersion se pontd

un "sandwich® de IET segun el dispositivo mostrade a continuacion:

BT T T TR L a Y v L T T Yo T VAT R T T T
1 ) A; Gel 5-15%
A g > ! acrilanida.
C: Papel tipo

R

B: NCP.
Whatpan IMM

D: Fibra Scotch-
Brite™

E: Soporte de
plexiglas.

A A L N

0 XN A RN N R

E D ¢ AN B ¢ D E

nrbh

Dentro de ¢ste montaie se cuido gue e) lade opaco del NCF
astuviera on contacte directo con el gel de acrilamida y tambien
gue el papel guedara del lado del anodo (polo positivoe), ademds ge
ASSJUYATYse Jue N0 Juedaran burbujas atrapadas en el 3ispositivo. i3
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18T se realizo en unay camara espesial Bio~Rad)

adaptada a una fuente de poder de aitc amg cientific
Inatrurpents, models TESO) con el sandwich sumergido en
amortiguador d¢ transferencia y en baho de hielo a 4°c. Dpicho

corrimiento se efectud por espacio de 2.5 hrs. a 100 volties (100~

Lot miliamperios)., {1

ndwich fue desrontaldn y se Sarte una tira
de) NCP para veriticar 1ia carrecta transterencia de proteinas
utiliranmde tincicn de negre-azul de samido o can tinta india (Anexo
2). B resto del papel se Ilogqued con una solucian de BSA al 31 p/v
en PRS por € hrs. a Th o una noche a 4°'C cob posterior secado al
ajre y almacenariento a TA haste su use {dentro de 2 meses). Para
BuU canfrontacion con los sueros individuales, el pape) se cortd en
tiras de b mm. de ancho y se les deposite en tubss de ensayo de 15
® 110 nmm. con tapan de rosca, en dopnde se les adicienaren los
sueros diluidos en 1 nl. de una solucian Jdo RSA 4% psv, triton X-
J00 0.04Y vy, SDE D.4% p/v Yy suero bovino ai 10t v/v en PBS. La
reaccidn se incubo  hrs. a 37%C en un agitador de balanceo {Bellceo
Glass Inc.}. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 15 min. a2 las
tiras con 2 ml. de tritén X-100 2% v/v en PBS a TA. El coenjugado
conveniante {(una a. Ig acoplada a HRP) se adicionéd d4ijluido en 1
ml. de PRS adicionads con suero bovino al 10% v,/v y las tiras se
incubaron nuevaments por 3 hrs. a 37%C. Después de repetirn los 3
lavados mencionados, las tiras se revelaron con la adicién de 1 ml.
de solucion f{resca de substrato (peroxido de Hidrogeno D.01% v/v,
4~Cloro-i-naftal 0,05% n/v, metansl 16,.6% v/v en PB3) en agitacion

A TA hasta ob

var 1a aparxicion de bandas d¢ tone violeta ooscurs
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en un fonda claro. Los experimentos testigo implicaron: incubar una
tira sin Ag transferde con suero y revelada con conjugado, © una
tira con Ag transferido incubada sin suero y revelada con el
conjugado (controles negativos), o bien una tira con Ag transferido
incubada con suerc de conejo inmune y revelada con Igs de cabra
anti-Igs de conejo acopladas a HRP (control positivo).

Cuando se realizaron ensayos de reactividad de los Ags
transferidos en tiras de NCP ante lectinas acopladas a HRP, éstas
fueron incubadas en una concentracién de 1 ug./ml. de diluyente
{PBRS-tween 20 0.05%) por espacio de 1 hr., a TA, seguido de 3
lavados de las tiras de 10 min. cada unos con el diluyente sin
lectina, revelandose la reaccion Ag-lectina con solucion de
substrato sequn se ha mencionado anter:iormente. lLa bateria de
lectinas~HRP utilizadas (Sigma Chem. Co.; incluyd aquellas de:
aArachjs hipcgaea (cacahuate) con afinidad por B8-D-Galactosa,
Bandeiraea simplicifelia B5-1 con afinidad hacia a-D-Galactosa,
Concanavalina A de Canavalja ensiformis gue reconoce a-D-Manosa,
¢lycine mpax (frijol de soya) con afinidad hacia N-acetil-D-
Galactosamina, Ulex eurcpaeus UEA-1 (argomen) gque reacciona con a-
L-fucosa, y Tritucum vulgaris WGA (germen de trigo) gque tiene
afinidad por residuos de N-acetil-D-Glucosamina.

10.D. Ensayo da Inmunoprecipitacison (IFP). Los componentes de
superficie de trofozoitos de G. lamblia fueron marcados con 31
{(apartado 8) con objeto de saber cuidles de ellos pueden ser
reconocidos por las Igs en sueros humanos v de jerbos, baje
condiciones de ensavo on gue tales compleios Ag-Ig son
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coprecipitades con una molécula de alta afinidad por la regién Fc
2o la Ig6 como 1o es la proteina A acoplada previamente a un
soporte (sefarosa en mnicroperlas). Este complejo terciario es
escindido y finalmente resuelto por andlisis electroferético y
autorradiografico. El =metodo que se empled en este trabaijo
consistioe en una adaptacién de aquel descrito por David y cols.
(1953}, 100 x 10° c,.p.m. de Ag soluble diluido 1:2 con NETT 2X
{cloruro de Sodio 0.3M, EDTA 10 mM¥, tris-HCl 0.1M, tritén X-100
.1t v/v a pil 7.4) se mezclaron con 5 a B pwl. de suero sin diluir
en tubos de vidrio de 12 x 100 mm. pretratados con un agente
siliconirante (Prosil 28, PCR Research chemicals, Inc.). Los tubos
a¢ incubaron por una noche a 4°C en agitador rotatorio, se les
agregd individualmente 25 wl. de una suspension de proteina A-
sofarosa CL-4B (Pharmacia Fine Chemicals) 50% v/v en BSA 6% p/v en
NETT 1IN (cuyas concentraciones de componentes son la mitad del caso
2X) y se les incubd de nuevo a 4°%C, ahora por 1.5 hrs. Las perlias
de sefarosa s¢ lavaron consecutivamente con: 3 ml. de NETT 1X-BSA
1% psv {2 veces), 3 m). de NETT IX-cloruro de Sodio 0.5M (1 vez) y
3 ml. de NETT 11X (2 veces). En cada lavado se utilizaron
centrifugaciones a 2500 R.P.M. por 10 min. a 4%, siendo retirado
el sobrenandante con pipeta Pasteur. El complejo fijade en las
perlas se transfirio resuspendide en el minimo volumen de NETT 1X
a tubds Ippendoarf! de 1.5 nl. para centrifugarse a 15,600 x g
Jurante 5 min. S¢ removid el sobrenadante y se agregaron a la
Pastilla 20 ul. de ameriiguadsr de muestra para SDS-PAGE. las
TUEFITAS L0 SOMeLIClas o Da5S m2Tia a ebullicidn por espacioc de 5
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min., seguido de la adicién de 1.5 ul. de B-mercaptoetanol. Tras
hervirles 1 min. mas, las muestras sc volvieron a centrifugar y el
sobrenadante (que contiene los complejos Ag-1g liberados) se cargo
¢n los pozos de gales planos verticales dec 5-15% de acrilamida en
la rona resolvedora. Estos geles se procesaron para electroforesis

y autorradiografia indirecta como ya se mencions.

11, Métodos estadisticos. En el presente trabajo se emplearon
analisis de regresidén lineal para el ajuste de las determinaciones
de pesos moleculares en las bandas visualizadas en los diversos
geles de SDS=-PAGE. En los casos en gque se requirié la comparacién
estadistica de varios grupos de observaciones, se realizé el
analisis de varlanza y pruebas de hipodtesis tipo t de Student y F
de Fisher. Para tal efecto, se asumid que los datos obtenidos se
ajustan a una distribucién normal y que las conclusiones

estadisticas inferidas tienen por lo menos un 95% de confiabilidad.
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IV. RESULTADOS
El conocimiente de la complejidad de un parasito desde el
punto de vista bioldgice requiere la caracterizacién de sus
diferentes conponentes., En este sentide, el andlisis de las
biomnleculas potencialmente inmunogenicas en Giardia lamblia

constituyd una estrategia inicial en el presente trabajo.

1., CULTIVO DE TROFDZOITOS DE Giardia }jamblia. Las cepas P-1 y
WB fueron cultivadas axénicamente en wpedio TYI-S-13 como se
describié en Material y Métodes, no detectandose diferencias
relevantes en cuanto a la velocidad de multiplicacion de 1los
organismos de ambas cepas, en funcién de las determinaciones de
contes celular iniciales vy finales durante el cultivo.
Generalmente, la fase logaritmica tardia de crecimiento fue el
momento elegido para cosechar los pardsitos y se alcanzé
practicamente a las 72 hrs. de incubacién. E1 porcentaje de
viablilidad celular fue cercano al 99% de acuerdo con la prueba de
exclusién del azul de tripans (Anexo 2). Por otra parte, en la
determinacién de conteo de pardsitos se encontrd un rendimiento
consistente de aproximadamente 60 x 10° trofozoitos por cada

botella con 50 mnl. de medio de cultivo.

2. BFICIENCIA EN LA OBTENCION DE ANTIGENOS SOLUBLES TOTALES,
SUBCELULARES Y DE SUPERFICIE RADIOMARCADOS. Para cuvantificar
contiablenmente el contenido proteinico tetal en los diferentes
extractos de G, Jarmblia, se siguid el protocolo gue incluye el uso
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del reactivo de fensl sequn Folin-Ciocalteu (Lowry y cols., 1951)
combinado a la adicien de SDE que permitio elimipar la
interferencia por otros detergentes presentes en las muestras
(tritén %-100 y NaDOC). Come patrédn de calibracidn se utilizo BSA
{5 a 100 ug.} y los datos espectrofotométricos confluyeron en una
alta correlacion (r’z99.5%) para las variables x=ug. de proteina,
y=Ap,. la curva se ajusts a la formula y=mx+b, donde w=0.003 y
b=0.02. Como b fue diferente de cero, se sugiere que el método
presento baja sensibilidad a concentraciones de proteina méds altas
o bajas de las manejadas, por 1o cual se recurrid basicamente a
valores interpolables de las muestras problema.

1Los componentes solubles totales Yy subcelulares en les
troforoitos de G, lamnblia se pudieron cuantificar adecuadamente en
las condiciones especificadas arriba. Debido a que se emplearon
tante una serie de teécnicas de 1lisis celular (sonicacidén y
coangelacién-descengelacion), de solubilizacién de proteinas totales
(dos detergentes Yy un solvente orginice) y de compartinmientos
especificos del parasito (membrana, citosol y citoesgueleto), se
compararon los rendimientos totales y relativos de los mnétodos
empleados para extraer proteinas. En la Tabla 1 se muestran los
valeores promedio X 2 la desviacion estdndar s para cada método
ensayade. En funcién de los datos gque se obtuviercn, el anilisis
estadistico de varianza demostrd que: (a) la adicidén de cualquier
agente solubilizante se correlaciono de manera significativa con
mejores rendimientos en la extraccion de proteinas (P<0.005) y no
dependid del process de lisis celular ni de 22 ceopz uvtilizada, y
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(b) les detergentes triton X-100 (no iénico) y RaDOC (aniénico),
asl como el solvente organico acido acético proporcionaron niveles
de eficiencia equiparables; sin embargo, 1los valores gue se
tuvieron empleando NaDOC fueron constantemente menores a agquellos
obtenidos con los otros dos solubilizantes. El uso de triton X-100
convirtid rendimientos consistentemente mayores combinado al método
de 1lisis por sonicacién en comparacion al de congelacién-
descongelacidén, aungue este Ultimo método fue mAs eficaz en
ausencia de solubilizantes. Para estas observaciones no se
daterming una diferencia significativa en el andlisis de varianza.

Con respecto a la matodologia implementada para fraccionar y
enriquecer algunos antigenos solubles de G. Jamblia, los resultados
fueron reproducibles empleando numeros de trofozoitos variables (de
150 a 400 x 10%) y los datos claves se resumen en la Tabla 2. La
fraccidén denominada "Membrana®" presentd cantidades de proteina
ligeramente mayores a la fraccisén "Citoesgueleto", en tanto que la
fraccién "Citosol" presentd cerca del 70% de la proteina total.
Estos datos se observaron tanto en la cepa P-1 como en la cepa WB.
Por una parte, la estrategia experimental que se siguid en este
caso permitid solubiiizar en forma completa todos los componentes
proteinicos del trofozoito, y per otra parte el rendimiento que se
obtuvo fue optimo en relacion a los métodos descritos
anteriormente. De esta forma, Se le tomd como referencia para
calcular 1la eficiencia relativa de aguellos, asi como para
determinar la cantidad de proteina por cada trofozoito de G.
larblia. Tomando en cuenta este criterio, se estimo un contenido de
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aproximadamente %0 pg. de proteina por célula con una variabilidad
menor al 1.5t (Tabla 2), ademas de gue el rendimiento relative de
los diferentes metodos de obtencion de antigeno soluble total
oscilé de un 67-83% cuando se utilizd algun solubilizante, y fue de
un 431-50% al efectuar 1la 1lisis celular en ausencia de dichos
agentes (Figura 3).

La determinacion de la eficiencia de extraccion de antigenos
radiomarcados se 1lavé al cabo de manera semejante. Se marcaron con
1 1os componentes de membrana celular de trofozoitos de G,
larhlia wediante la técnica de la lactoperoxidasa (ver Material y
Métodos). La eficlencia en el marcaje selectivo de la superficie
del parasito se baso en el hecho de que el catalizador de 1la
reaccién de iodinacién en el sistema, la enzima lactoperoxidasa
{P.M. 78 kd), no puede atravesar nembranas celulares intactas. Por
otro lado, no hubo dafto aparente a los trofozoitos, ya que su
morfologia y motilidad permanecieron normales y la viabilidad de
éstos fue cercana al 95% segun se determiné por la exclusién del

2ul de tripano. El1 ultrascnido (sonicacién) fue el método de
eleccidn sobre la congelacién-descongelacioén por razones practicas
solamente. Ademds, el uso de detergentes evité el empleo de acido
acético dada la alta afinidad de los primeros por solubilizar
componentes de membrana. Considerando leos valores presentados en la
Figura 4 se pudo inferir gue para las 2 cepas hubo un rendimiento
mayor |y reproducible de solubilizaciéon de componentes
radioicdinados cuando se adiciond cualquiera de los detergentes
(P<O, 0005). Asi, el detergente tritén X-100 solubilizd
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constantemente una mayor cantidad de proteinas marcadas que el
NaDOC; pero sin alcanzar la significancia en el andlisis de
varianza. Por consiguiente, los detergentes utilizados tuvieron una
alta eficiencia en extracr especificamente biomoléculas de 1la

membrana del trofozeito.

3. ANALISIS DE CONPONENTES ANTIGENICOB XN TROFOZOITOS DE G,
laxblis. En esta parte del estudio se abordaron dos aspectos
principales: determinar por un lado la complejidad del perfil
proteinico del parasito y, por otra, identificar sus componentes
mas significatives con base en criterios cualitatives vy
cuantitativos.

3.1. Caracterisacion Electroforética. Con el objeto de
analizar los antigenos solubles de trofozoitos de G. lamblia, se
estableciercn las condiciones electroforéticas experimentales mas
adecuadas y confiables. Para ello se utilizaron geles de
poliacrilamida al 10% y en gradiente del 5 al 15% del mondmero en
acuerdo a lo descrito en la parte metodologica. En la Figqura 5 se
ilustran los resultados obtenidos. En general, los geles con 10%
de acrilamida proporcionaron una curva de calibracién de masa
relativa (Mr) de fdrmula y=mx+b (m=-0.96, b=5.,1, donde x=Ry,
y=log,P.M.} cuyo nivel de correlacién fue alto (r?=96.5% a 99%) y
para los electroforetogramas con 5-15% de acrilamida se obtuvieron
curvas con mavor confiabilidad (rf=99%.4%, en donde m=-1.30,
b¥5,45),. Otro punto importante fue el hecho de gue se observd una
mejor definicion en las bandas de proteina "individuales® en el

55



TABLA 1. Eficiencia en la obtencidn de antigenos

solubles totales de troforoites de G.
lapblia empleando diferentes métodos.

LISIS CELULAR
SONICACION* CONG . /DESCONG
SOLUBT - - - - -
CEPA LIZANTE x s s/ x s S/%
- 1.83  0.11  0.05 2.22 0.09 0.04
TX-100 3.60 0.46 0.12 3.09  0.42 0.13
P-1
NaDoC 3.07  0.19  0.06 3.04 0.11 0.03
CH,CO0H 3.69 ©0.18  0.04 XD ND ND
- 1.86 0.13  0.07 2.23 0.31  0.13
TX-100 3.88 0.2% 0.07 3.07  0.14 0.04
wB
Nabpoc 3.09  0.33  0.10 3.08 ©0.22 0.07
CH,COOH 3.70 0.29 0.08 ND ND ND

* promedios de los valores obtenidos en 3 experimentos.
' promedios de los valores obtenidos en 2 experimentos.
TX-100: Tritén X-100 al 0.5%.

NaDOC: Desoxicolato de Sodio al 2%.

CH,COOH: Acido acético.

Numereo de celulas empleadas: 50 x 10°%,

los datos se expresan como mg. de proteina total.
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TABLA I. Eficiencia en la obtencién de antigenos
subcelilares de trofozoitos de
G. lamblia.

[ TEPA ! P-1 wB
FRACTION ; Me Cs Ce Me Cs Ce
- l
x & .88 24.42 4.96 6.5% 24.75 4.39
s 0.5« 1.20 0.10 0,24 1.1 0.40
S/; 0.07 0.05 0.02 0.03 0.04 0.09
L P.T. 18.88 67.33 13.69 18.33 69.36 12.31
Frotelna
por celula 80.67 * 1.37 pg. 89.22 * 1.16 pg.

las datos se oXpresan comd mg. de proteina calculades para un
nucero de 400 x 10® celulas. Se presentan promedios de los valores
obtenidos &n X experimentos.

¥e: Membrana, Cs: Citosol, Ce: Citoesqueleto.

¥ P.7T.: Por ciento de la Proteina Total (EMe-Cs-Ce).
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FIGURR 3. Eficiencia relativa de odbtencién

de mntigenos solubles de G, ia
anplaando difsraentes métodos.
Proteina/50x10% céls. E.R. (%)
(mg.) CEPA
YETODO o 1.0 3.0 5.0 P-1 wB
- = = : 1 1 i 1
MesCsaCe | 100.0  100.0
]
Son 42.6 41.7
Son+TX-100 EUCECLERVECUBRBREER 79.4 82.5
Son+NaDOC SETThss 67.7 69.3
|
Son+CH,CO0H f 51.4 82.9
c/p 48.0 50.0
c/peTx~100  FELEBEEVERIELEESE 68.2 68.8
T/paranae ¥ NN 67.1 69.0

Son:Sonicacion.
C/NiCongelacion-Descongelacion.
TX=-100:Tritén X-10G.

NapOC:Descexicolato de Sodia.

CHyCOOH: ATido acetico.

NotOseCelfrotelna  total (m3.) obtenida
Membrana, Citosol y Citoesgueiecto.

en las fracciones de

E.R. (V) :1Eficiencia relativa en referencia a Me+Cs+Ce.
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PIGURMA 4. Eficiencia en 1a obtencidn de
antigencs radiomarcados de
troforoitos de G. lambdbifa.

—

c.p.m. de 1 x 107} c.p.m.de Bix10
en 5 ul.® en 50x10% céls.

SOLUBILIZANTE 0 ) 20 ) P-1 WB

| .
-

sen ‘ 4 3.224 2.952
Son-TN-100 P | 5520 5.294
Son-KNabo FRERRPREREREE REREELEES 4.639 4,661

*Valores promedio * desviacion estandar en 3 experimentos.
las abreviaturas son semejantes a las de la Figura 3.
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patyén elertroforetico resuells en 2 zeles en gradiente {(de 10 a

240 x4}, Las geles al 1o} de wmanera constante un

dectementa en la nitidez de las bandas localizadas por debaje de
1as 40 K4, v al rango de FX Jdetectado para las proteinas separadas
solo adbarca de les 10 a los 150 Kd. En la misma Figura se presentan
los patrones electroforeticos de extractos totales obtenidos por
sonicacion y extraccion con detergentes. En cuanto a la separacién
loqrada en e3 gel “B" (gradiente), se demuestra claramente que la
adicion del agente reductor f-mercaptoetanol no afecto

ignificativamente el corririento de las btandas (expresade como
R,). aungue en este caso se pudlieron observar con mayor intensidad
varias componentes minoritarios al enplear la tincion con azul de
Coomassie. Los datos aAnteriores permitieron seleccionar 1los

electroforetogr

mas en gradiente (con f-Mercaptoetanol) como un
sistema de analisis [ddnes en leos siguientes estudios.

1os diversos extirattos celulares preparadls se compararon
directamonte a fin de poder detectar diferencias cualitativas
{presencia‘ausencia de bandas) en 1os componentes proteinicos de
cada extracto. lLos perfiles de proteinas solubles mostrados en la
Figura 6 indican una Qran similitud en sus componentes, en forma

independiente del

]

rocedimiento gque s5¢ erpled para prepararlos (con
Yy sin deteragente, va sea con  sonicactisn o congelacion-
descongelacisn). En estas condiciones, la comple3jidad en el perfil

proternica consistio de  aproximadamsnte S bapdas  con PN

Somprendiis entre 1os 10 v Ias 240 K4, Desde el punto de vista



diferencias se notaron en las regiones de 116, 51-58 y 40 Kd. Con
el empleo de la técnica de sonicacién combinada a solubilizacién
con Acido Acético se observaron patrones distintos a los descritos:
cualitativamente, se pudieron visualizar hasta 63 proteinas dentro
del mismo rango de PM, y cuantitativamente fueron numerosas las
bandas individuales que presentaron tincién distinta en intensidad
a las bandas presentes en los extractos con detergente. Las
diferencias cuantitativas se reflejaron en bandas comprendidas en
zonas de PM muy amplias (entre los 19 y los 133 Kd).

A fin de determinar 1la naturaleza de las macromocléculas
solubilizadas por los detergentes y el solvente organico, se empled
la tincién PAS. La oxidacidn mediada por el acido peryédico (HIO)
de los grupos glucosilados de las proteinas dentro de la matriz
electroforética, seguida de la reduccién de los radicales generados
con una solucién de fucsina-sulfito, proporcioné los perfiles
electroforéticos que aparecen en la Figura 7. En estos anadlisis se
observd la presencia de varias glucoproteinas en todos los
extractos celulares preparados, ias cuales tuvieron una intensidad
de tincién variable. E1 patrédn obtenido con detergentes fue mas
expansivo gue aguel resuelto con el uso de dcido acético, esto es,
presento algunas zonas de "barrimiento" que se pueden correlacionar
a la presencia de componentes lipidicos densos en el extracto. En
estos 1ltimos los componentes de 55 a 58, 40, 31 y 27 Kd se tiferon
fuertemente, nientras gue los componentes de 92, 82, §5, 51, 45, 38
Y 22 Kd lo hicieron en forma mids débil. Al utilizar el solvente
organico se tineron mas las bandas de 51, 36, 34, 31, 27 y 22 Kd y
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con mensy inteonsidad las pl 65, 55, 45, y 38 RKd. En
&)} caso de algunas las proteinas utilizadas ccone rarcadores de PM
(v.gqr. BSA de alta pureza y SH-lactoglcbulina) gue no poseen
regiones glucosiladas, no se observe tincion mediante esta tecnica.
Lo anterior indico la especificidad de la tecnica de PAS en el
sistena electrofovetico desarrelilads agul.

Con ©) fin de determinar la presencia de azucares “expuestos®
en los canponentes antigenicos de las 2 cepas de §. lasblla, estos
se transtirieran a RGP y se realizaren ensayes de reactividad ante
& lectinas acepladas a HRP, cuya especificidad era conocida vy
diforente antre una y cotra (ver Material y Metodar)., En la Figura
8 se puade ohservar gue solamente la aglutinina de germen de trigo
{WCA, con afinidad por residuos de K~acetil-2=Glucosamina) presentd
afinidad hacia un nuimero alte (aproxinidamente 25) de componentes
antigenicos en ias Scpas F-3 v WB del parasito, y los patrones de
reactividad fueron cualitativamente y cuantizativampente semejantes
entre ambas Cepas. Dentro de ios componenties mASs reactives se
, 133, 123, 82, 75, 65, 55, 45, 40 y 27 X4,
Rd, entre otros, se

inas restantes no se

detertd teastivid de hasta un dobkle de
concentracion da la lectina en cuestion.

Dtra metadolozia de gran utilidad en el estudio fue la
extracaion da componentes  subrelulares Jde trofozoitos de G
1amhiia.  las  fracciones antigenicis  resultantes (denominadas

“RKETRTANAY, litosolY vy "livtcesguoleto®) proscontarocn onoperfil



preteinico relativamente complejo. Sin embargo, éstas fueron
cnriquecidas considerablenente en ciertos componentes individuales
{Figura 9). Dentro de una misma cepa se observaron numerssas
diferencias cualitativas y cuantitativas entre las (fracciones
nencionadas. En las fraccicnes de "Membrana” la complejidad fue de
alrededor de 25 proteinas, en  "Citoesgueleto™ de unos 30
componentes y en "Citosol" de cerca de 40 proteinas, observandose
en Ia uvltima fraccion numerosos conponentes minoritarios en la
tincisn con atul de Coomassie. Del mismo modo, las fracciones de
"Citosdl” no mostraron la presencia significativa de proteinas con
P.M. mayor a 94 Kd. En general, las tres fracciones antigénicas
presantaron componantes unices, aungue se detectaron algunos
antigenos comunes en 2 o 3 de las fracciones incluyendo diferencias
cuantitativas en ellos.

Con este tipo de analisis, no se pudieron determinar hasta
este punto diferencias claras en los perf{iles antigénicos totales
ni subcelulares de las cepas P-1 y WB conparadas entre si.

E] analisis de antigenocs de trofozoitos de G. Jamblia se
realizd tambien por wmedio de marcaje de proteinas de perbrana
Selular externa del parasite conm I, En l1a Figura 10 se ilustran
los patrones de radiomarcaje bajo condiciones reductoras y no
reductoras. los perfiles antigénicos fueron practicamente iguales
al utilizar o no detergentes en la solubilizacion de los
corponentes marcados con el isétopos. No obstante, el patrén
2lectroforetico se modifico significativamente a2l adicionar el
AN E Do-MOTCAPLOCLanll 21 oNITACIO. As)y se observd gue el numero
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de polipéptidos radioicdinables <fue bajo (hasta 17 bandas)
comprendidas entre los 10 y los 240 k4. de P.M. en condiciones
reductoras o no reductoras, aungue en el dltimo caso los
componentes de P.M. mayor a 70 Kkd, se resolvieron en un patron
escalonado, Este perfil pudo ser ocasionadc por artefactos
relacionados a un desdcblanmiento gradual o no completo de una o
variss proteinas complejas, por lo cual se observo tal "efecto de
escalera"™., En condiciones reductoras, las proteinas de 150 a 200 Xd
{material polidisperso) y §2 Xd se marcaron intensamente, mientras
que en los conmponentes de 63, 55, 35 y 24 Kd la incorporacion el
isatopo fue menor. Otros polipéptidos con mener incorperacion
fuereon los de 133, 121, 111, 105, 92, 49, 45, 38, 31, 27 y 18 Kd.
En ausencia del agente reductor, dentro del patron de radionarcaje
los componentes de 170 a 200 Kd (material polidispersoc} y de 66 a
75 Kd se marcaron intensamente, y los Ags de 55, 15, 27 y 24 Kd
tuvieron incorporacion menss intensa gue los anteriores, en tante
gue los componentes de 63, 4%, 40, 31 y 18 Xd se marcaron en feorma
mds débil. En la regitdn de 90 a 170 k3. se detectaron alrededor de
10 bandas separadas uniformemente entre si y cuya intensidad de
marcaje decrecid conforme el P.M., era renor, Al copparar los
patrcones electroforeticos para las cepas P-1 y WB, se pudieron
distinguir diferencias cuantitativas jmportantes en las proteinas
de 150~200 {170-200}, 51, 45, 40, 27 y 24 Kd implicando condiciones
reductoras y no reguctoras.

Ern  los estudios de radioinmunoprecipitacién descritos
postericrrente, se decidio emplear la separacién electroforética en
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condiciones reductoras en funciodn de los andlisis electroforeticos
iniciales (basados en tincidn con azul de Coomassie) y en la
practica el perfil antigenico presents bastante reproducibilidad.
Ho obatante, los perfiles abtenidos bajo condiciones no reductoras
tambian presentaron buena resclucién, e incluso, se observe que
concentraciones de B-mercaptoatannl mayores al 10t v/v con la
muestra pueden ocasionar artefactos de barrimiento y dispersion de
1as bandas de proteina marcadas con Wy (dates no mostrados).

£n virtud de Ja gran complejidad proteinica de los diferentes
extractos solubles totales y con el fin de optimizay la resclucieén
de los misnos, s erpled  la técnica de electroforesis
bidimensional. En estas ensayos se wtilizaron extractos por
sonicacion y extraccien con acido acetico en funcidn de la
capacidad solubilizante tan extengiva del salvente organico
{Praenhkel-Conrat, 11957). En 1o referente a la calibracién del
sistema, el uso de marcadores de las PM fue 0til para el ajuste del
punto isoelecirico (FI} de los campponentes analizados. Los PI de
referancia se obtuviearon por consulta bibliografica (Anderson §
Hickman, 1978%) y el anidlisis de regresion mostrsé qua el protocelo
de 1EF proporciond una curva de calibracidn de PI aproxirada a la
oxpresion yea-bx-ax? {ax7.7, bx-7,0, ¢23.8 donde x=R,, y=P.X.} con
un nivel de confiabilidad alto (r2=99,5t). Estos datos permitieron
daterminar el PI Qe los componentes de interes gue aparecen en la
Pisura 1l. En #sta se pueden sproriar & diferencias cuantitativas
impartantos cuando se comparan los geles de los antigenos de las
cepas -1 oy WA una {ue la detoccion de un componente Q2 279 K3 y
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5.96 de Pl {279-5.96) en la cepa P-1, el cual es casl irperceptible
ern la cepa WB; observaciones similares cerrespondieron a las
proteinas sehaladas como 133-6.66 y 75-6,25. En el caso de la cepa
WB existio un conjunto de proteinas de FM alto (entre 170 y 240 K4}
con Pl disperso (entre ¢.28 y 5.82) que se observaron en nenor
cantidad en la cepa P-1.

El empleo de este ardlisis permitis detectar 2 diferencias

de 37-6,19% en la cepa P-1

cualitativas en las Cepas: una
y otra de 30-5.43 en la cepa WB, las cuales fueron exclusivas de la
cepa mencionada. El perfil de componentes resueltos en este sistema
bidimensional mestro alrededor de 100 proteinas accesibles a la
tincisn con asul de Coomassie, corprendidas en un rango de pH de
4.5 a 7.7 en funcion del ajuste estadistico efectuado.

3.2. Andlisis Densitométrico. El usc de la netodologia gque
involucra la obtencion de espectyos de aksorbencia de cada
componente antigenico en una mescla compleda de ellos, aum en
cantidades nuy pequedas, permitio determinar con precisidén y
reproducibilidad las Jdifererncias en los patrones electroforéticos
unidimensicnales de las cepas de G. larblia utilizadas. Incluso,
con el ajuste de las amplitudes de lectura fue pesible determinar
confiablenente la abundancia porcentual de cada banda proteinica
dentre del extracto. De esta wmanera, en la Figura 12 se muestran

lcs porfiles densitometricos para 1os marcadores de FM (MPM), v lcs

Tos rlec totales erpleandn eonjcacion corbinada va e al
uso de triton X-100 (cepa-T) o acido acético (cepa-A). Se sehalan

los A3s con wayer abundancia en el pico correspondiente. I patron

il
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TIGURA S. Andlisis electroforético de de Ags soludles totales de G,
lamblia. Troforoitos de la cepa P-1 (carriles 1-l) y WB (carriles
4-6) fueron procesados con la tecnica de sonicacion v extraccidn de
Ag soluble en aucencia de detergentes (carriles 1 y 4) o con
adicion de tritén X-100 0.5% (carriles 2 y 5) o KaDOC 2% (carriles
3y €), Los extractoes (90 ug.,‘carril) se resolvieron en geles ocon
10% de atrilanida (gel MA") © en geles con gradiente continuo del
5 al 14% del! mondhero (gel YB") y se tihercn con azul de Coomassie,
R =significa corrimient en condiciones Treductoras (con 8-
mercaptostanel al 5% de concentracion vi/v con las muestras) y NR es
el corrimiento en ausencia del agente reductor. La masa relativa
{Nr}) =& expresa en daltones x 107,
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FIGURA 6. Andlisis electroforético de Ags solubdbles totales de G,
lamblia obtenidos por diferentes métodos. lLas muestras antigénicas
se separaron on geles de Poliacrilarida-5D5 ccon gradiente del 5 al
15% del monemero. A cada carril se aplicaron 290 ug. de proteina y
se tiheron ¢on azul de Coomassie. Se indica en la parte inferior la
cepa del parasito ¥y on la parte superior 1os metodos que involucran
sSNICACON (Carriles A-D) o cengelacion~descongeiacion (¢arrliies E-
G}, A, en presencia de acide avetice B y E, sin agente
solubalizante; C vy F, con friteon X-1300 0.5%:; Dy G, en prosencia de
Xahd{T 2%. las flechas denstan diferencias cualirativas y
cuantitativas entre los extractos. Mr en daltones x 1073
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FPIGURA 2. Analisis slectroforético de glucoproteinas en extractos
solubles totales de G. Jlamblia: Tincidn PAS. Se procesaron
troforoitos de las ceopas P-~1 y WB y se corrio el electroforetograrma
en las condiciones indicadas en la Figura 6. E1 gel fue tefnido por
ia técnica del Acido peryodico-reactivo de Schiff (tincion PAS). El
carril N corresponde al extracto obtenido por sonicacicn y

detergente (tritcon N-120 o Na™iIy, B 3 ol axtracte obtenido por
congelacion-descongelacion y detergente y € representa el e se
abtuvo por sonicacion v acide acetico. Mr en daltones x 107,
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FIGORA 8. Dsteccién de glucoproteinas en sxtractos solubles totales
de trofozoitos de G, lamblia: Reactividad ante lectinas. Extractos
solubles obtenidos en presencia de detergente (tritén X-100 o
NADOC) fueron procesados por electreforesis en gradiente de
acrilamida (5-15%) y transferidos a NCP. Las tiras de NCP fueron
incubadas individualrmente con lectinas acopladas a HRP {carriles 1-
6) y reveladas de acuerdo a lo indicado en la parte metodoldgica.
La especificidad de arucares de las lectinas probadas se indica en
la parte anferio: 3¢ 1z figura, asi come la cepa del pardsito. Mr
en daltones x 1073,
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FIGURA 9. Andlisis alectroforditico de extractos subcelulares de G,

« Trofozoitos de las cepas P-1 y WB fueren procesados para
la obtencidn de fracciones celulares snriquecidas (ver Material y
Métodoas) y las preparaciones se analizaron de acuerdo con las
condiciones indicadas en la Figura 6. En la parte superior se
indican las fracciones de “"Menbrana®(Me}, *"Citoesgueleto"(Ce} y
*Citosol™ {Cs}, ademds de los extractos totales obtenidos con
sopicacien combinada a s¢lubiliracion con tricon X-100 {T) © &cido
acetice (M). Este Rltimo se analizéd empleanis cantidades variables
de proteina con la finalidad de poder establecer comparaciones
zlaras oon los demds pationes presentados en el electroforetograna.
¥r on daltones x 107,
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FIGURA 10. Anadlisis autorradiografico de Ags de superficie de
trofozoitos de G. lia. Los parasitos de las cepas P-1 y WB
fueron marcados con Na'=’I por la técnica de lactoperoxidasa y se
procesaron para la obtencion de extractos solubles totales. 1la
electroforesis se realizo en geles de poliacrilamida-SDS con 5 a
15} de) wonomero, aplicando 100,000 c.p.m. por carril. E1 gel se
tino, se secd con calor-vacio y Sse expusc a una placa de
sutorradioarafia durante 120 hrs. lLas acotaciones son idénticas a
las del @2l "B de la Figura 5. La flecha denota variaciones
chseTvadas entre las cepas. Mr en daltones x 1073,
e ard
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FIGURA 11. Andlisis electroforético bidimensional de extractos
solubles totales de G, lamblia. Trofozoitos de las cepas P-1 y WB
fueren procesados por sonicacion y solubilizacién ceon dcido
acético. Aproximadamente 800 ug. de proteina se resolvieron por
isoelectroenfoque (IEE) en geles cilindricos y posterior
slectroforesis en geles planos de poliacrilanida c¢on 5 a 15% del
monomers, los cuales fueron tenfidos con azul de Coomassie. En el
gel para MPM (Marcaderes de Peso ¥Molecular) se aplicaron de 5-10
ug. de cada proteina estandar, <cuye punte isoelectrice (PI) de
referencia se indica. la grafijca ilustra la curva de analisis de
regresion de segundo orden para la estimacion del PI de las
proteinas en las nuastras antigénicas. En los geles de cada cepa se
indican con ® las proteinas con diferencia cuantitativa importante,
y' con ¢~ se marcan las proteinas presentes en S6lo una de las
cepas. NMr oen daltenes x 107N



de MPM demostro la buena capacidad deo resclucién de la técnica 2l
obtenerse picos definidos y separados para diferentes bandas, as:y
¢coms la correlacion que hubo entre la intensidad de la banda con la
altura del pico de absorbencia. Los densitogramas para los patrones
electroforeticos de una nisma cepa mostraron diferencias notables
entre los perfiles de antigenos solubilizados con tritén X-100 y
acido acético, ademas de la presencia de un mayor numero de picos
en los espectros para extractos con € solvente organico. Los
patrones de densitometria empleando el detergente fueron
relativamente semejantes en las dos cepas, donde los componentes de
55-58 Rd fueron los mas abandantes (aproximadamente un 18% de la
proteina total) seguidos por otros de 40 Kd (=7.5%), 38 KA (=5%) y
33 Rd (=6}). Ademas de los anteriores, los picods de 94, 65 y 43 Kd
tambien fuereon prominentes en ambas cepas. Los patrones de
abserbencia  para  los  extractes con acido acétice mostraron
diferencias notables entre las cepas desde el punto de vista
cuantitativo: solamente los picos de los componentes de 58, 45, 36
Y 33 Kd se presentaren con alta abundancia en las cepas P-1 y WB,
aungue Ya cantidad relativa de cada uno de estos cuatro Ags varioé
significativamente entre 1as cepas.

La realizacion de este tipo de andlisis para los perfiles de
componentes subcelulares aporto datos gue sugirieron la existencia
de diferencias antigenicas cuantitativas en trofo:ioitos de las
cepas P-1 v WB (Figura 13). Los patrones de absorbancia para las
fracciones de "Membrana" rcepa-Me), "Citoesgueleto” {cepa-Ce) y
"Citosol" (cepa-Cs) evidenciaren una gran variabilidad cualitativa
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y cuantitativa entre estas fraccioncs dentro de una misma cepa, e
incluso entre una misma fraccion comparando cuantitativamente los
patraones para las dos cepas. Dentro de las fracciones de "Membrana*
se encontraron enriquecidss principalmente los corponentes de 55 Kd
(*19% en WB y =13% en P-1}, 33 Kd (=7t en WB y =10% en P-1), 27 Kd
{(%6% en WB y =10% en P-1) y 35 Kd (=5% en WB y P-1) entre otros
indicados en la misma Figura 13. Los componentes de 75 y 45 Kd
presentaron diferencias cuantitativas relevantes en ambas cepas. En
las fracciones de “Citoesqueleto” se enriguecieron especialmente
los antigenos de 58 Kd (216% en WB y =13% en P=1) y 33 Kd (=11% en
WB y =10t en P-i), mientras gque los deras componentes se
conservaron en relacion a su cantidad relativa dentro del complejo
antigenico. Al analizar 1les espectros de las fraccicnes de
"Citosol™, se cbservd una mayver homogeneidad en ellos para las dos
cepas analizadas. En estos predominaron varios componentes con PM
menor a 40 Kd, los cuales representaron cerca del 55% del total
proteinico de dichos extractes.

Con la finalidad de caracterizar en forma densitométrica los
antigenos de G. Jamblia accesibles al marcaje de membrana externa
con 1, se utilizaron los extractos separados en condiciones
reductoras por razones explicadas previamente. En la Figura 14 se
prasantan los resultados, y en éstos se observd gue el material
polidisperso de 150-200 Xd estuve presente en cantidad
significativarente mis baja en la cepa WR con relacion a la cepa P-
1 (333 en WB contra =30% en la cepa P-1, expresado como el
parcentaje de paterial radicoiodinada). kanza de 32 X4 fue
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cuantitativarente importante en arhas cepas (=30% en WB y =25% en
P~1 comoc material radiomarcado). Desde el punto de vista
cuantitative, los demas componentes se presentaron en cantidad
secmejante en ambas cepas, con excepcion del Ag de 27 Kd el cual

tuvo mayor incorporacion en la cepa P-1 que en la cepa WB.

4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIGENICA DE LOS EXTRACTOS
BOLUBLES DE G, lamblia. Una ver identificados y caracterizados los
perfiles proteinicos en los extractos solubles totales vy
subcelulares, se confrontaron con sueros representativos obtenidos
de animales experimentaies y de pacientes con giardiasis
determinada clinicamente. Estas muestras séricas fueron obtenidas
de: a) conejo raza Nueva lelanda, el cual {ue inmunizado por via
parenteral con trofozoitos completos de la cepa P=1; b) Jjerbos
mongélicos, los cuales fueron infectados por via oral con
trofozoitos viables de la cepa P-1, y ©) humanos gue presentaron
giardiasis caracterizada clinicamente. Los resultados de estos
ensayos se muestran en la Figura 15 y corresponden al empleo de la
tecnica de ELISA, reportandose los valores de A, registrades
cuando se utiliraron extractos soslubles de la cepa P=-1., Cabe
sefalar gue para extractos de la cepa WB se tuvieron lecturas
semejantes ({datos no nostrados) y éstas fueron yveproducibles, E)
suero dJde conejo inmunizado (S1C, grafica A) presentc alta

reactividad con todos los extractos antigénicos, especialmente con

aguel de ja fraccion de "Cltosol” y en proporcion menor con el de

sonicazidn + Acildo acetics. DI suerd de Sonede normal (SNS) y el



suero de jerbo normal (8NG) mostraron baja reactividad. En el caso
de los sueros de jerbos infectados experimentalmente, las muestras
obtenidas a los 1?7 dias post-desafio (SIG,) tuvieron buena
roactividad con las fracciones de "Membrana" y "Citosol", En tanto,
con las muestras seéricas obtenidas de los jerbos 53 dias tras el
desafio (816,), los extractos totales por sonicacion -+ detergente
{ya sea triton X-100 o NaDOC) y sonicacién sin solubilizante dieron
lecturas mis altas gue el resto de las preparaciones. Los
resultados utilizando suercs de pacientes indicarcn una mayor
variabilidad en 1a actividad antigénica de los extractos, asi como
en los niveles de Igs circulantes en pacientes sintomaticos o
asintomaticos (Figura 15, grafica B)., S§in ermbargo, con 10s

extractos de Ags totales obteridos con sonicacion + detergente se

demds preparados antigenicos, mientras que 1los extractos de
sonicacion + acide acético proporcionaron lecturas paAs bajas con
raspecto A Aguellos abtenidos con detergente. Entre los preparados
subcelulares se tuvieron mejores resultados empleando la fraccion
"Membrana", seguida de la fraccion "Citasol”.

Los resultados descritos sugirieron la conveniencia del uso de
extractos solubles totales por sonicacion + detergente para el

desarrollo de los ensayos serologicos presentados posteriormente.

5. YALORACION LONGITUDINAL DE LA INFECCIOX DE JERBOS

NONGOLICOS CON TROFOZ0OITOS DE G. jamblia. Como primera etapa dentro

de) estudio del models aniwal en giardiasis, fue preciso establecer
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FIGURA 12. Analisis densitométrico de extractos solubles totalas de
troforoitos de G, lamblia. Los extractos solubles se separaron
electyroforéticamente como se indico en la Figura $. Se representan
en zonas claras los principales picos de absorbencia y el PM de los
conponontes correspondientes de las cepas P-1 y WB. nl’ll, Marcadores
de Peso Molecular: A, extracto obtenido por sonicacién + &cido
acé!tiro: T, extracto obtenido con triton X-100. Mr en daltones x
10"
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FIGURA 13. Analisis densitométrico de eaxtractos subcelulares de
trofoeoitos de G, lamdljia. Los extractos solubles se separaron
electroforéticamente como se indicd en la Figura $. las zonhas
claras corresponden a los picos de absorbencia y los componentes
respectivos cuyo FM se indica para las cepas P-1 y WB. Ne, fraccién
de "Membrana®: Ce, fraccion de “"Citoesqueleto®; €m, fraccion de
*Citosol*, Mr en daltones x 12°
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YIGURA 15. Evaluzcion inmuncensimitica de la actividad antigénica
de extractos solubles totales y subcelulares de trofosoitos ae §.
lasdlia. Los ensayos de ELISA se realizaron utilizando diferentes
extractos ya sea totales {(8OM=Sonicacién sin solubilizante: SON-TX-
100=Sonjcacién + tritén X-100; SON-CH,COOE=Sonicacién + 4cido
acétice) o subcelulares (fracciones da lubtnnl, Citoesgueleato y
citosol) obtenidos de trofozoitos de la cepa P-1. En la grafica "an
se@ presentan las D.0O. promedio de determinaciones por octuplicado
para sueros de conejo nox‘mal (8NC), suero de conejo inmunizado con
varias dosis de 500 x 10% troforoitos completos (BIC, ver el
apartade 10.A. de Material y Meétodos), y de sueros de jerbos
nsngéncos infectados con trofezoitos viables por via intragéstrica
ios cualer se colectaron a los 17 (8IG,) y 53 (516;) dias post-
infecclén., ¥n 1a grafica "B" aparecen 135 lecturas para Sueros
ohtenides en un paciente testigo (7)), asi comd de aguellos con
giardiasis sintomatica {By.y) ¥ asintomdtica (X3} Las
. proparaciones antigénicas se acoplaron en una ccm._ent'acxon de 10
#9./71. y las dilucicnes de sueros y conjugados a HRP se¢ indican en
el texto (apartado €).



un estade de infeccion experimental en jerbos mongdlicos empleando
trofozoitos de las 2 cepas provenientes de cultivos axénicos. Para
corroborar este efecto en 1los animales, se recurrié a la
determinacion de los niveles de expulsién de quistes en heces en
perfodos de tiempo definidos (cada 3 dias} hasta que dicha
eliminacién cesara. Para ello fue necesario selecciocnar las
condiciones metodologicas nas adecuadas que permitieran evaluar
confiablemente el nodelc en estudio, tante como determinar

caracteristicas de importancia en el ni

O,

En los experimentos iniciales de infeccion se pudo verificar
la alta susceptibilidad de los jerbos ante la dosis infectante que
s& les adnministro oralmente (1 X 10° trofozoites). Se utilizaron §
grupos de 5 jerbos singenicos cada uno, 2 de los cuales fueron de
animzles hembra Yy los 3 restantes Ifueron de animales machos. El
monitoreo de los niveles de expulsion de guictes se hizo zmediante
1a técnica Jde flotacion en sulfato de Zinc {Faust) y los puntos
ilustrados en la Figura 16 representan los valores promedio de las
cuantificaciones hechas en los 5 animales de cada grupo. los 5
animales control no expulsaron quistes a lc largo de los 48 dias
gque durd el monitoreo. En general, los guistes se comenzaron a
detectar en las muestras fecales entre los dias 6 y § poste
infescidn, y entre los dias 15 y 21 se tuviercn los niveles mayores
de expulsion conm ambas cepas del paridsito. Tsta cedid hacia los 38-
42 dias en todos los animales infectadZ:s, Ciro aspecto impertante
fue el hecho de gue los animales naches expulsaren concentracicnes

promedios de guistes copsistentorente nas altas gue los animales



hembra. Asimismo, se observé que el numero de quistes en heces fue
constantemente mayor para animales infectados c<on la cepa WB,
particularmente en los dias con niveles de expulsion mayor.

De manera colateral, se inplementd la tecnica que se basa en
un soporte de sacarosa 0.85M a fin de determinar si existia asi
mayor confiabilidad en 1a deterwminacion de la concentracién de
quistes en ruestras fecales de jerbos infectados (ver Material y
Metodos). El empleo de esta metodologia permitio cbtener datos
astadisticamente valides y ajustables, e incluso, la eficiencia de
recuperacion de quistes en este caso se mejoro en forma
considerable (Figura 7). En 1o0s resultados postrados en dicha
Figura se manejaron Jjerbes machos retados con la misma dosis
infectante y los datos se expresan en térninos tanto de cantidades
totales de quistes expulsados (grafica A), como la concentracion de
los mismos por cada gramo de muestra fecal (grafica B). En algunos
animales, la expulsidn de guistes se detectd a partir del dia 6
post-infeccicn y al dia 9 practicamente todos los animales
expulsaron quistes, con 1lo cual se considerd establecida 1la
infeccidn. El peoriodoe de prepatencia {o &e latencia) oscilsés asi
entre los & y los 9 dias, y en la grafica B se nuestra que los
picos de concentracion de guistes expulsados por gramo de heces se
detectaron entre la segunda y tercera semanas post-infeccién con
las dos cepas. Practicamente tolos los animales resslvieron la
infeccion. En algunos casos la expulsien de quistes cesd a los 30-
33 dias, y no fue sind hasta les 33-42 dias cuands ninguno de les
jerbos prescnto guisteos en sus ruestras fecales. E) periodo de
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patencia determinado en esta forma oscilo entre 21 y 36 2ias.
Resulto notable el hecho de que la concentracion de quistes en las
heces de los animales infectados con la cepa WB fue constantemente
mayor gue la registrada en los jerbos infectados con la cepa P-1.
Estadisticamente, el analisis de varianza indicé que para este
experimento (un diseflo en blogues completos ararizados) las
variaciones en los niveles de expulsidn de quistes no fueren
funcion estricta de la cepa infectante: pero si influydé el dia
poest-infeccion en €1 cual se realizo la copreparasitoscopia
{(a=0.05). Por consiguiente, lss jerbos expulsaron quistes con un
patron caantitativamente hetercgéneo a lo largo la infeccién (i.e.
los periodos-pico de expulsion son reales). Come date adicional,
los animales infectados con la cepa P-1 expulsaron un promedios
aproxinads de 1800 guistes por cada gramo de heces en un lapso de
2 hrs., mientras que aquellos infectades con la cepa WB arrojaren
aproxizadanente 2800 quistes por cada gramo de heces en el mismo
lapso de tiempo.

E]l patron de expulsion de quistes en cada animal infectado
tuvo una caracteristica importante, es decir, dicha eliminacién se
hizo de manera intermitente. Este tipo de conportamiento se muestra
en los perfiles gue aparecen en la Figura 158, en la cual se puede
observar que los jerbos infectados con cualquiera de las cepas no
expulsaron guistes durante el tiempo de coleccién en 2 o mids de los
dias seleccionados para el monitoreo.

Con respecto a la determinacion del peso corporal para los
Jerbus infectados y controles, se hicieren deterninacicnes cada 3
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FIGURA 16. Patrones de expulsicn de quistes de G, japblis en jerbos
aongdélicos (machos Yy Thexbras) infectades aeaxperimentalmente.
Animales singenicos fueron infectados con 1 x 10° trofozoitos
viables par s de las cepas P-1 Yy WB por via intragastrica. El
TOoNitoles Ao expulsion de quistes en heces se hizo mediante la
Teonic da cion en sulfato de IZIinc. En cada animal se
: istes expulsados por gramo de Rmuestra
epresentan el preomedio para grupos de 5
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FIGURA 17. Patrones de expulsidn de quistes (por nimero y
concentracién) en heces da jerbos mongdlicos infectados con
troforoitos da G, lamblia. Grupos de 5 animales singénicos, machos,
se infectaron con 1 x 10% trofozoitos viables per os de las cepas
P-1 y WB por via intragastrica. El monitoreo de la expulsién de
quistes en heces se hiro mediante la técnica del soporte de
sacarosa 0.85M. En cada animal se determind el numero de guistes
expdlsadas tants on cantidad <roial (griafica R) como por gramo de
ruestra fecal (grafica B) en un lapso de 2 hrs. Los puntos
representan la media + desviacién estandar de cada grupo.
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FIGURA 18. Fatrones individuales representativos de expulsidn de
quistes de G, lamdblia per Jarbos mongdélicos infactados
experimentalmante. los animales fuersn infectados con trofozoitoes
Y se realizo el monitoreo en nmuestras fecales de acuerdo a lo
indicado en la Fig. 17-B. En cada grafica se indica la cepa
intectante zel parasito.
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dias post-infeccioén hasta la resclucien de esta. No se observaron
diferencias significativas en el promedio de peso ganado por los

dos grupos de anirmales (datos ne postrados).

6, OBTENCION Y TITULACION DEL CONJUGADO DE Igs DE CONEJO ANTI-
Igs DE JERBO MONGOLICO ACOPLADAS A HRP. El procedimiento descrito
en la parte metodologica permitis la obtencion de un conjugado con
buena actividad en los ensavos serclogicos en gue se empled, ¥y su
reactividad fue seolo ligeramente mencr a la de les preparados
comerciales contra especies cCome humano, raton o conejo. Después de
precipitar las lgs de gerbils e :nccularlas en el cenejo para
obtener Igs contra ellas, se verifico que los antisueros tuvieran
un buen titulo en la prueba de doble inmunodifusion (1:1000) para
finalmente precipitar las Ias del conejo v acoplarlas a HRP sin
problemas tecnices considerables. Se evaluo la reactividad del
preparado con ensayos de ELISA inicialmente, empleande diferentes
diluciones de Ag soluble, de suero de jerbos y del propis
conjugado. los resultados de la estandarizacion de esta técnica
fueron los siguientes: el Ag soluble acoplado en concentracién de
10 ug./ml., suero de jerbos diluido 1:100 y el conjugado diluido
1:1000. En taies condiciones, los fondos de reactividad ({sueros
control) fueron generalrente bajos y las lecturas para los sueros
de infeccion fueron significativarente rmaycres., Para su uso en la
teéecnica de IET las condiciones optimas  fuercn: Ag soluble

transferido en concentracion de 120 ug./cm. de ancho del pozo,

suers de jevbo diluido 3 diluide 21:800. Los

o
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conjugados a HRP adquiridos comercialmente se mnanejaron en las
condiciones que siguen: a) Igs de cabra anti-Jgs de humano diluidas
1:1000 (en ELISA e IET} con suero diluido 1:100 (ELISA) o 1:30
{IET), Yy b) Igs de cabra anti-Igs de conejo 1:2000 (ELISA e IET}

con suero diluido 1:800 (ELISA) o 1:250 (IET).

7. DETECCION DE Igs CIRCULANTES Y DE RECONOCIMIENTO ANTIGENICO
DURANTE LA GIARDIASIS EXPERIMENTAL. Con el objeto de determinar si
1a  infeccién experimental de Jjerbos mongelicos utilizando
trofozoitos viables de G, laphlia inducia la aparicién de Igs
circulantes contra el parasito, se efectuaren ensayos de ELISA en
funcién de su extrena sensibilidad. En la Figura 19 se presentan
los resultados de las D.O, promedio para los grupos infectados con
cepa P-1 y WB 3+ desviacion estandar en periodos semanales. Se
aprecio que los niveles de Igs séricas totales (IgG+Iga+IgM) contra
Ags solubles de trofozoitos se comenzarcon a detectar en la primera
semana post-infeccioén, y conforme la infeccidn progreséd estos
aumentaron en 1os animales infectados con P-1 y W8, Dicha tendencia
permanecid¢ al menos hasta los 53 dias tras la infeccion (D.0.»0.8)
Y los patrones de seguimiento longitudinal de Igs circulantes
fueron semejantes para las dos cepas infectantes. Los jerbos
control (innculades con PBS) no presentaren niveles significativos
de Igs anti-G., Jlamblja a lo largo del periodo de observacién.
Cuando se compararon los datoes de este seguimiento con los patrones
de expulsidn de gquistes (Figura 290) se aprecio gue, para la
infeccion ron arbas cepas, los niveles d32 Igs circulantes siguieren
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un patrén ascendente sin depender del curso de la infeccion, ya sea
en su etapa de patencia o de resolucién, o inmediatamente posterior
a ella.

Los ensayos de IET permitieron identificar los Ags del
paridsito que fueron reconocidos por las Igs en muestras séricas
de los jerbos infectados, En ningunc de los animales control se
detectd reactividad durante todo el periodo de seguimiento. Sin
embargo, en las muestras de suero de animales infectados se observd
reactividad hacia algunos Ags. El patron cineético representativo de
tal reconocimiento se muestra en la Figura 21. La respuesta de los
jerbos reveld patrones de reconocimiento complejos,
cualitativamente y cuantitativamennte diferentes en P-1 y WB. En
los animales infectados con la cepa P-1, se detectaron a partir de
la primera semana post~infeccién los componentes de x150-180, 121,
65, 45 y 40 Kd; hacia el dia 53 se reconocieron otros componentes
de 133, 94, 92, 82, 70, 38, 33, 31 y 27 Kd en forma menos intensa,
con excepcién del primero. Los Ags de 124, 110-115 (triplete) y 82
kd. fueren reccnocidos: perc con menor intensidad. Por su parte,
los patrones de reconocimiento con la cepa WB presentaron mayer
complejidad, ya que se detectaron numerosos compohentes por encima
de los 80 Kd, resaltando entre ellos los de =150-180, 133 y 121 Kd.
En la primera semana después de la inoculacidn se pudieron revelar
Ags de 82 (doblete), 65 y 40 Kd hasta que en el dia 53, adenas de
estos componentes se identificaron, entre ctrcs, los de 70, 63, 38
Y 35 Kd con menor intensidad. En resumen, en los sueros de jerbos
infectados con la cepa P-1 se deterniné reconociriento de hasta 20

o0



Ags, mientras que con los sueros de anirales infectados con la cepa
WB se detectaron cerca de 30 Ags por medio de este ensayo.
Siguiendo el mismo sistera; pere utilizande ahora los
extractos solubles de radiomarcaje de superficie del parasito en
ensayos de 1I1PP, se comprobd que el numere de componentes
reconocidos fue mas limitado gqgue con el ensayo anterior. La
estandarizacion de la teécnica requirio el expleo de condiciones de
alta astringencia (T.:%AC y varios lavados de complejcs terciarios
cono se indice en Material y Metodes), de tal forma que los
patrones cineticos representativos de reconocimiente antigénico
fuesen adecuados, lo cual se ilustra en los autorradiograrcas de la
Figura 22. En el grupo de animales contrel practicamente no huboe
reactividad en el periodo de analisis. Por otra parte, a lo largoe
de la infeccion con las cepas P-1 y WB la banda de 82 K3 fue el
componente radicicdinade reconocido con mayor intensidad, y desde
periodos tempranos {17 dias post-infeccion) se comenzaron a
detectar otros polipéptidos, especialmente uno de 55 Kd. En los
jerbos infectades con la cepa WB se pudieron cobservar, hacia los 53

dias post-infeccion, los componentes de 63, 35 y 150 a 200 Xd.

8. DETECCION DE Igs CIRCULANTES Y DE RECONOCINIENTC ANTIGENICO
EN GIARDIASIS CLINICA. Con el objeto de identificar los componentes
de troforocitos de &, lapbila reconosidos pof suercs 2:
con giardiasis 2linica, se explearcn los ensaycss de ELISA, de IET
y de IPP. En estes se utiliraron nuestras séricas de pacientes
sintomatices e individuos as:ntomatices de edad pediatrica
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0.0.492 nm.

TIGURA 1319. TPatrones de Jdateccicn insuncenzimstica de 1Igs
circulantes anti-g, lamdblis en Jerdbos mongélicos infectasos
axparimentaimente. los animales se infectaron con troforoitos de
las cepas P-1 y WB siguiendeo el protocolo mencionado en la Fig. 16.
Tl mwonitored de los niveles de igs séricas (IgG+Igh+IgN) en les
Jerbos contra Ags solubles totales del parasito se realizé con una
tecnica indirecta de ELISK (ver NMaterial y Meétodos). Cada punto
represanta la media » desviacion estiandar de las lecturas para
grupos de 5 animales. Se indica ern cada curva la cepa del parasito
infectante, © bien 21 adiluyente (PBS) inoculado en los animales
ignec eztandariradas del ensayo se mencienan en
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FIGURA 20, Pat-cnés de expulsicn de quistes y de deteccicn de Igs
circulantes asti-G, lamdblia en Jjerbos monzdlicos infectados
experimentalmente. ILos datos presentados corresponden a  una
combinacién de aguellos descritos en las Figs. 17 y 19. En cada
grdfica se indica la cepa del parasito, y los puntos representan la
media + desviacion estandar para grupos de 5 animales.
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FTIGURA 21. Patrones individuales representativos de reconccimiento
antigénico en jerbos mongodlicos infectados con G. lamblis. Andlisis
por IET. Los animales se infectaron con trefozeitos viables de las
cepas P=1 y WB comd se indica en la Figura 17. las muestras séricas
o confrantaron con Ag soluble total) de G. laphlia transferids a
papel de Nitrocelulosa {NCP). las tiras de P-iT y WB-T son los
extractus~ scparados electroforéticamente, transferidos a NCP y
tefidoes con tint2a indja, las condicienes estandarizadas del ensayo
S0 mencisnan en el texto (apartado 6). S8IC=suerc de conejo
inmunirado, SKRC=suere de conejo norwmal. Mr oon daltones X 10,
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FIGURA 22. Patrones individuales representativos de reconocimiento
de Ags de suparficie de G, lamblia por jerdos mongdlicos infactados
experimentalmente. La infeccion de los animales =e realizoé de
acuerda a leo descrito en la Figura 17. Las muestras séricas se
emplearon para inmunoprecipitar Ags de superficie de trofozoitos
mAarcanns con Na'Tl, Los compiejos Ag-Ig se anslizaron en geles de
ShE-PAGE y posteriormente por autorradisgrafia. P-1T y ®KB-T son los
prrfiles totales de Ags radiomarcados de superficie de la cepa ded
parasito infectante. SIC=suero de coneje inmunitado, ENC=suero de
conejo normal. Mr en daltones x 1073,
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sbtenidas en un estudio transversal. En este caso sa confrontd cada
suero individual con Ags 3de las dor cepas del paradsito.

En primer término, los niveles de 1Igs séricas totales
(1gG+Igh+IgM) anti-G, lamblia fueron determinados mediante la
tecnica de ELISA. Los resultades indicaron gue, al emplear
extractos solubles totales de trotozoitos cormo Ag, las muestras de
pacientes testigo (panel "T", Figura 23) presentaron reactividad
relativarente baja contra los Akge de ambas cepas del parasito
{(D.O.= 0.05%6 » 0©.03). Asinisnz, en 32 rasos de giardiasls ya sea
sintomatica (panel "S") o asintopatica (pancl "As"), los niveles de
Igs fueron consistentermente mayores 3 los obtenides en las muestras
testigo (D.O. de 0.2 a 0.9), a excepcion de 9 casos en los gue los
valores de D.0O. estuvieron cercancos a los testigos (D.0. de 0.1 a
0.2). En general, las muestras individuvales mostraron reactividad
semejante contra Ags de cualquiera de las cepas empleadas.

En relacion al analisis por IET, en la Figura 24 aparecen
resultados representatives. Los sueros testigo no  tuvieren
reactividad contra Ags del parasito (solamente 2 de 6 tuvieron un
reconocimiente apenas detectable). Respecte a las muestras de
pacientes con giardiasis, se observéd una reactividad variadble
contra Ags de las dos cepas, lo cuml fue independiente del curso de
1a infeccidén (sintomatica o asintomatica), aungue los sueros
individuales tuvieron algunas diferencias cuantitativas y
cualitativas de reconccimiento antigénico a las cepas P-1 y WB.
Hasta cerca de 30 componentes del pardsito fueron recenocides por
los sueros. De manera global, ios Ags de 12 cepa P-1 reconocides
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nas {recuentemante fueron aguellos de 133, 82, B2, 55, 51, 492, 45
Yy 3B Kd. Otros de =155-174 {triplete), 65, 63, 20, 35, 31 y 24 Kd
fueron reconocidcs con mencr frecuencia (Figura 24-A). Los Ags de
la cepa WB mas reconocides fueron los de 148, 133, 92, 65, 55 y 40
¥d y en menor frecuencia los de 174, 82, 63, 45, 35, 33 y 31 Kd
{Figuvra 24-B).

Por otra parte, en la TFigura 25 se presentan los
avtorradliogranas con los patrones de recenscinmiento con 10 nuestras

representativas ante los Ags de menbrana celular externa de G

t0e

amblia marcadoes con . En este caso el perfil de reactividad fue

ruy homogénco: en la cepa P-1 (Figura 25-A) predominarsn los
componentes de 82, €3, 55 y 35 K3, en tanto guc para la cepa WB los
nas reconocides fueren los de 82 y 55 ka&. (Figura 25-B). En los
ensayos descritos, las muestras testigo no presentaron reactividad
alguna contra los Ags radicmarcados.

sairvente, con base en los resultades del presente estudic y
d¢ otros previanenve reportades, se hizo un resumen acerca de los
Ags de G, lanhlia con posinle relevancia desde 10s puntos de vista
experimental, clinico y epidemioleégico (Tadbla 3). Cabe indicar que
estos conponentes han sido identificados en estados de infeccidn,
¥a gue eoxisten nurersses estuiios que exmplearon estadcs de

inmunizacisn experimental (revisadcs por den Hellander y Befus,

-

QE88). Asimismo, dichos Ags no fueron 10s unices gue se detectaron;
pere s: los gue se observaron ccon rayor reactividad y frecuencia en

10s ensaycs seryologices, ademas de gue las cepas analizadas los
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FIGURA 23. Determinacion inmuncengimitica &e los niveles de Igs
sontra g, lamblia en suercs de pacientes con giardiesis. E1 2g
saluble total de trofccoitos de la cepa P-1 (A} y W3 {B} se incubo
Ton nuestras sericas Jde 2ivizZurs Testigo {(panel T} o de pacientes
¢on giardiasis sintomatica {pane! 8} o asintomatica (panel Xs)
siguiendo un ensays de ELISA indirecto. los wvalores de D.O. se
rejistraron 15 min. despues de adicionar solucion de substrato a
1xs  poros. Las cancidades estandarizadas de 1los reactives
tiviogicos utilizados se mencionan en el texto {apartado 6).
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FIGURA 24. Patrones de reactividad de sueros da pacisntes gon
giardiasis contra AF solubls total de G, lanblia inmoviligado en
NEP. El1 extracio soluble total de las cepas P-1 (A} ¥y WB {B) fue
separade mediante SDS-PAGE y transferido a papel de nitrocelulosa
(RCF). Posteriormente se¢ adicionayon las wuestras séricas de

ientes con glardiasis asintomatica (Kys) O sintomadtica (5., ¥
Ias tiras se protesaron segun 1o descrito en Material y Métodos.
Las cantidades ¢atandarizadas de roactives biolégices se describen
en el apartado 6. N s rvefiere a una de las muestras testigo y las
{lechas denotan los Ags recenaridos con mayoer frecuencia por las
mIcstras. ¥r on daltones x 105,
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FIGURA 25. Patrones de reactividad de sueros de pacientes con
Giardiasis en contra de A3s de superficie de G. lanblja marcados
con Y™I. Troforoitos de las copas P-1 (A} y WB (B) fueron marcados
con el isotopo empleando la enzima lactoperoxidasa. E1l extracto
soluble s2 incudbs con suerss de pacientes asintomaticss (M) ©
sintomaticos (8,,), © con muestras testigo (N}). la placa
autarradiografica se reveld después de 15 dias de exposicisén 2l gel
3¢ SDS-PAGE secado con calor-vacio. Mr en daltones x 1073,
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TARLA 1. Antigenos de trofozoitos de Giardia lamblia
reconocidas en estados de infeacion

T. INFEQCTON EXPERIMENTAL IN JERBOS H:NI‘)LIC!S
™ (Kd) IOCALIZACTON  CARACTERISTICAS ERGAYC  CEPAS
150-180 ? -— IET P-1,wB
150-200 Superficie Sensible a B-MED bigd L]
133 ? P IED "
21 ? Gp IET "
92 ? [ IET "
B2 Suparficie Gp, sensible a AME PP "
65 ? op IET "
63 Superficie Cp,sensible a B-ME ipp L]
55 Sgperficie G irp h
45 ? op IET "
40 H Gp IET "
kil ? — pezy "
35 Superficie Gp, sensible a i~ME PP n
- - 1
II. INFEOCTON CLINICA Y EXFERIMENTAL EN HIMNGS
3. RUTORES
{(Kd) TOCALI ZRCTON CARACTER. STICAS ENSAYO CEPAS (Ref.)
pR] 2 o =T P31 W2 Tesis
az ? & IET P1,WB Tesis
88 Suparficie -— Irp P-1,W8 Edson y cols
(1986)
82 Superficie Gp,scm:.lble a p-ME  IFP P-1,kB Tesis
€5 Superfiaic WGRA E5Y:i0p, resis-  CIEFC w3 Rosoff y
tente a proteasas Stihbs(1956a
Yy 1986b)
&5 > Gp IET P~1,WB Tesis
56 T — IET WB Tavior y
Warman (1987}
55 Sperticie G IET,1F® P-1,W8  Tesis
45 ? tp IET P-1,WB  Tesis
31 Superficie _— IET w2 Taylor vy
Wermaan(1967)
25 ? — I=T w3 Taylor y
Werman (1987)
27 ? — IET wB Taylor v
Worraan (1957)
24.5 2 — IFP  WESX,GS/E A ,
Nash (1957a)
e 2 —_ PP WIOX,GS/E Aogarwal v
Nash (1::::73
2. 2 -— IPP WRRX,GS/E Asgarwal v

: Implica datos obtenidas en Ags am Mroigaal.
i 5u Mrose mxdificd en ausencia o presancia de Bmercaptoetanc).

: Glucoproteina. Contiens N-acetil-D-glumusamina como azcar terminal,
: dontraimmanoclectrofaresis,
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V. DISCUSION

El estudio y conocimiento de los aspectos bdsices y aplicados
de las enfermedades infecciosas ocasionadas por parasitos de
interés médico, es un factor importante para el control
epidemiolégico de las mismas. En el contexto de las parasitosis
intestinales <causadas por protozoarios, se ha observade 1la
participacion de factores relacionados directamente con el
hospedero que afectan y su medic ambiente (v. gr. edad, fondo
genetico, estado nutricional, educacion higieénica y condicicnes
soclioecondnicas), asi como de factores inherentes al parasite
infectante (habitat, virulencia de cepas y mecanismos de
patogenicidad, entre otros).

En el caso especifico de la giardiasis y de Gjardia lamblia,

se tiene actualmente unp avance notorio en su estudio a partir de

quu S¢ 09I Sul nte in vitre al parasito (4). Asi se
han abordado diferentes estrategias de estudio, y dentro de ellas,
la identificacion y caracteriracion de antigenos relevantes en
diferentes cepas de ¢. lamblia es un aspecto clave. Esto se debe a
la necesidad de cbtener fuentes antigenicas confiables para el
estudio de 1la relacion hospedero-parasito, asi como para el
desarrollo de wmeétodos de inmunodiagnostico e inmnunoprofilaxis
potencial de alta eficiencia para la enfermedad.

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se aborde el
analisis antigénico en trefocoites de dos cepas de G, Jlamblia
ampliamente utiliradas en investigacion {P-1 y WB). Para elloc se
efectuaron diferentes metodologias a fin de obtener Ags solubles
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totales, subcelulares y de superficie celular, Los componentes
obtenidos fueron caracterizados en base en criterios
electroforéticos, densitométricos y de reactividad inmunoldgica en
ensayos serolégicos empleando extractos antigénicos seleccionados
y nuestras obtenidas a partir de ircunizacion e  infeccion
experimental en animales, asi como de casos clinicos de infeccidn
natural con G. lamblia.

Coro un primer nivel de anilisis, se mnanejaron algunas
variaciones metodologicas para obtener extractos solubles totales
de trofozoitos de G. lapblia. Los resultados correspondientes al
rendiriento obtenidc al exmplear dichas netodologias, expresado cond
el peso de proteina obtenida por masa celular definida, fueron
semejantes para lais Ccepas F-1 y WhH. Ko obstante, al coaparar los
metodos entre si se observd que los extractos solubles totales

uercn  cbtenidas con mejor eficiencia al utilizar agentes

I

solubilizantes {i.e. detergentes y solvente organico). Esto se debe
a la eficiente accion solvatante de estos agentes Sobre moléculas
de proteina gue en medio splarante acuoso noe puceden interaccionar
con el solvente. En oste sontido, la ventaja del uso de estos
solubilizantes ha sido discutida axpliamente para una gama de

subhstancias v orga

en estudis (Helenius y Simons, 1875:
Colowick y Kaplan, 1884; Arglello-Garcia et al., 1%90). En cuantoe
2 las variantes enpleadas para lisar los troforcitos (sonicacion y
congelacicn-deseoniyelacion), estas nd proporcionaron diferencias
significativas estadisticamente en la eficiencia de extraccién
antigénica de los métodes ensayades. Estos datos son explicables si
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se considera una fragilidad celular relativamente alta en los
trofozoitos de §. lamblja ante un estrés de tipo fisico, ya gque en
parasitos con cubjerta altamente resistente como ITrichinella
spiralis, la técnica de lisis celular empleada puede ser critica en
el rendimiento proteinico legradeo (Barriga, 1981).

En relacion a los componcntes subcelulares de G. lamblia,
éstos fueron enriguecidos por rmedio de una solubilizaciodn selectiva
rasada en las preopiedades fisicoquimicas y compartimentalizacidn de
sus proteinas {Bolberton y Ward, 1981: Clark y Holberton, 1986; den
Hollander y Befus, 1988). En este estudio se determiné una alta
concentracien de cemponentes proteinicos en ia fraccion
hidrosoluble enrigquecida en componentes de citosol ({=70%) y una
menor concentracidn (=10%) en la fraccién soluble en presencia de
SDS, enrviguecida para precteinas de citoosgqueleto. Para la fraceién
cbtenida en presencia de agentes solubilizantes de menmbrana celular

(v.er. triton X-100, NaDOCT ¢ HEPES) la concentracion fue cercana ail

20% deld

terial proteinico celular. Asimisrco, se deternino que

cada trofozoito de G. larblia contiene aproximadamente 90 pg. de
proteina, Estos datos no han sido reportados en algun otro estudio
precedente; pero son concordantes con las proporciones esperadas
para las {racciones antigénicas indicadas, ademds de que 1la
captidad de proteina prv o4lula es indicativa del tamafo relative
de este parasito 2! compararic con otros protozoarios. Asi por

ejermple, en trofozoitoes de rayor tamaho como Entamoeba histeolytica,

se& ha estirade una captidad aproximada de 1,5 ng. por célula
{Arguello-Garcia et al., 1990}, y para organismos mids pegquehos conro
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promastigotes de lLejishmania mexigana se han calculado cantidades
cercanas a 5 pg. por célula (M. en C. Francisco Nava Sinsel,
comuticacién personal).

tas variantes experimentales empleadas para extraer Ags de
superficie en trofozoitos de G. Jlamblia fueren mas limitadas en
funcién de 1a mejor selectividad de los detergentes por solubilizar
componentes de membrana (Helenius y Simons, 1978). Debido a gque
s0lo los Ags accesibles en la superficie de los trofoctoitos fueren
parcados y cuantificades {(como c.p.m. de 1 enlazado), el nejor
rendimiento que sc¢ obtuves con el uso de triton X-100 y NaDOC
confirme la calidad soclubilizante de ellos.

El siguiente nivel de caracterizacion de Ags solubles de G,
lamblia en los distintos extractos se realizé empleando condiciones
electroforéticas optimizadas y andlisis densitonmétrice
computarizadeo. los resultados mostraron diversas ventajas para el
uso de geles de poliacrilamida en un gradiente de 5-15% del
Tonémero Con respecto a aguellos con una concentracion constante de
acrilamida (i.e. 101). Entre ellas se encuentran la wmejor
reselucion de bandas proteinicas y una mayor confiabilidad en las
determinaciones de PM. El uso del agente reductor S-mercaptoetanol
favorecid ligeramente dicha resolucion electroforética. Estas
condicionas de caracterizacién antigénica han sido recomendadas
arpiiamente (Soding, 1983) e inclusoc confirmadas en reportes
recicihtos scbre este parasito (Mohareb y cols., 1389).

Con respecto al analisis cuantitative y cualitativec de los
perfiles electroforéticos para los extractos solubles preparados,
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al analizar visualmente dichos patrones se observaron algunas
diferencias. Asimismo ne s¢ observé degradacion proteinica en
ningun caso. No obstante, las determinaciones densitométricas
permitieron confirmar y optimizar las diferencias cuantitativas
entre 1los extractos y entre las cepas P-1 y WB, asi como
cuantificar los componentes que se presentaron  con  mayor
abundancia. Ademas, la técnica de electroforesis bidimensional
permitio detectay con ¢laridad diferencias cualitativas en los
perfiles antigeénices de las dos cepas de G, lamblia estudiadas.

Considerande 1los criterios anteriores se determind la
copplejidad del patron proteinico de troforoitoes de G, Jamblia.
Esta varic de aproximadamente 50 componentes (extractos con © sin
detergente} hasta cerca de 65 bandas (extractos con acido acético}
en andlisis electroforetice unidimensional, y de cerca de 100
componentes al realirar clectroforesis bidinensional (extractos con
acido acético). Por una parte, estos datos se explican por una
interaccion muy fuerte del solvente organico con las moleculas de
proteina, 10 cual puede implicar un desdoblanmiento mas extensivo de
aguellas (Colowick y ¥aplan, 1984} y por consiguiente la obtencién
de un perfil mas complejo.

Far otro lado, en estudios prevics de caracterizacion
antigénica de ¢ste parasito se obtuvieron patrones menos complejos
aun cuands los trofercatos fueren procesados por sonicacion (Moore
y ©01ls., 1WBD: Snith oy oolf., 1SRIC; Wenman y cols., 1886): sin
crbargo, €n estos andlisis no se enplearon inhibidores de proteasas
{proteinasas). Se ha ropertade recientemente que en trofozoitos de
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G, lamblia la actividad de proteasas es principalmente del tipo de
proteinasas de cisteina (Hare et al., 1983} y en experimentos de
marcaje metabolico con cisteina-®5 se ha demostrado la presencia
de un numero abundante de Ags con este amincacido (Nash, 1989). En
el presente estudio se utilizaron dos inhibidores de proteasas: H-
etil maleimida, un antagonista clasico de cisteinasas y PMSF, un
inhitbidor especifice de serinasas con alguna actividad sobre
ciateinasas (Bond y Butler, 1987}). De esta forma, sc puede sugerir
que ¢) empleo de tales agentes es recomendable en la preparacion de
antigenos de trofozoitos de G. lamblia, evitandose asi artefactos
ocasionados por degradacion de proteinas.

Come un dato adicional, al analizar los extractos solubles
totales se observd gue un gran numero de bandas eran glucoproteinas
detectables tanto per tincion PAS como por reactividad ante
lectinas, Respecotd 2 estas wltimas, resulto interesante el hecho de
que solamente el arinoglucoside KN-acetil-D-qlucosamina fuera
detectado ©ono atucar expucste (terminal) en aAgs de los troforoitos
do ambas cepas. Varios de cstos componentes se localizan a nivel de
menbrana celular, de acuerdoe a experimentos de tincion fluorescente

rexlizados sobre troforoites vivos y fijados ernpleando WGA acoplada

a FITC {datos no mostradoes). b =

atos son concordantes con los
reportados por Ward y cols. {1%85), quienes identificaron €2
arinogliceside en un enlace tipo A. Sin embargo, el papel biologico
de este sacarido dobe sor estudiaddo en deralle.

las ¢epas analiradas en este estudic nostrareh entre si
algunas drferencias cuantitativas a nive) de extracios solubles
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totales, y en las fracciones subcelulares estas diferencias fueron
mas evidentes. lLas fracciones de “Membrana®™ y de "Citoesgueleto™
presentaron varlos componentes comunes, aungue la primera presentsd
un grado de varfabilidad mayor en relacién a las otras dos
fracciones a)l comparar directamente 1las cepas. Esta ultipa
observacion ha sido confirmada en estudios recientes sobre este
protozoario (den Hollander y Befus, 1988).

El grado de semejanca detectade en los perfiles para los
extractos de "Mombrana® y "Citoesgueleto™ en una misma cepa sugiere
que existe una posible relacion estructural y bioldgica muy
estrecha entre las proteinas de tales fracciones del parasito
{Clark y Holberton, 1986), la cual dificulta en algun grado 1la
scparacion de los componentes especificos de estos dos
compartimientos. A pesar de ello, en la fraccién de "Membrana™
fueron detectables componentes identificados en otros estudios,
v.gr. 75 Kd (Clark y Holberten, 1986) y 55 -4 S6- Kd (Kumkum y
cols., 1%8Ba), mientras gue en la fraccion "Citoesqueleto™ se
detectaron aguellos de S8, 53 y 33 Kd (Heolberton y Ward, 19B1;
Crossley y Holberton, 1983: Aggarwal y Nash, 1969).

Al analizar los patrones de componentes de superficie
accesibles al maycaje con '®I,. se observd que los componentes de
150-200 Kd (material polidisperso, posiblemente un conjunto g&e
proteinas) y de 82 K4 incorporaron mayoritariamente el isdédtopo.
Estos patropes tarbién postraron @iferencias cuantitativas
importantes entre las copas P-1 y WB principalmente a nivel de los
antigenos de alto PH, aungue el componente de 82 Kd sc¢ preosenté de
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nanera constante en los experimentos de radiomarcaje. Estas
observaciones se han reiterado en una serie de aislados obtenidos
en el laboratorio de la Dra. Guadalupe Ortega-Pierres a partir de
pacientes sintomidticoes y asintomiticos, donde la metodologia
descrita aqui se ha aplicado para estudiar cambios recurrentes jn
vitro en compenentes de superficie de c¢lonas de G, lamblia
cultivadas de manera continua (Enciso-Moreno y cols., 1989).

De manera interesante, la sensibilidad que presentaron muchos
de los componentes de superficie radiomarcados al agente reductor
B-mercaptoetancl sugiere la presencia de puentes disulfuros y/o de
aminodcidos que contienen Azufre (v. gr. cisteina), aungue las
variaciones de migracidén de dichos Ags (comparando condiciones
reductoras y no reductoras) pueden ser el resultado tanto del
desdoblamiento de complejos proteinicos en moléculas nmds pequedhas,
como de linearizacion molecular inducida por reduccién de enlaces

zufre-Azufre. En algunos reportes {p.ej. Nash y Keister, 1985) se
han rancjade patrones analizados bajo condiciones no reductoras,
mientras que otros investigadores (p.ej. Einfeld y Stibbs, 1984;
Wenman ¥ cols., 1986; entre otros) han descrito patrones de marcaje
bajo condiciones reductoras. Este tipo de variantes metodolégicas
tiene significancia crucial en los datos sobre caracterizacion de
Ags de superficie de G. lamblia, tal como se ha determinado en
epimastigotes de Jrypanosoma cruzi, donde los perfiles de rmarcaje
de superficie pueden variar en funcion de Twodificaciones
aparentemente minimas en la técnica de analisis (Schechter y
Nogueira, 1588).
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Un aspecto importante el el presente estudio fue la seleccisn
de un extracto antigénico, total o subcelular, que permitiese una
deteccion adecuada de 1Igs anti-g. lamblia en estados de
inmunizacidén e infeccién experimental y clinica con el parasito. De
manera global, los extractos obtenidos por sonicacidn + detergente
{triton X-100 © NapOC) mestraren consistentemente reactividad y
sensibilidad altas frente a los sueros representativos ensayados:
pero los extractos de "Membrana® también fueron eficientes en una
=ayoria de casos. Esto sugiere un grado sermejante de
enrigquecimiento de Ags relevantes entre estas dos preparaciones. En
contraste, la reactividad mis baja que presentaron los extractos
solubles en acido acético puede ser indicativa de: 2) una
extraccién mas extensiva de proteinas inmunolégicamente no
relevantes, o k) unay interacciédn molecular intima del solvente
organico con los Ags o epitopes (i.e. formilacieén), la cual puede
afectar su actividad inmunclégica (Colowick y Kaplan, 1984).

Tarados en su conjunto, les resultados descritos hasta aqui
sugieren la conveniencia del uso de extractos solubles totales
obtenides en presencia de detergentes para una extraccion eficiente
de Ags relevantes de troforoitos de G. lamblia. Esto se relaciona
a su relativa facilidad de obtencion ¥ a la eficiencia con gque son
inmunodetectados. Observaciones similares se tienen en estudios
sobre actividad antigénica de extractos totales y de fracciones

urificadas de E. his

o

lytica {Aust-Xettis et al., 1983). En

et
£

particular, el uso de NaDXC podria ser recormendable si se reguiere
removar el soiubilizante para procesanmiento pesterior, dade que su
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concentracién micelar critica (CMCz4-6 mM) permite su remocién
rapida por didlisis (Helenius y Simons, 1975). E1 triton x-100, si
bien es mds dificil de remover (CMC=0,24 mM), es un solubilizante
muy eficiente que tiene efecto minimo sobre interacciones proteina-
proteina, y las interacciones Ag-Ig no sufren efecto alguno
{Colowick y Kaplan, 1984).

El siguiente nivel de andlisis en este trabajo consisti¢ en el
establecimiento de la infeccidén por &, lamblia en jerbos mongédlicos
como modelo experimental siguiendo el protocolo propuesto por
Belosevic y cols. (1983). Se ha descrito anteriormente el uso de
otros animales comd modelos incluyendo ratones lactantes (Hill y
cols., 1983) o recién destetados (Vinayak y cols., 1979), perros
mongrel (Hewlett y cols., 1982), ratas (Sehgal y cols., 1976),
conejos (Schleinitr y cols., 1%83) y gatos (Kirkpatrick y Farell,
1584). No obstante, los datos sobre susceptibilidad reportadoes en
el modele del jerbo para giardiasis, ademds de la facilidad de su
manipulacién en el laboratorio para inoculacién y obtencién de
nuestras, posibilitaron en mayor medida esta fase del estudio.
Estos roedores han mostrado susceptibilidad a 1la infeccidén
experimental con otros protozoarios incluyendo Babesia diveraens
(Lewis y Williams, 1979) y E. histolytica (revisado por Meerovitch
y Chadee, 1988). Por su parte, el empleo de jerbos singénicos
permite obtener datos representativeos en cuanto a la capacidad
infectante de diferentes cepas de G, lamblia, asi como para
identificar y determinar caracteristicas bioldgicas para los
componentes del paridsito que son relevantes en la interaccién in
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vivg del parasito con el hospedero, sin 1implicar alguna
variabilidad biolégica significativa en este Gltimo.

De acuerdo con lo anterior, la infeccion con trofozoitos de
las cepas P~} y WB en los jerbos por via intragastrica se
caracterizd por ser autolimitante (los animales la resolvieron en
30-42 d:ias post-inoculacion) con periodos de expulsion mayoritaria
de quistes en heces entre la segunda y tercera Ssemaha post-
infeccien, ¥y ditha espulsion se hirzo de manera internitente. Los
periodos de prepatencia y patencia determinados fueron de 6-9 dias

y 21-36 dias respectivanente. Ademas, los jerbos infectados con la

cepa P-1 expulsaren entre 0-4500 (prormedio =x1300) quistes/g.
heces 2 hrs. y quellos infectados con la cepa WB entre 0-8000
(proredi =2800) hrs., Ko se cobservoe una

alteracion estadistica en la ganancia de pese de los jerbos
infectados durante la patencia de la infecciodn.

Los datos antevriores permiten considerar algunas

3

caracteristicas irportantes en los jerbos coxo un modelo animal

jardiasis experimental. En prizera

na

adecuado para estudios scbre
instancia, debe considerarse la aita susceptibilidad de los jerbes
{particularmente machos) a la infeccion con trofozoiteos cultivados
axénicamento in vitro y adrministrades por via intragastrica, dado
gue practicamente todos ellos desarrellaron la infeccion. Si bien

esta modalidad de infeccion no ocurre aparenterente en la



pH estomacal (rico en proteasas) en el cual son alojados
inicialmente. Una explicacién, al menocs parcial, puede darse con
base en los datos de caracterizacion antigénica, donde se observo
que una serie de componentes localizados en la superficie del
trofozoito contienen carbohidratos asociados {N-acetil-glucosamina
terminal) asi como posibles residuos de aminoacidos reductores
(v.gr. cisteina} y puentes disulfuro, estructuras que pueden
conferir a las mnoléculas de membrana celular resistencia
fisicoquimica alta a las condiciones adversas del tracto digestivo.
Ademas, en cl estudio de Belosevic y cols. (1983} no se observaron
diterencias en ¢! patrén cualitativo de expulsion de guistes en
heces al wmodificar la via de administracion (oral-intragastrica y
duodenal) ni 1la forma infectante del parasito (guistes o
troforoitos) {[Faubert et al., 1983). No obstante, en los reportes
de Belosevic y cols. (1983) con jerbos, de Hill y cols. (1983) con
ratones lactantes y de Hewlett y cols. (1982) con perros mongrel se
ha logrado una tasa alta de infeccidén en los animales enpleando
trofozoitos como fase infectiva, lo cual se puede relacionar
también con la adecuada viabilidad de las células en el inoculo
administrado, dado que provienen de cultivos axénicos. Al emplear
la fase de quiste en la inoculacidén de los animales, es un factor
critico conocer la viabilidad de 1los mismos, ya Gque 2Cs
procedimientes rutinarios de almacenamiento de la muestra
purificacion basados en soluciones de sacarosa y sulfato de Zinc
pueden alterar significativamente la viabilidad, y con ello, la
capacidad infectiva de los guistes (Craft, 1982; Wallis y Wallis,
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1986). En una amplia mayorla de estudios de infeccién experimental
con G, lamblia no se han reportado datos acerca de lo anterior,
aungque en algunos casos [p. ej. Vinayak y cols. (1979) con ratones
destetados, Belosevic y cols. {1983) con jerbos y Craft (1982) en
ratas} se han logrado tasas altas de infeecién (=100%) al usar
diferentes dosis infectivas de quistes.

Durante los experimentos preliminares de esta fase, los jerbos
machos expulsarcn cantidades de quistes en heces consistentermente
mayores a aguellas en ruestras fecales de animales hembra, aungue
no se determino una diferencia significativa estadisticamente para
esta cbservacicn. En los estudios de Heyworth (1988) empleando
ratones BALB/c infectados con G. puris no se determind tampoco una
dependencia absoluta entre 1os niveles de expulsion de quistes y el
sexo de los animales maduros, aunque tarbién se verifico una tasa
de expulsién consistentemente mayor en ratones machos. Al realizar
un estudio a fondo al respecto, se podria analizar el papel de
factores inmunomoduladcres ligados al sexo (i.e. hormonas sexuales)
en la capacidad de) hospedero de elininar el pardasito.

Las caracteristicas de autolimitacioén, intermitencia en 1la
expulsion de quistes, periodos de prepatencia y patencia para la
infeccicn por G, lamdlia chservados en los jerbos dp zste estudio
son virtualmente las nisnas qQue las reportadas precedentenente por
Beleosevic y cols. (1583) v semejan notablemente las registradas en

infecciones humanas ({Rendterff, 1954). En lcs nodelos de ratas

recien destetadas {(Craft, 1932), perros mongrel {Hewlett y cols.,

Kpatirick y cols., 19345) se han obtenido datos
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concordantes, mientras que en el wodelc murino se han registrado
tanto un patron de oxpulsicdn de quistes continuo (Vinayak y cols.,
1879) como una susceptibilidad a la infeccidon dependiente de la
edad del anima) (Hill y cols., 1983). Debido a ello, no se puede
concluir si la intermitencia en la expulsion de quistes es
totalmente especie-especifica en Giardia o bien participan factores
dal hospedero, aunque existen datos gque sugieren lo primero, i.e.
en ratones y jerbos infectados con G, pUris se han detectado sélo
patrones continuos de expulsion (Roberts-Thomson y cols., 1976a;
Faubart y cols., 1883).

Un dato interesante en este wmodelo fue la diferencia en los
niveles de expulsion de guistes con el carbio de la cepa infectante
(P~1 y WB}. Esto puede tener una relacidén con las diferencias
antigenicas gue existen entre estas dos cepas de acuerdo con lo
determinade en la primera fase del presente trabajo, las cuales
podrian jugar un papel para la capacidad del protozoario de
reproducirse dentro del hospeders. Aggarwal y Nash (1987b)
infectaron jerbos con trofocoitos de 2 aislados (WB y GS-E) los
cuales presentaban patrones de restriccién de DNA y de Ags de
superficie diferentes, observando gue con el aislado WB 1a
infeccion se rTesolvie en =28 dias, nientras gue los animales

Qesatiados con el aislado GS-E estuvieron infectados hasta un lapso

je 42 dias. Estos datos en conjunto suglercn gue aislados
diferentes de §. lamblia pueden inducir patrenes de infeccién
distintes en los jerbos, tanto en la intensidad de la infeccidn

comd en la patencia de la nisma.,
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En general, se¢ ha reportado la existencia de heterogeneidad
biologica en aislados de G. lamhlia a nivel de su "virulencia" en
diferentes nmodelos experimentales: Aggarwal y cols. (1983)
emplearon ratones NMRT inoculados con guistes y observaron
correlacion entre la intensidad de la infeccioén y la severidad de
la sintomatologia del paciente del cual se obtuvo el aislado:;
Visvesvara y <ols. (1988) observaron gue guistes del parasito
obtenides a partir de individucs sintomaticos o asintomatices
pueden tener diferente oficiencia para infectar jerbos, e incluso
ne ger infectives. Por su parte Nash et al. (1987) inocularon
voluntarics cen trofesoitos de 2 aislados {GS,'M ¢ Isr) y solamente
el primero fue infectivao.

POor ahora existen dos expectativas intervsantes: determinar si

existen trofoezoitos Ge  ailsladeos de §. lapblia gue no sean

infectivos en jerbos, as: coms poder evaluar un estado de infeccicén
experimental invelucrands repreduccion de la enfermedad

Hi1ll et al. (19%83) no cobservaron




{Buret et al., 1991). Estos ultimos datos amplifican las ventajas
de los estos roedores como hodelo experimental y permitird un
analisis mds fino de los factores de patogenicidad del pardsito que
desempehan un papel relevante en el curso de la giardiasis
experimental y clinica.

Con respecto a la respuesta inmunologica mediada por 1gs
circulantes especificos en los animales infectados, ésta fue
cineticanente similar empleande una u otra cepa infectante dal
parasito de acuerds con el andlisis por ELISA, aunque existieron
diferencias cuantitativas en ctapas tardias de la patencia de la
infeccidn. Un dats gue wvale la penae anadir fue que se observe una
tendencia aparente a persistencia de Igs, i.e. se detectaron Igs
anti-G, lapblia a niveles aun significatives (DO, cercanas a 0.3)
hasta 4 moses despues de la inoculacion (datos no mostrados). Este
fenémeno puede desecompehar un papel bioldgico importante en la
infeccion, ya que se ha reportado anteriormente resistencia a la
reinfeccion en jerbos desafiados ya sea inmediatamente despuéds de
recibir la terapia curativa (Aggarwal y Rash, 1857b) o aun 8 nmeses
después de la infeccian primaria (Belcsevic £t al., 19683) y Lewis
y cols. (1587) han observado gue la adrinistracion de agentes
inmpunodeprescres come drogas tipo corticesteroides en los jerbos
puede contribuir decisivamente a la susceptibilidad a reinfeccion
experimental. Si bien 1los datos sobre los titules de Igs
virculantes de este ostudio refuerzan el hechce de gue este
Pparanetro es diagnosticamente cenveniente para indicar exposicion
del hospedero al parasito, se deben establecer trabajos futuros
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para determinar su posible valor pronéstico en infecciones pasadas
o actuales, asi como para evaluar la ceorrelacion de datos
serolégicos y clinicos en estudios transversales/experimentales y
longitudinales/ epidemioldgicos.

El presente trabajo constituye el primer reporte sobre
reconocimiento antigénico especifico por 1gs circulantes en jerbos
infectados con Giardja. Los ensayos longitudinales de IET e IPP
mostraron resultados virtualmente mds diferenciales que los
obtenidos por ELISA. De esta forma, patrones complejos de Ags (=20
con la cepa P-1 y =30 con la cepa WB) fueron pregresiva y
consistentemente reactivos con los sueros de los animales en
ensayos de IET, aungue este repertorio fue mas limitado (5 con la
cepa P-1 y 7 con la cepa WB] en ensayos de IPP. Estos datos son
explicables desde el punto de vista de gue el ensayo de IET pernmite
visualizar interacciones Ag-Ig que involucran varios isotipos de Ig
(1gA+IgG+IgM} nientras que el ensayo de IPP involucra
principalmente Igs de isotipo IgG dada la afinidad a ella de 1la
proteina A de Staphvlococecus aureus usada como coprecipitador
{Jensen, 1959), aunque Igs de isotipo IgM también son detectables
en este sistema (M. en C. Lilian Yépezr Mulia, comunicacion
perscnal); adends, el mosaico de componentes antigénicos es méds
complejo en extractos solubles totales gque en aquellos de
superficie radiomarcados. $in embargo, el hecho de haberse
cbhservado con  ambos ensayos diferencias = cualitativas y
cuantitativas en los patrones de reconocimiento en funcién de la
cepa infectante del parasite permite sugerir que estas des cepas de
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G. lapblia indujeron en los jerbos inoculados respuestas inmunes
humorales parcialmente cepa-dependientes. Aggarwal y Nash (1987b}
ebtuvieran una conclusién semejante, aungue en su trabajo se
manejaron ensayos de deteccion de l1gs (ELISA, IF y de citotoxicidad
dependiente de Conplemento) erpleando un conjugado
heteroespecifice, este es, preparado contra Igs de hamster,
mientras que en este analisis se utilizoe wun conjugade
homoespecifico (contra Igs de jerbo) segun se ha mencicnado.

En resumen, los datos obtenidos a partir del modelo de
infeczion experimental empleado en este trabajo sugieren gue
existen troferoltos de cepas o ajslades de G. lapblia que son

inducir una intensidad de infeccion diferente en los
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circulantes cuantitativarente y cualitativamente distintas, y lo
anterior podria estar influido directamente por diferencias
antigenicas presontes en los aislados de este protozoario. Estos

datos guardan buena correlacien con las cbservacicnes hechas por

ny cols. (1%B87) en su estudio de giardiasis experimental en
humanes, aunjue en diche trabajo la heterogencidad genética de les
individuos es un factor distintivo. Torande en cuenta lo expuesto,
los jerbes mongelicos pueden considerarse un nodelo animal idoéneo
de giardiasis experimental.

El nivel final de analisis en el presente estudio involucreé la
determinacicen de la precencia de Igs anti-G, lambli y de
reconocimiento antigénico en muestras séricas a partir de un
estudio transversal de giardiasis clinica efecsuado scbre una
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poblacién de individuos en edad pediatrica. Un numero de estudios
precedentes han mostrados gue G, lamblia, si bien es un pardsite
intestinal "estricto", es capaz de inducir respuesta innunologica
sistemica de Igs circulantes por mecanismos no dilucidados
actualmpente. En esta forma, varias técnicas seroinmunologicas han
sido propucstas para fines diagnosticos con base en estudios
epideniologices de tipo transversal (Visveswvara y cols., 1980;
Smith y cols., 19f1: vevigados en reporte de la WHQ, 1986).

La techica de ELISA se empled en el prescnte trabajoc para

determinar los niveles de Igs totales (IgG+IgA+IgM) en las nuestras

sericas mencionadas en funcicn de su alta idad (se utilizo
el eqguivalente do 20,000 celulas como Ag ¥y 1 ul de suero por pozo).
Asimismo, en una nayeria de casos (35/41=85.3%) los titulos fueron
discririnables directaronte de aguelles Ccorrespondientes a las
muestras control aun considerando 3 desviaciones estdndar sobre la
media en estos ultimds, indicando una especificidad alta para el
metodo descrito. Las  lecturas de DO, Zfueron relativamente

semnejantes pPara una auestra serica confrontada cen Ags de las dos

mandc estos datos la existencia

cepas de G larbiia empleadas.
de reactividad serclogica cruzada hacia aislados diferentes del
parasito. Sin embargo, no se determind ninguna correlacién entre

y la =sintoratologia del

los niveles de Igs anti-&.
individuo del cual se cbtuvo la muestra. Psto puede estar influido
desde el punto de vietx cuantitative por el tipo de estudio
realirado (transversal) dado que ¢l titulo de Igs puede ehcontrarse
modificado con el tierpo post-infeccion en el gue se colecto el
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suero, asi come por el fondo genético de 1los individuos
involucrados en el analisis {i.e. no son singénicos). El ultimo
factor también podria influir en estudios longitudinales, ya que en
los estudios de Nash y cols. (1987) con voluntarios infectados con
un aislado (GS/M) se obtuvieron patrones de induccién de isotipos
de Igs variables de individuoc a individuo, aungue del mismo modo se
chservs un grado de variabilidad en el cuadro clinice inducidoe por
la infeccion.

Con base en lo anterior, se¢ puede sugerir que esta metodologia
puede ser capar de detectar con confiabilidad no solamente la

en humanos sino aguellos casos sin una

& cual es lumportante desde un enfogue
epidenioclogico, si bien se reguiere todavia determinar su posible
utilidad pronostica. Estudios recientes sugieren que el analisis
por isotipes e Igs especifices pueden aportar dates relevantes al
respecto: p.ej. niveles sericos altos de IgM anti~G. lamblia
parecen ser indicativos en casos agudos (Goka et al,, 1956) y en la
etapa ped:atrica del individuo (Janoff gt al., 1990); aparenterente
los niveles de IgG no discriminan infecciones actuales de las
previas (Goka &t al., 1986).

El reconocimiento antigénice de los sueros humanos probados
hacia trofozoitos de las cepas P-1 y WB del parasito fue por lo
general complejec y variante en un numero de individuos en los
ensayos de IET y nuy restringido y homogeéneco en el analisis por
IPP, no enceontrandose tarpoco en estos datos correlacion entre la
sintormatologia del individuo y los patrones de reactividad
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antigénica. Con respecto a la complejidad del reconocimiento por
IET ésta no sc ha explicado actualmente, aungue existen algunas
posibilidades tales como la presencia de un mosaico complejo de
deterwinantes antigenicos (epitopes) presentes en los extractos o
bien la presencia de una especie particular de epitope compartido
por varios Ags. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de
que por 1o menos algunos de estos determinantes puedan estar
glucosilados, lo cual es posible en funcién de los resultados
obtenidos por reactividad ante lectinas. Ensayos futuros socbre
bioguimica de epitopes (V.gr. preincubacion de Ags con proteinasas,
endoglucosidasas y metaperyodato de Sodio) podrian dar resultados
relevantes en este sentido. Por su parte, la variabilidad en el

anslisis por 1ET es - 1la naturaleca trarnsversal del

4]
"

sl

estudio, asl como por factores propios potencialrente presentes en
la interaccion G. 1:
individuos que puede implicar una respuesta ampliamente variable al
por si compleje patron de determinantes antigénicos que se
presentan durante el curso de la infeccion, el balance de los
diferentes isotipos de Igs con distinta afinidad y el propio titulo
de Igs en el momento de coleccien del suerc adenas de que, como se
observo en esta fase del estudic, una scola muestra sérica presentd
reactividad cuantitativamente y cualitativamente diferente ante las
cepas P-1 y WB, 1o cual indica 1la participacién de la
heterogeneidad antigenica 3el pardsito en este fendmeno.

En los autorradiograrmas de IPP se determinaron dos conponentes
inmunogénicos de superficie de 63 Kd y 35 Kd para la cepa P-1 gque
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no se& observaron con la cepa WB, mientras que los Ags de B2 y 55 K4
fuoren reconocidos constantemente por las muestras séricas. Estas
observaciones, mas que contradictorias a las obtenidas con el
ensayo de IET, pueden ser complementarias, i.e. en los extractoes
solubles se pueden encontrar varios precursores de los componentes
de superficie que ya contengan los epitopes, de tal forma que en
IET se observen varias bandas de Ag y por IPP un repertorioc mas
limitads, aungue debe considerarse el hecho de que los Ags de
superficie accesibles al marcaje con ¥°I deben contencr residucs de
histidina y principalmente tirosina (Marchalonis, 1969). De

cualquier manera, este también permitio determinar la

existencia de heterogencidad antigénica en estas dos cepas de 6.
lanblia, asi1 como detectar reactividad en individuos con infeecion
no sintomatica.

Aun considerando los potenciales de variadbilidad anteriores,
uno de los dates mas importantes en este tipo de analisis es la
identificacion de Ags del rganispo intectante que son
inmunogeénicos, desde el punto de vista de su reactividad y 1la
frecuencia con que son inzunadetectados. Asi, los susrog humanos
empleados eon oste estudio reconocieron con mayor intensidad vy
Irecuencia 1l0s componentes de 133, 92, 55, &5 y 35 Kd en la prueba

IFT, ¥ agquellos de 82 y 55 Kd en el ensayo de IPP en las cepas

de
P-3 y WR de G, lamblja. Cabve destacar gue en la fase de

b

caracter ien inmunolegica longitudinal del nodelo animal de
jerboas mangolicos se determinaron comdo Ags relevantes, &n base a
los criteries rencionados, los companontes de 150-180, 133, 121,
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92, B2, 65, 45 y 40 Kd por IET y aquellos de 82 y 55 Kd por IPP.

Por consiguiente, un conjunto selecto de estos Ags (con PM de
133, 92, B2, 65, 55 y 45 Kd) pueden ser propuestos como posibles
marcadores inmunolégicos en gilardiasis tanto clinica como
experimental a partir del presente trabajo. De hecho, alguncs de
estos componentes han sido detectados y utilizados probablemente
por otros investigadores, v. gr. el Ag de B2 Kd y similares
{Einfeld y Stibbs (1984); Edson gt al. (1986); Clark y Holberton
(1986) ; Kumkunm et al, (1988a); Kumkum et al. (1988b)], el de 65 Kd.
{Rosoff y Stibbs (19B6a y 1986b)} y el de 55-56 Kd. {Kumkum et al.
(1988a); Vinayak gt al, (1989)). De manera inversa, existen
estudios sobre gliardiasis en humanos donde otros componentes han
sido detectados en frecuencia mayoritaria, como en el caso del Ag
de 31 Kd. {Taylor y Wenman, 1987}, el cual si fue detectado en el
presente estudio aunque no entre los principales inmundgenos;
reciprocamente, estos autores también detectaron los componentes de
80 (u 82) y 55 Kd en sus perfiles antigénicos de la cepa WB de G,
lapblja. Una fuente importante de variabilidad entre estos datos
puede ser la metodcologia de preparacidén de Ags solubles totales y
de superficie (en aguel estudioc se sonicaron trofozoitos en PBS sin
adicién de inhibidores de proteasas, mismos que si se utilizaron en
este trabajo). Este aspecto se ha discutido previamente.

Existe una serie de perspectivas y alternativas de tipo bdsico
come aplicade a partir de los datos del prescente estudic en
conjunto con los antecedentes relacionados, y actualmente se tiene
un grado de avance en los mismos. £n prirmera instancia, los
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estudios longitudinales con seguimiento clinico e inmunolédgico
pueden dar informacidén adicional de gran valor en relacioén a los
Ags de G lanblia que son reconocidos durante el curse de 1la
infeccién humana, ademis de proporcionar datos significativos sobre
el valor diagnodstico y pronostico de una serie de ensayos
serologicos (basados en la deteccién de Igs) o de tipo coproldgicos
{basados en captura de Ags (Craft y Nelson, 1982; Rosoff y Stibbs,
1986a; Janoff y cols., 1989) o en el uso de sSondas de DNA (Butcher
y Farthing, 1989; lewis y cols., 1390)].

En estos estudios se pueden incluir herramientas de Ingenieria
Genetica, i.e. la construccion de genotecas de DNA (gendmicas) y
las de cDNA (de expresion). A partir de estas ultimas se pueden
inmunoseleccionar proteinas recombinantes y subclonar en vectores
de expresién adecuados el gene(s) que codifican para los &ags
propuestos con el fin de producir eéstos en forma wmas pura,
econdémica y en cantidades suficientes para estos estudios. En el
laboratorio de la Dra. Guadalupe Ortega-Pierres se ha logrado
caracterizar parte de un gen que codifica para una regidn
antigénica, hidrofobica, rica en cisteina (probablemente expuesta
en la supertficie del trofozoito) e inmunoclocalizada en un Ag de 65
Kd de la cepa P-1 de G. lamklia (M. en C. Ramén Coral-Vazguez,
1930), mientras que Gillin y cols. (1990) han reportado la
clonacion de un gen que codifica un determinante(s) antigénico(s)
presentes en dos proteinas de superficie de trofozoitos de la cepa
W8 sccesibles al marcaje con '*I (con PM de 85 y =66 Kd) y cuyo
producto es una proteina recombinante de 72.5 Kd rica en cisteina.
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Estos genes pueden tener una relacién con la expresion de los Ags
de 82 y 65 Kd que se han identificado en el presente estudio y en
otros mads scbre giardiasis experimental y clinica.

como perspectivas adicionales, se puede plantear el uso de
estos Ags (o anticuerpos monoclonales dirigidos en contra de ellos)
en el disefno de sistemas preliminares de inmunoprofilaxis
experimental para la giardiasis empleando el medelo animal de

jerbos mongolicos. Esta estrategia ha dado resultado en infecciones

experimentales con otros protozoarios incluyendo Plaspodium (Holden
y Freeman, 1981), Toxpplasma gonhdil (Handman y cols., 1980), T.
ecruzi (Scott y Snary, 16879) y E. histolvtica (Petri y Ravdin,

1991), asi comp en el organismo que infecta roedores, G. puris
(Roberts-Thomson y cols., 1976b; Butscher y Faubert, 1988).

Con lo anterior, se¢ debe tomar en cuenta gue las diferentes
estrategias de control epidemiolégico de large plazo para 1la
giardiasis, particularmente en paises en vias de desarrollo como el
nuestro (revisado por Stevens, 1985}, deben considerar no solamente
las fuentes de infeccion entre humanos, sino agquellas entre humanos
y animales (Faubert, Bemrick y Erlandsen, 1988) involucrando
sistemas comunitarios de depuracidén de agua potable y mejoramiento
de copdiciones higiénicas de la poblacidén y alimentos de censumo.
Por ahora no se cuenta con un método preventivo artificial para la
enfermedad y si con una serie de agentes para su tratamiento; pero
los antecedentes ofrecen una perspectiva pronisoria enfocada a
evitar con anticipacion los efectos clinicos o subclinicos (e
indirectamente econdnicos)} causados por esta enfermedad.
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VI. CONCLUSIONES

1. La eficiencia en la cbtencion de extractos de proteinas
solubies totales de trofozoitos de G. lamblia fue semejante al
comparar las cepas P~1 y WB, existiendo diferencias al comparar los
métodos empleados para ello. En particular, la adicién de agentes
solubilizantes como son los detergentes triton X-100 al 0.5%,
desoxicolato de Sodio al 2% y acido acético favorecio la eficlencia

de extraccioén proteinica,

2. El andlisis electroforético de los extractos solubles
totales obtenidos de las dos cepas del parasito mostré una gran
conplejidad antigénica (52 a 63 conponentes), asi como diferencias
cuantitativas y cualitativas entre ellas. En ensayos similares en
dcoble dimension se detectaron aproximadamente 100 componentes
utilizando extractos con dcido acético, dentro de un rango de PM de
10 a 240 Kd. La tincién PAS reveld el cardcter glucoproteinico de
un gran numero de Ags del pardsito. lLa reaccion con lectinas mostré
que el carbohidrato terminal en estos Ags de G, lamblia fue la N-

acetil-D-glucosanmina.

3. El analisis de extractos subcelulares enriquecidos en
componentes de mambrana, citosol y citoesqueleto de trofozoitos de
las cepas P-1 y WB de G, lamblia mostraron diferencias antigénicas
entre ellos, y existid una mayor variabilidad en el primero ail
conparar las cepas. El método enmpleads permitis determinar un
contenido de x50 pg. de proteina por cé&lula.
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4. Los componentes de superficie celular de trofozoitos de G.
lapblia accesibles al marcaje con '®I fucron obtenides con mejor
eficiencia al emplear detergentes scolubilizantes de menbrana
{triton X=-100 y desoxicolato de Sodio). El numero de proteinas
marcadas fue limitado (hasta 17 bandas en el rango de PM de 10 2
240 Kd) y varias de ellas mostraron sensibilidad al agente 8-
mercaptoetanol, lo gue sugiere la presencia de puentes disulfuro
y/o residuos de cisteina en éstas. 5Se detectaron diferencias
antigeénicas cuantitativas en las 2 cepas, en especial a nivel de

componentes de alto PM.

5. Los trofozoitos de las cepas P-1 y WB de G, lanblia
presentaron heterogeneijdad antigénica tanto de tipo cualitative
{deternminada al emplear electroforesis bidimensional) cono
cuantitativo (detectado por redio de densitonetria en extractos

solubles totales, subcelulares y radiomarcados).

6. El procedimiento para obtencién de extractos antigénicos de
G. lamblia que involucra sonicacién con el uso de detergentes
{tritén X-100 o desoxicolato de Sodio) presentd mejores resultados
en cuante a reactividad en ensayos serologicos de giardiasis

experimental y clinica.
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7. En la infeccioén experimental de Jjerbos mongdlicos
singénicos utilizando trofozoitos de G. lamblia administrados via
intragdstrica, se determiné una alta susceptibilidad de los
animales, especialmente machos, a la dosis infectante utilizada.
Los periocdos observados  de prepatencia y patencia con picos de
expulsién de gquistes, asociados con autolimitancia y expulsién
intermitente de éstos, semejan notablemente a los registrados en
giardiasis humana. Por lo anterior, los jerbos mcngolicos pueden

considerarse un modelo animal idoneo de giardiasis experimental.

8. Los Jjerbos infectados con la cepa WB expulsaron
concentraciones de quistes en heces mds altas gue aguellos
infectados con la cepa P-1, sugiriendo estc una intensidad de
infeccion diferente inducida por la cepa infectante de G. lamblija.
Asi, estas dos cepas mostraron una heterogeneidad en su
comportamiento biolegico gque podria estar relacionada a la

hetercogeneidad antigeénica detectada en ellas.

2. Llos patrones cinéticos de aparicien de Igs circulantes en
los jerbos infectados fue ligeramente diferencial con la cepa
infectante. Sin embargo, la especificidad antigeénica de éstos fue
distinta desde el punto de vista cuantitativo y cualitativo, tanto
con Ags solubles totales como radiomarcados del pardsito. las
respuestas inmunes hurorales inducidas fuercn parcialmente cepa-
dependientes y ésto también puede estar relacionade con la
heterogeneidad antigénica de estas cepas de G. lamblia.
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10. En el anidlisis seroinmunolégico de muestras obtenidas en
el ostudio transversal de gilardiasis clinica, ne se encontrd
relacisn entre la presentacion de la infeccion (sintomatica o
asintomdtica) y el titule de Igs circulantes ni el patrén de
reconocimiento antigénico. Sin embargo, los sueros individuales
reconocieron patrones antigénicos con diferencias cuantitativas y
cualitativas ante las cepas P-1 y WB sugiriéndose asi la
participacion, por 1o menos parcial, de la heterogeneidad
antigenica del parasito en la induccion de respuestas inmunologicas

variables en casos identificados clinicarente.

11. Se detectarcn Ags de trofozoitos de G. lamblia con PM de
133, 92, 82, 65, 55 y 45 Kd gue fueron preferencialmente
reconocidos por sueros tanto de individuos cen giardiasis como de
jerbos mongdlicos infectados experimentalnente., Considerando estas
observaciones, asi come estudios de otros grupos en relacién a los
Ags mencionados, se sugiere gue éstos pueden ser empleados en el
desarrollo de ensayos de inrunodiagndstico mas eficientes y en

ensayos de inmunoprofilaxis de esta enfermedad.
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ANEXO 2

REACTIVOE Y SOLUCIONES COMPLEMENTARIOS

Los reactivos empleados en este trabajo fueron de alta

pureza. Solamente se indica la marca respectiva, tanto en el
texto como en este apartado, cuando se trata de alguna de las

presentaciones del reactivo mis recomendables para su uso.

sMedio TYI~E-33 suplementado con bilis (ATCC # 1404}
Bilis bovina bacteriolégica (Sigma Chem. Co.)..
Tripticasa {casein digest peptone, BBL)....

Extracto de levadura (BBL).......00cevu.
Dextrosa (Baker An.).....eceen.

. g.

. g.

. g.

. g.
Cloruro de Sodio..vevarrensera PP e G.
cisteina-wonoclorhidrato...... senavaa [ g.
Acido ascorbico (Merck)..eiiveeniviecnonenans .0 g.
Fosfato de Potasio monobasico (Baker An.)}.. . 0 g.
Fosfato de Potasio dibasico (Baker An.).... e g.
Citrato ferrico de amonio (Baker An.)........... 23 mg.

-Disclver en H,0 bidestilada hasta 800 ml.

-Ajustar pH a 6.B-6.9 y aforar a 500 ml.

-Filtrar en membrana de 0.22 um. de didmetro de poro

-Realizar prueba de esterilidad

~Ceonxpletar con 100 ml. de suero bovino descomplementado
{HyClone) y¥ 1 ml. de stock de penxcxl:na {50,000 UI)-
estreptomicina (50 mg.). Almacenar a 4°C hasta su uso.
Es estable por 2 semanas unha vez completado.

eAmortiguador de Fosfatos-Salina (PBS) {Stock 10X]
Cloruro de S0di0. it iaieianaransnesacassanaass 80 g,
Cloruro de Potasio...viiivuresrienereentnesaneans 2 G
Fosfato de Sodio dibasico
heptahidratado. cicairerecenaesanansonssanss 21,7 g,

6 dodecahidratado.......... eeraae ..., 28.98 g.
Fosfato de Potasio monobdsico.......... cereeses 2 g
-Disolver en H,0 bidestilada hasta 800 ml
~Ajustar pH a 7.2 y aforar a 1 lt.
-Para su uso como PBS 1X, disolver 1:10 con H,0
bidestilada. Es estable por varias semanas.

#Kagcla srimica [reactivo limpiador d4e Acido Crémico]
Dicromato de Potasid. .. euieicrnnrcrneersraraees 100 g,
Acide sulfurico, concentrado....... “eeeass 250 m1.
,O Pidestilada.cieeerirettrtnsiscionsensrsanees 750 ml.
-hgregar el H,0 al dicromato y mezclar
-Agregar lentamente el acido y mezclar hasta la
disolucién completa del dicromato.
-Pejar enfriar la solucisen y almacenar a TiA, protegida
de la lur. Es estable por tieppo indefinido.
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sguifato de 2inc al 233%
Sulfato de Zinc heptahidratado (Merck).......... 330 g.

H,0 bidestilada C.PiPivesrrecrivnvaacnsaas

-Revisar perisdicamente su densidad (1.18- La
solucion es estable por varias semanas.
sLugol [solucidn jodinada de Dobell}
YOO testneniaessrasosaaranannsarsansessanranssrsse 4 Qo
Yoduro de Potasioc..c.vivininanans . vene B g,
KH,0 bidestilada C.b.P.iveiicaennnnnasccansennes 200 ml.

~bisolver completamente el ycduro de Pota:xo en el H,0
¥y agregar posteriormente el Yodo. Almacenar a TA,
protegida de la luz. Es estable por varios meses.

*PBS 0.1M, pPH 6.8

Fosfato de Sodio monobasico tetrahidratado..... 1.38 g.
Fosfato de Sodio dibdsico dodecahidratado.... 3.5815 g.
Cloruro de Sodio.....s... iasiisseseses 580 mg.

-Disolver en H,0 bxdestilada hasta 80 ml.
-Ajustar pH a 6 8 y aforar a 100 ml.
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ANEXO 2
TJECNICAS COMPLEMENTARIAS

#DETERMINACION DE PROTEINAS CON EL REACTIVO DE PENOL BEGUN FOLIN
[ENSAYO DE LOWRY MODIFICADO}*
-Preparar las siguientes soluciocnes:
SOLUCION A: Sulfato de Cobre heptahidratado al 0.5% en
H,0 bidestilada.
SOLUCION B: Carbonato de Sodio al 2% en Hidroxido de
Sodio 0.1N.
SOLUCION C: Tartrato de Sodio y Potasio al 2% en H,0
bidestilada.
SOLUCION D: Mezclar 1 vol. de A con 1 vel. de C.
SOLUCION E: Mezclar 50 vol., de B con 1 vol. de D.
REACTIVO DE FOLIN~CIOCALTEU: Diluir 1:2 con H,0.
SOLUCION PATRON DE BSA: BSA en H,0 (1 ng./ml.)
-Procesar la serie de tubos de acuerdo al siguiente formato:

Tubo # 1 2 3 4 5 6 7 8
BSA (1 wmg/ml}) - 10 20 40 60 B0 100 - ul
H,0 bidg. 500 490 480 460 440 420 400 490‘u1
Muestra - - - - - - - 1041
Detergente”’ 5 5 5 5 5 5 5 - pl
Solucion E 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 ml

Puede modificarse. En su caso se ajusta el volumen de H,0 para
completar 500 ul.

"'si el extracto fue obtenido en presencia de Tritdén X-100 0.5%,
se debe agregar la cantidad indicada de Tritén X-100 al 10%. Si se
obtuvo con NaDOC 2%, se deben agregar 50 ul. de NaDOC al 10%.

-Mezclar cada tube y dejar reposar 10 min. a TA.

-Agregar a cada tubo 250 ul. de Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma
o Merck) diluvido 1:2 y 500 ul. de SDS al 5%. Agitar en vortex y
dejar reposar 30 min.a TA.

~Leer absorbencia a 750 nm.

-la concentracion de la muestra problema se obtiene por
interpolacién con la curva patrén de BSA (10 a 100 ug.).

S«ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES PLANOS DE POLIACRILAMIDA-
SDE [EDS-PAGR]®
*A. Preparacidén de geles con concentracicon constante de
Acrilamida (10%)*
-pPreparar las siguientes solucicnes:
SOLUCION A: Acrilamida (Bio-Rad) al 30% en H,0 bidestilada.
SOLUCION B: N,N!'-metilén-bisacrilamida (Bio-ﬁad) al 2% en
H,0 bidestilada.
SOLUCION S: sbs al 20% en H,0 bidestilada.
SOLUCION GE: Trizma base 1M, pH 8.8.
SOLUCION GC: Trizma base 1M, pH 6.8.
SOLUCION AFS: Persulfato de amonio 10t en H,0 bidestilada.
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~Preparar los geles resolvedor y concentrador de acuerdo al
siguiente formato:
GEL RESQLVEDOR GEL CONCENTRADOR
{30 ml.) (10 ml.)
Sol. A 10 ml. 1.7 ml.
Sol. B 4 ml. 0.7 ml.
Sel. GE 11.25 ml. -
501. GC - 1.25 ml.
H,0 bid. 4.4 ml. 6.8 ml.
Sol. S 150 pl. 50 pl.
TEMED (Bio-Rad} 13 ul. 10 u¥l.
S01. APS 50 ul. 50 ul.

NOTAh: Es conveniente deaerar la solucidén antes de agregar el TEMED.
El gel resolvedor polirmerira en aproximadamente 30 min. y el gel
concentrador en 20 min. madximo.

*B. Preparacién de geles con un gradiente continuo de
Acrilamida (S5-15%)e
-Preparar las sigulentes solucicnes:

AMORTIGUADOR DE GEL CONCENTRADOR [BGC 8&X]

Trizma base 2m, pH 6,8......,.... 50 ml,
SP5 20%. . iiieiiinianaann sssees 4 ml.
4,0 bidestilada c.b.p...ccvse... 100 WMl
AMORTI&UADOR DE GEL RESOLVEDOR [BGE 5X)
Trizma base 2m, pH 8.B........ 187.5 ml.
SDS 20%. . ciinerirtnrcscnnesanseaas 5 ml,
H,0 bidestilada c.b.p......cc... 200 ml,

SOLUCION ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA-GLICEROL [ABG)
Acrilamida’s . ciieiniaiiaiaaanan ... 60 g.
N,N'-petilén-bisacrilamida....... 1.6 g.
H,0 bidestilada c.b.p......c..... BO ml.
Giicerol............. ceneses 650 ml.
HO bidestilada c.b.p........... 200 nl.
Filtrar en Millipore © Whatman # 1

"Se debe manejar con precaucisén (neurotéxica).

SOLUCION APS: Persulfato de amonio 10%t en H,0 bidestilada.

AMORTIGUADOR DE MUESTRA (Para geles con graéiente continuo o
de concentracién constante de acrilamida).

5%
Trizma base 2M, pH 6.8 312 wl. 780 pl.
S$DS 20% 1 ml. 2.5 ml.
Glicerol 388 pl. 970 ul.
Colorante {arul de bro- C.00002%
mofenol o pironina Y) (c.£.)
H,0 bidestilada c.b.p. 5 ml. 5 ml.
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-Preparar los geles de acuerdo con el siguiente formato:

GEL RESOLVEDQR GEL CONCENTRADCOR
(30 ml.) (10 ml.)

5% 15%
BGE 5% 3.4 ml. 3.4 ml. -
BGC 8X - - 1.25 ml.
H,0 bidestilada 10.85 ml. 5.15 ml. 7.085 ml.
A 2.85 ml. 8.55 ml. 1.66 ml.
TEMED 4 ul. 4 ul. 5 pl.
APS 17 pl. 17 ul. 50 ul.

NOTA: Es conveniente deaerar la solucidn antes de agregar el TEMED.
El1 gel resolvedor polimeriza en aproximadamente 45 min. y el gel
concentrador en 20 nmin. mdaximoc., El gel rescolvedor se prepara
empleando un formador de gradientes conectadoc a una bomba
peristaltica la cual vierte la mezcla en el depdsito para el gel.

*TINCION DE CARBOHIDRATCS CON ACIDC PERYODICO~SCHXFF {[PAS] EN
GELEES TIPO SDS~PAGEe
-Preparacion del reactivo de Schiff:

1. Disolver 1 g. de fucsina bdsica en 200 ml. de HO
bigestilada en ebullicidn. Agitar 5 min. y enfriar hasta
50%.

2. Filtrar y agregar al filtrado 20 ml. de HCl 1N.
(preparado agregando 1.7 ml, de HC]l fumante a 18.3 nl. de
H,0). Enfriar hasta 25°C y adicionar 1 g. de
metabisulfito de Sodio o Potasic (fresco). Dejar reposar
la solucién en la obscuridad por 12-24 hrs.

3. Agregar 2 g. de Carbén activado, agitar 1 min., filtrar y
almacenar a TA.

-Procedimiento de tincidn:

1. Someter las muestras a electroforesis como se acostumbra.

2. Colocar el gel plano en acido acético al 7.5%, y dejarlo
a TA por espacio de 1 hr.

3. Sumergir el gel plano en adcido peryddico acuoso al 2%, y
almacenar a 4°C por 45 min.

4. Colocar el gel inmediatamente en el reactivo de Schiff, y
refrigerarlo por 45 min. (No enjuagar la solucidn de
acido peryodico antes de colocar el gel en el reactivo).

5. Destefir el del planc a TA en 2 o 3 cambios de acido
acético al 10%. Para destefnir con mayor rapidez, sumergir
el gel en una solucion conteniendo 50 ml. de HCl 1IN, 5 g.
de metabisulfito de Potasic en 950 nl. de H,0, la cual
debe estar fresca para resultados ¢ptimos. Este proceso
resulta en un detelinmiento mas bien rapido, por lo cual
se debe cuidar no destehir demasiado el gel.

6. Almacenar los geles en un refrigerador para retencién
prolongada de las bandas. Los geles sobretenidos o
destenidos pueden velver a ser tehidos.
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SAUTORRADIOGRAFIA INDIRECTA Y REVELADC DE PLACAS DE RAYOS~X PARA
GELES TIPO B8DS-PAGE CON '®Is

-Para autorradiografia indirecta:

1. Correr electroforéticamente los Ags radiomarcados como se
acostumbra.

2., Tefir las proteinas separadas de acuerdo con los
protocolos convencicnales.

3. Una vez destenido el gel, lavarlo 3 veces con H,0
bidestilada por espacio de 30 min. en agitacién.

4. Tratar el gel con scolucidén de Salicilato de Sodio 1M, pH
6.0 durante 30 min. en agitacion.

5. Equilibrar con glicerol 3%-metanol 30% 5 min. con
agitacion.

6. Proceder al secado del gel.

-Para el revelado de las piacas:

1. Dejar el cassette con el gel secado y pelicula a TA por
espacio de 1-2 hrs.

2. En condicicnes de cbscuridad o bajo luz con filtro para
fotografia, sumergir la placa en la solucion reveladora
(revelador y reforzador Koda) GBX & Kodak Dektol 1:2 en
H,0) durante 1.5 min.

3. Enjuagar con H,0 corriente por 3 min.

4. Sumergir la placa en solucién fijadora (fijador y
reforzador Kodak GBX) por espacio de 3 min.

5. Lavar la placa extensivamente con H,0 corriente.

*TINCION DE FAPEL DE NITROCELULOSA [NCP] CON Ag TRANSFERIDQO A
PARTIR DE GELES TIPO S8DS-PAGE*

-Para la tincién con amido black:

1. Inmediatamente después de la transferencia de proteinas,
tefir el NCP con solucion de amido black (negro azul de
naftol ([Sigma Chem, Co.] 0.1% p/v, metancl 45% v/v, dcido
acético 10% v/v) durante 5 min. en agitacion.

2. Destehir con metanol 45%-icido acético 10% por 15 min.
hasta observarse un fondo claro.

3. lavar extensivamente con H.0 bidestilada en agitacién.

-Para la tincion con tinta india:
1. Lavar el NCP 2 veces con tween 20 al 0.3% en PBS (10 min.
cada lavado).
2. Tenir empleando PBS-tween 20 0.3% con 1 gl. de tinta
india (Pelikan) por ml. de la solucién durante 1 hr.
3. Lavar extensivamente con H,0 bidestilada.
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*PRUEBA DE VIABILIDAD BASADA EN EXCLUSION DEL AZUL DR TRIPANO®

1. Cosechar las células y lavarlas 2 veces con PBS.

2. Contar las células,

3. Preparar control de células muertas incubando 5x10° trofozoitos
en 1.5 ml. de PBS a 56°C en baho Maria por 30 min. Dejar enfriar.
4. En un tubo Epperdorf™ colocar 9 vel. de la suspensién celular
y agregar 1 vol. de solucién de azul de tripano al 0.4% en PBS.
Agitar en vortex para mezclar adecuadamente.

S. Esperar 5 nin. a fin de permitir que las células muertas
incorporen la tinta.

6. Contar las células vivas y muertas bajo observacién microsceépica
en un total combinado minimo de 200-300. La viabilidad se calcula
con la siguiente férmula:

% DE CELULAS = # de céls, vivas contadas x 100
VIABLES $ total de ceélulas contadas

Como la membrana de una célula viva es impermeable a este
colorante, aguella aparecera incolora en presencia del azul de
tripano.

SCRIOPREBERVACION DE TROFOZOITOS DE G, Jamblia EN NITROGENO
LIQUIDO#*

- Para la criopreservacién:

1. cultivar los trofozoitos en medio TYI-S-33 como se
acostumbra, hasta la fase logaritmica de crecimiento.

2. Enfriar los tubos de cultivo por 30 min. en baio de
hiele-agua.

3. Centrifugar los tubos a 2000 R.P.M. durante 10 min. a
4°C. Retirar el sobrenadante y contar los trofozoitos en
camara de Neubauer.

4. Agregar a la pastilla celular medio TYI-S-33 adicionade
con dimetil-sulfoéxide (DMSO) al 10% (en razon de 1 =ml.
por cada 5 x 10° trofozoitos}). Resuspender perfectamente
la pastilla.

5. Transferir el contenide a criotubes Nunc™ de 1.8 ml. de
capacidad. Enfriar rdpidamente en bafic de hielo-agua.

&. Almacenar los tubos de inmediato en ultracongelador a
temperatura de -70°C durante una noche.

7. Transferir los criotubos a inmersién en Nitrogeno liguido
y almacenarles hasta su descongelacicén. Bajo estas
condiciones, pueden permanecer viables hasta por 3 afios.



- Para la descongelacion:
1. Colocar los criotubos a un bafc a 37°C hasta su fusioén

2.

a.
4.

5.
6.

completa (también se puede hacer a TA).

Transferir el medio con células 2 un tubo cénico de 15
ml. conteniendo 1 nl. de nmedio TYI-8-33 fresco.
Centrifugar los tubos a 2000 R.P.M. por 5 min. a Ta.
Decantar el sobrenadante y llenar con 15 ml. de medio
TYI-S=33 fresco.

Revisar los trofozoitos en el microscopio ¢ptico.
Incubar los tubos a 37°C como se acostumbra.



VII. REFERENCIAS

Aggarwal, A., Bhatia, A., Naik, S.R. y Vinayak, V.K. (1983).
variable virulence of isolates of Giardja lamblia in mice.
Annals of Tropical Medicine and Parasitology 77:162-167.

Aggarwal, A. y Nash, T.E, (1986). Lack of cellular citotoxicity
by human mononuclear cells to Gjardia. Journal of Immunclogy
136:3486-3488.

Aggarwal, &A. Yy Nash, T.E. (1987a). Giardia lamblia: RNA
translaticn products. Experimental Parasitology 64:336-341.

Aggarwal, Al Yy Nash, T.E. (1987b) . Comparison of two
antigenically distinct Gjardia lamblia isolates in gerbils.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 3§:325-332

Aggarwal, A. y Nash, T.E. (1989). Characterization of a 33-
Xilodalton structural protein of Gjardja Jlamblia and
localization to the wventral disk. Infection and Immunity
57:1305-1310.

Anders, R.F., Recberts-Thomson, I.C. V¥ Mitchell, G.F. (1982)
Giardiasis in mice: analysis of humoral and cellular imnune
responses to Giardia puris. Parasite Immunology 4:47-57.

Anderson, N.L. y Hickman, B.J. (1979). Analytical techniques
for cell fractionation, XXIV. Isocelectric points standards
for two-dimensional electrophoresis. Analytical Biochemistry
93:312-320.

Argiiello-Garcia, R., Sanchez-Cuillén, M.C., Garduno, G.,
Valadez-Salazar, A., Martinez-Garcia, M.C., Mufioz, O. y
Ortega-Pierres, M.G. (1950). Evaluation of an imnmunoblot
rethedology for the detection of relevant Eptamoeba

is rtica antigens by antibodies induced in human
amebiasis. Archivos de Investigacién Médica (México) 21
(Supl. 3):1-8.

Aust-Kettis, A., Thorstensson, R. ¥y Utter, G. (1983). Antigenicity
of Entapoeba histolytica strain NIH 200: a survey of
clinically relevant antigenic components. American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene 32:512-522.

Avrameas, S. (1969). Coupling of enzymes to proteins with
glutaraldehyde. Imnunochenistry §:43-52.

Barriqa, 0.0. (19%81). Influence of routine extraction procedures

in the composition of Trichinella spiralis extracts. Journal
of Parasitology £7:120-123.

139



Belosevic, M., Faubert, G.M., Maclean, J.D., law, C. y Croll,
N.A. {19813). Giardia lanpblia infections in Mongolxan
gerbils: an animal podel. Journal of Infectious Diseases
147:222-226.

Belosevic, M., y Faubert, G.M. (1986). Comparative studies of
inflammatory responses in susceptible and resistant mice
infected with Giardja puris. Clinical and Experimental
Immunology 65:622-630.

Bingham, A.K., Jarroll, E.L. 3r. y Meyer, E.A. (1973). Giardia
F-3 Physical factors of excystation ip witro, and
excystation vs, eosin exclusion as determinants of

viability. Experirental Parasitology 347:284-291.

Bond, J. y Butler, P. (16887). Intracellular proteases. Annual
Review of Biochemistry 56:333-1364.

Brandborqg, L.L., Tankersley, C.B., Gottlieib, §., Barancik, M. y
Sartor, V.E. (1367). Histolegical demonstration of mucosal
invasion by Giardia lamblia in man. Gastroenterology
52:143-150,

Brown, H.W. (1575). Basic Clinical Parasitology. 4a. ed. Appleton
Century Crofts, New York, E.U.A.

Buret, A., Gail, D.G, y Oison, M.E. (1991). Growth, activities of
enzymes in the small intestine, and ultrastructure of
microvillous boarder in gerbils infected with Giardia
duedenalis. Parasitology Research 277:109-114.

Butcher, P.D. ¥y Farthing, MN.J.G. (1989). DNA probes for the
faecal diagnosis of Giardia lanblija infections in man.
Biochemical Society Transacticns 17:363-364.

Butscher, W.&. y Faubert, G.M. (1985). The therapeutic action of
monoclonal antibodies against a surface glycoprotein of
Giardia muris. Immunology 64:175-180.

carlson, J.R., Heywerth, M.F. y Owen, R.L. (1988a). Response of
Peyer's patch lymphocyte subsets to Giardia muris infection
in BALB/c mice. . T-Cell subsets. Cellular Immunology
97:44-50.

Carlson, J.R., Heyworth, M.F. y Owen, R.L. {1986hb). Response of
Peyer's patch lymphocyte subsets to Giardja muris infection
in mice. Ii. B-Cell subsets: enteric antigen exposure is
associated with immunoglobulin isotype switching by Peyer's
patch B cells. Cellular Immunology 97:51-58.

Centers for Disease Control (1979} . Intestinal Parasite
Surveillance, Annual Surrary 1978. CDC (E.U.A.).

140



Clark, J.T. y Holberton, D.V. (1986). Plasza mexbrane isolated
from Giardia Jamblia: identification of membrane proteins.
European Journal of Cell Biology 42:200-206.

Coello-Rami{rez, P. (1981). Giardiasis. Revista Médica del IMSS
(México) 19 (2):243.

Colowick, S.P. y Kaplan, N.0. (1984). Methods in Enzymology.
Vvol. 104, Jakoby, W.B. (ed.). Acaderic Press, Inc., E.U.aA.

Coral-Vazquez, R.M. (1990). Identificacién y caracterizacién de
clonas de una biblioteca de expresidon que codifican para
antigenos de superficie de giardja lamblia relevantes en la
relacién hospedero-parasito. Tesis de Maestria. CINVESTAV-
IPN, México.

Cox, F.E.G. (1981). A new clasification of the parasitic
protozoa. Protozoological Abstracts 5:9-14.

Craft, J.C. y Nelson, J.D. (1%82). Diagnosis of giardiasis by
counterinmunoelectropheoresis of feces. Journal of Infectious
Diseases 145:499-504.

Crossley, R. y Helberton, D.V. (1983). Characterization of
proteins from the cytoskeleton of Giardia lapblia. Journal of
Cell Science 59:61-103.

Chdvez, B., Knaippe, F., Gonzalez-Mariscal, L. y Martinez-Palomo,
A. (1986) . Giardia lamblia: Electrophysloloqy and
ultrastructure of cytopathology in cultured epithelial
cells. Experimental Parasitology £1:379-389.

Cheng-i, W. (1988). Parasitic diarrhoeas in tChina. Parasitology
Today 4:284-287.

bavid, P.H., Hadley, T.J., Aikawa, M. y Miller, L.H. (1984).
Processxng of a major parasite surface glycoprotein during
the ultimate stages of differentiation in Plasmedium
knowlesi. Molecular and Biochemical Parasitology 11:267-282.

Deguchi, M., Gillin, F.D. ¥y Gigli, I. (1587). Mechanism of killing
of Giardia Janb]la tropho‘.oites by complement. Journal of
Clinical Investigation 79:1296-1302.

Dobell, €. (1920). The discovery of the intestinal protozoa in
man. Procedures of the Royal Society of Medicine 13:1-15.

Duenas—Idper, M.H. [{1554). Frecuencia de parasitosis intestinales
diagnosticadas en el Laboratorio de Parasitologia de 1la
F.E.S5.¢. Tesis de Licenciatura. Facultad de Estudiecs
Superiores Cuautitlan, UNAM, México.



Dulley, J.R, y Grieve, P,A. (1975). A sirple technique for
eliminating interference by detergents in the Lowry method of
protein determination. Analytical Biochemistry 64:136-141

Duncombe, V.M., Bolin, T.D., Davis, M., Fagan, M.R. y Davis, A.E.
(1980) . The effect of iron deficiency, protein deficiency
and dexamethasone on infection, reinfection and treatment of
Giardia muris in the mouse. Australian Journal of

Experimental Biology and Medical Sciences 56:19-26.

Edson, C.M., Farthing, M.J.G., Thorley-Lawson, D.A. y Keusch,

G.T. (19B6). An 38,000-Mr Giardia Jamblja surface protein
wvhich is imnunogenic {n humans. Infection and Inmunity

B4:1621-625,

Einfela, D.A. y Stibbs, H.H. {1%84) . identification and
characterizatioen of a major surface antigen of Giardia
lamblia. Infection ani Imnmunity 46:377-383.

Epeisoe, J.A., Fenseca, R., Arglello-Garcia, R., (Cedillo, R. Y
Ortega-Pierres, M.G. {198%). Recurrent variations of surface
antigens in clones of Giardja larblia. The 380. Annual
Meeting of The American Society of Tropical Medicine and
Hygiene. Honolulu, Hawaii. Dic. 10-14.

Engvall, E. y Perlmann, P. (1972). Enzyme-Linked Imnunosorbent
Assay (ELISA). III. Quantitation of specific antibedies by
enzyme-labelled anti~immunogiobulin in antigen-coated tubes.
Journal of Immunclogy 108:129-135.

Erlich, J.H., Anders, R.F., Roberts-Thomson, I.C., Schrader, J.W.
y Mitchell, G.F. {1983). An examination of differences in
serum antibody specificities and hypersensitivity reactivity
as contributing factors to chronic infection with the
intestinal protozoan parasite, Giardia muris, in mice.
Australian Journal of Experimental Biology and Medical
Sciences £1:599-615,

Farthing, M.J.G. (1985). Receptors and recognition mechanisms in
intestinal infecticn. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene 79:569-576.

Farthing, M.J.G., Pereira, M.E.A. V¥ Keusch, G.T. (1986).
Description and characterization of a surface lectin from
i ia larblia. Infection and Immunity 51:661-667.

Faubert, G.M., Belosevic, M., ¥alker, 7T.§5., Maclean, J.D. ¥
Meerovitch, E. (1983). Comparative studies on the pattern of
infection with Giardia spp. in Mongolian gerbils. Journal of
Parasitology £9:502-305.



Faubert, G.M., Bemrick, WwW.J. y Erlandsen, S.L. (1988). 1Is
Giardiasis a true zoonosis? (Debate). Parasitology Today
4:166-71.

Faust, E.C., Sawitsz, W., Tobie, J., Odom, U., Peres, C. y
Lincicome, D.R. (1933). Comparative efficiency of various
techniques for the diagnosis of protozoa and helmints in
faeces. Journal of Parasitelogy 25:241-262.

Feely, D.E., Schoolrmeyer, J.V. y Erlandsen, S.L. (1982). Giardia
spp.: Distribution of contractile proteins in the attachment
organelle. Experimental Parasitology 53:145-154.

Ferguson, A. (1977). 1Intraepitelial lymphocytes of the small
intestine. Gut J8:%21-337.

Figueroa, L., Navarrete, N., Franjola, R, y Puga, S. (1981). A
coproparasitoscopical survey among school children from the
city of Concepcion, Chile. Boletin Chilenc de Parasitologia
36:66-67.

Fxlxce, F.P. (1952). Studies on the cytology and life history of
rdiz from laboratory rat. University of California
Publications in 2Zoology 57:53-146.

Fraenkel-Conrat, H. (1957). Degradation of Tobacco Mosaic Virus
with acetic acid. Virology 4:1-4.

Garvey, J.S., Cremer, N.E, y Sussdorf, D.H. (1977). Amnmonium
Sulfate precipitation. En: Garvey, J.S8., Cremer, N.,E. y
Sussdorf, D.H.{eds.). Metheds in Immunclogy. 3a. ed. W.A.
Benjamin, In¢c., E.U.A.

Goding, J.W. (1983). Analysis of antigens recognized by
monoclonal antibodies. En: Goding, J.W. Monoclonal
antibodies: principles and practice. la. ed. Academic Press,
Inglaterra.

Goka, A.XK.J., Rolston, D.D.K., Mathan, V.I. y Farthing, X.3.G.
(1986). lancet ji:184-186.

Gillin, F.D., Hagblom, P., Harwood, J.., Aley, S.B., Reiner, D.S.,
ucCafter), M., 5o, D. Y GuinE), D.G. {1950). Isolation and
e;press;cn of the gene for a major surface protein of
Giapdia Jaztlia. “Procedures of The XNational Acadeny of

Sciences {(U.S.A.) 57:4463-4467.

Handman, E., Gwaing, J.¥. y Remington, J.S. (1550}. Detection and
characteriraticon of membrane antigens of Toxoplasma gondji.
Journal of Innmunology 124:2575-2583.

Hanff, P.A., Feihniger, T.E., Miller, J.N. y lovett, M.A. (1982).
.umaral immune response in human syphilis ¢to polypeptides of
Treponewa pailidun. Journzl of Immunology 129:1287-1251.

143



Hare, D.F., Jarroll, E.L. y LindmarX, D.G. (1969). Giardia
H Characterization cf prote;nase activity in
trophczoxtes. Experimental Parasitology £8:168-175.

Hason, P.R. y Patterson, B.A. (1987). Fpidemiology of Giardia
i infection in children: cross-sectional and
longitudinal studies in urban and rural comnunities in
Zimbabwe. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene
37:277-282.

Helenius, A. y Simens, K. (1975). Solubilization of membranes by
detergents. Biochimica et Biophysica Acta 313:25-75.

Hewlett, E.L., Andrews, J.5., Ruffier, J. y Schaefer III, F.W.
{1982). Experimental infection of mongrel dogs with Gjardia
a cysts and cultured trophozoites, Journal of

!nrectxous Diseases 145:89-93.

Heyworth, M.F., Owen, R.L. y Jones, A.L. (1985). Comparisen of
leukocytes obtained frorm the intestinal lumen of Gjardja-
infected immunoconpetent rice and nude nice.
Sastroenterology £9:1360-1365.

Heyworth, M.F, {1986)., Antibody response to Giardia pmuris
trophozoites in mouse intestine, Infection and Immunity
52:568-571.

Heyworth, M.F. (193B). Time course of Giardia puris infection in
male and female mice. Journal of Parasitology 74:491-453.

Hill, D.R., Guerrant, R.L., Pearson, R.D. y Hewlett, E.L. (1983).
Giardja lamblia infection of suckling mnice. Journal of
Infecticus Diseases ]147:217~221.

Holberton, D.V. y kard, A.P. (1981}). Isolation of the cytoskeleton
from Giardia. Tubulxn and a low-molecular-weight protein
associated with microribbon structures. Journal of Cell
Science £7:139-166.

Holden, A.A. y Freeman, R.R. (1%81). Irmunization against blood-
stage malaria us;ng purified parasite antigens. NXNature
(London) 2835:361-364

Hollander, N. den, Rile), D. y Befus, D. {1988). Immunology of
Giardiasis. parasitology Today 3:123-131.

Hoskins, L.C., Winawer, 5.J., Broitman, £.%., Gottlie:, L.S. y
Zamcheck, K. (1967). Clinical 6Giardiasis and intestinal
malabsorption. Gastroenterology 53:265-27%,

I
rs
re



Hossain, M.M., Ljungstrom, I., Glass, R.I., Lundin, L., Stoll,
B.J. y Huldt, G. (1983). Amoebiasis and giardiasis in
Bangladesh: parasitological and serological studies.
Transactions of The Royal Society of Tropical Medicine and
Hyglene 27:552-554.

Hughes, W.S§., Cerda, J.J,, Holtzapple, P. y Brooks, F.P. (1971).
Primary hypogammaglobulinemia and malabsorption. Annals of
Internal Medicine 74:903-910.

Instituto Mexicano del Seguro Social (19%0) . Boletin
Epidemiclogico Anual. IMSS, México.

Janoff, E.N., Craft, J.C., Pickering, L.X., Novotny, T., Blaser,
M.J., Knisley, C.V. y Reller, L.B. (1989). Diagnosis of
Giardia lamblia infections by detection of parasite-specific
antigens. Journal of Clinical Microbiology 27:431-435.

Janeff, E.N., Taylor, D.N., Echeverria, P,, Glode, M.P. y Blaser,
M.J. {1590). Scrum antibodies to Gjardia lamblia by age in
populations in Coloradoc and Thailand. Western Journal of
Medicine 152:253-25¢.

Jensen, XK. (1959). Tesis. Munksgaard, Copenhagen, Dinamarca.

Jones, E.G. y Brown, W.R. (1974). Serum and intestinal fluid
inmunoglobulins in patients with giardiasis. Digestive
Diseases 19:791-796.

Jokipii, A.M., y Jokipii, L. (1982). Serum IgG, IgA, IgM and IgD in
giardiasis: the most severely ill patients have little Igb.
Journal of Infectology 5:159-193.

Kamath, K.R. Vy Murugasu, R. (1974). A comparative study of four
methods for detecting i ia i in children with
diarrhoeal disease and malabsorption. Gastroenterology

66:16-21,

Kanwar, §.S., walia, B.X.S., Ganguly, N.K. y Mahajan, R.C. (1987).
The macrophage as an effector cell in gjardia Jamblia
infections. Medical Microbiolegy and Immunology 176:83-88.

Kaplan, B.S5., Uni, S§., Aikawa, M. Yy Mahmoud, A.A.F. (1225),
Tffectsr nechanism of host resistance in nurine giardiasis:
spocific IgG and 1gA cell-mediated toxicity. Journal of
Immunology 134:1875-1381.

Keister, D.B. (1983). Axenic culture of Gjardja Japblja in TYI-S-32

medium supplemented with bile. Transactions of The Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene 72:431-432.

145



Keyser, J.W., (1964). Staining of serumn glycoproteins after
electrophoretic separation in acrylamide gels. Analytical
Biochemistry 9:249-252.

Kirkpatrick, C.E. y Farrell, J.P. (1984). Feline giardiasis:
observations on natural and induced infections. American
Journal of Veterinary Research 45:2182-2188.

Knight, R. (1980). Epidemiology and transmission of Giardiasis.
Transactions of The Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene 74 (4):433-436.

Kofoid, C.A. y Christiansen, E.B. (1%15). On Giardia microti sp.
, from the npeadow mouse. University of <California
Publications in 2oology 16:23-28.

Koiw, E. y Gronwall, A. (1952). Scandinavian Journal of Clinics
and Laboratory Investigation 4:244.

Kumkum, Xhanna, R., Khuller, M., Meths, S. y Vinayak, V.K.
(1988a), Plasma membrane associated antigens of trophozoites
of axenic Giardia larmblia. Transactions of The Royal Society
of Tropical Medicine and Hygiene 82:439-444.

Rumkum, Khanna, R., Naik, C.X., Metha, S. Vv Vinayak, V.X,
(1588b). Deppresed humoral irmmune response to surface
antigens of Giardia Jamblia in persistent Giardiasis.
Pediatric Infectious Diseases 7:492-498.

laemmli, U.XK. (1970). Cleavage of structural proteins during the
asserbly of the head of bacteriophage T4. Kature (Londen)
227:6B80-685.

Lanbl, W. (1859}). Mikroskopische untersuchungen der darmexcrete.
Vierteljahrsschrift fur die Praktische Heilkunde (Prag)
$1:1-58,

Lewis, D. y Williams, H. (19%79). Infection of the Mongolian
gerbil vith the cattle piroplasm Rabesia divergens. Kature
{london) 278:170-171

Lewis, D.J.M., Green, E.L. y iashall, F. (19%0). Total genomic DNA
probe to detect Giardia larblja. lancet 336:257.

lewis, P.D. Jr., Belesevic, M., Faubert, G.M., Curthoys, L. y
Maclean, J.D. ({1957). <Cortisone-irduced rocrudescence of
Giardia larblia infections in gerbils. Azerican Journal of
Tropical Medicine and Hygiene 3§:33-30.

Lovry, O.K., Rosenbrough, N.J., Lewis-Farr, A. y Randall, R.J.
{1951). Protein measurement with the Folin phenol reagent.
Journal of Biclogical Chenistry 133:265-275.

146



Marchalonis, J.J. (1969}. An enzymic method for the trace
jodination of immunoglobulins and other proteins.
Biochemical Journal 113:299-305.

Meerovitch, E. y Chadee, K. (1988). In vive models of immunity in
amebiasis. En: Amebiasis. Human Infection by o
histolytica. Ravdin, J.I. (ed.). John Wiley & Sons, E.U.A.

Meyer, E.A. (1976). Giardia Jlamblia: Isclation and axenic
cultivation. Experimental Parasitology 3%:101-10S.

Meyer, E.A,, Erlandsen, S.L. y Radulescu, S, (1984). Anipal
models for glardiasis. En: Erlandsen, S.L. y Meyer, E,A.
(eds.). Giardia and Giardiasis, N.Y. Plenum Press, E.U.A.

Meyers, J.D., Kuharic, H.A. y Holmes, K.K. (1977). Giardia Jamblia
infection in homosexual men. British Journal of Venereal
Diseases 55:54-55.

Mohareb, E.W., Hughes, J.B. y Bruce, J.I. (1989). Sensitive
resolution of Giardia lambljia membrane antigens. Journal of
Chromatography 480:421-426,

Moore, G.T., Goss, W.M. y McGuire, D. (1969). Epidemic giardiasis
at a ski rescrt. New England Journal of Medicine 281:402-407

Moorae, G.W., Sogandares-Bernal, F. y Dennis, M.V. (1982).
Characterization of g;g:gig lamblia trophozoite antigens
using polyacrylamide gel e)ectrophoresis, high-performance
liquid chromatography, and enzyme-labelled immunosorbent
assay. Veterinary Parasitology 10:229-237.

Nash, T.E., Gillin, F.D. y Smith, P.D. (1983). Excretory-
sedretory products of Gjardia 1ap lia. Journal of Immunology
131:2004- 2010,

Nash, T.E. y KXeister, D.B. (1985). Differences in excretory-
secretory products and surface antigens among 19 isolates of
Giardija. Journal of Infectious Diseases 152:1166-1171.

Nash, T.E., Herrington, D.A., Losonsky, ©G.A. y Levine, M.M.
(1987). Experimental human infections with Gjardja Jambljia.
Journal of Infectious Diseases 156:974-984.

Nash, T.E. (188%). Antigenic wvariation in Ziargia larblia.
Experimental Parasitology £85:238-241.

Nayak, K., Ganguly, ¥.X., Walia, B.N.S., Wahi, V., Kanwar, S5.S. y
xahajan, R.C. [(1987). Specific secretory IgA in the milk of
lzmblia infected and uninfected women. Journal of

Infectious Diseases 1855:724-727.

147



O'Farrell, P.H. (1978). High resolution two-dimensional
electrophoresis of proteins. Journal of Bislogical Chemistry
250:4007-4021.

Quchterlony, 0. (1968) « Handbook of Immunodiffusion and
Immunoelectrophoresis. la. ed, Ann Arbor Science
Publications, Michigan, E.U.A.

rekkala-Flagan, A. y Ruoslathi, E. (1982). Unfolded transferrin
polypeptide chain is immunologically cross-reactive with
similar derivatives of serum albumin and alpha-fetoprotein.
Journal of Immunology 128:1163-1167.

petri, W.A. y Ravdin, J.I. {1991). Protection of gerbils from
amebic abscess by immunization with the CGalactose-specific
agherence lectin of Entamoeba histelytica. Infection and
Immunity 52:97-101.

Phillips, R.E., Boreham, P.F.L. y Shecpherd, R.W. {1984).
Cryopreservation of viable Giardia int i i
trophozoites. Transactions of ‘The Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene 28:604-606.

Radulescu, S. y HNeyer, E.A. (1981). Opsonization in vitro of
a Jamblia trophozoites. Infection and Immunity 3231852~
856.

Rendtorff, R.C. (1554}. The experimsntal transmission of hupan
intestinal protozoan parasites. IT. Giardia lamblia cysts
given in capsules. American Journal of Bygiene 59:209-220.

Roberts-Thorson, I.C., Stevens, D.P., Mahroud, A.A.F. y Warren,
K.S5. (1976a). Giardiasis in the mouse: an animal model.
Gastroenterology 71:57-61.

Roberts~-Thomson, 1.C., Stevens, D.P., Mahmoud, A.A.F., y Warren,
K.8§. {1976b). Acquired resistance to infection in an animal
model of giardiasis. Journal of Immunology 3117:2036~-2037.

Roberts~Thomson, I.C. y Mitchell, G.F. ({1978). Giardiasis in
mice, 1. Prolonged infection in certain mouse strains and
hypothynis {nude) mice. Gastroenterology 75:42-46.

Rosoff, J D. y Stibbs, H.H. (19863). Isolation and identification
f a Giardia lamblia-specific stool antigen (GSA 65) usefu}
in c¢oprodiagnosis of Giardiasis. Journal of Clinical
Microbiology 23:5%05-910.

Rosoff, J.D., y Stibbs, H.H. (19s86b). PFhysical and chemical
characterization of a Giardia aphlia~specific antigen
useful in the coprodiagnosis of Giardiasis. Journal of

Clinical Microbiology 24:1074-1083.

128



Schetcher, M. y Nogueira, N. (1988). Variations induced by
different methodclogies in y. sruzi surface antigen
profiles. Molecular and Biochemical Parasitology 29:37-46.

Schleinitz, P., Justus, P., Stenzel, P., Owen, R. y Meyer, E. A.
(1983). Successfull introduction of culture-adapted Giardia
into a rabbit model: ultrastructural features.
Gastroenterology §4:1301.

Scott, M.T. y Snary, D. (1979). Protective immunization of mice
using cell surface glycoprotein from Trypanosoma cruzi.
Nature {London) 282:73~76.

Sechgal, A.K., Grewal, M.S., Chakravarti, R.N., Broor, S.L., Deka,
N.C. y Chuttapi, P.N. (1976). Experimental Giardiasis in
albino rats. Indian Journal of Medical Research 64:1015.

smith, P,D., Gillin, F.D., Brown, W.R. y Nash, T.E. (1981). IgG
antibody to Giardia Jamblia detected by enzyme-linked
immunosorbent assay. Gastroenterology 80:1476-1480.

Smith, P.D., Elson, C.0., Keister, D.B. y Nash, T.E. (1982a}.
Human host response to Giaydia lapblia. I. Spontaneous
killing by mononuclear leukocytes jn vitro. Journal of
Immunology 12B8:1372-1376.

Smith, P.D., 6illin, F.D., Spira, W.M. y Nash, T.E. (1982b).
Chronic giardiasis: studies on drug sensitivity, toxin
production, and host immune response. Gastroenterology
83:797-803.,

Smith, P.D., Gillin, F.D., Kaushal, N.A. y Nash, T.E. (1982c).
Antigenic analysis of Gjardja larblia from Afghanistan,
Puerto Riceo, Ecuadeor, and Oregon. Infection and Immunity
3§:714-719.

Smith, P.D., Elson, C.0. y wWahl, S.M. (1983a). Human monocyte
recruitment by and phagocytosis of Giardia lamblia.
Federation Procedures 42:857.

Smith, P.D., Keister, D.B. y Elson, €.0. (1983b). Human host
response to Gjardia larblia. II. Antibody-dependent killing
in vitro. Cellular Izmunology 82:308-315.

tevens, D.P. (1678}. Giardiasis in the mouse: clues to host
immune mechanisrms. En: Proceedings, Symposium on Waterborne
Transmission of Giardiasis. US Environmental Protection
Agency, Cincinnati, Ohio, Sept. 18-20.

tevens, D.P. (1982). Giardiasis: host-pathogen biology. Reviews
of Infectious Discases $:851-858,

148



Stevens, D.P. (1985). Selective primary health care: Strategies
for control of disease in the developing world.
XIX.Giardiasis. Reviews of Infectious Diseases 7:530-535.

Tay, J., Salazar, S. Yy de Haro, I. (1978). Frecuencia de 1las
Protozoosis en México. Salud Publica de México XX:297-337.

Taylor, G. D. Y Wenman, W.M., (1987). Human immune response to
lamblja infection. Journal of Infectious Diseases
155:137-140.

Thompson, A., Reland, R., Hecker, R., Gibson, G.E. y Reid, D.P.
{1%77). Immunoglobulin-bearing cells in giardiasis. Journal
of Clinical Pathology 30:292-294.

Towbin, H., Staehelin, T. y Bordon, J. (1579). Electrophoretic
transfer of proteins froe polyacrylamide gels to
nitrocellulose sheets: procedure and sone applications.
Procedures of The Natiocnal Acadermy of Sciences (U.S.A.}
26:4350-4354.

Underdown, B.J., Roberts-Thorson, I1.C., Anders, R.F. y Mitchell,
G.F. (1982) . Giardiasis in mice: studies on the
characteristics of chronic infecticn in C3H/He mice. Journail
of Inmunology 126:665-672.

Vinayak, V.K., Jain, P. y Naik, S.R. (1978). Denronstration of
antibodies in giardiasis using the immunodiffusion technique
with Giardia cysts as antigen. Annals of Trcpical Medicine
and Parasitology 22:581-582.

Vinayak, V.K., Sharma, G.L. y Naik, S.R. {1979). Experimental
jardd 13 infection in Swiss mice: a preliminary
report. Indian Journal of Medical Research 70:195-198.

Vinayak, V,K., Kuzmkum y ¥hanna, R. (1959). Serum antibodies to
Giardial surface antigens: lower titres in persistent
Giardiasis. Pediatric Infectious Diseases 7:492-498.

Visvesvara, 6.S5. y Healy, G.XK. (1950). cComparative antigenic
analysis of Giardja from human, the cat, and the guinea pig.
Journal of Protozoclogy 27:3BA.

Visvesvara, 6.S., Smith, P.D., Healy, G.R y Brown, W.R. (1980). An
lmnunofluorottence test T3 detest serum antibodies to Giardia
Jarblia. Annals of Internal Medicine 23:502-805.

Visvesvara, G.S., Dickerson, J.W. y Healy, G.R. {1988). Variable
infectivity of human-derived gGiaydia Jamblija cysts for
Mongolian gerbils (Merienes upguiculatus). Journal of
Clinical Microbiology 26:537-841.

e
i
©



wallis, P.M. and Wallis, H.M. (1986). Excystation and culturing of
human and animal Gjardia spp. by using gerbils and TYI-5-33
medium. Applied and Environmental Microbiology 51:647-651

ward, H.D., Alroy, J., lev, B.I., Keusch, G.T. y Pereira, M.E.A.
(1988) . Biology of Gjardia lamblia: Detection of N-Acetyl=D-
Glucosarine as the only surface saccharide moiety and
jdentification of two distinct subsets of trophozoites by
lectin binding. Journal of Experimental Medicine }67:73-88.

wWenman, W.M., Meuser, R.U. y Wallis, P.M. (1986). Antigenic
analysis of Giardia duodenalis strains isolated in Alberta.
canadian Journal of Microbioclogy 32:926-929.

Wolfe, M.S. (1978). Giardiasis. New Fngland Journal of Medicine
298:319-321,

Wolfe, M.S. (1984). Symptomatology, Diagnosis, and Treatment. En:
Erlandsen, S.L. y Meyer, E.A. (eds.). Giardia and
Giardiasis. Plenum Press, New York, E.U.A.

World Health Organization (1986). Guidelines for the prevention
and control of Giardiasis. WHO (Suiza).

Zinneman, H.H. y Kaplan, A.P. (1872). The association of

Giardiasis with reduced intestinal secretory immunoglobulin
A. Digestive Diseases 17:793-797.

151



	Portada
	Índice de Contenido
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Material y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Referencias



