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RESUMEN 

par.'l!'dtosifl inte>stinalcs por protozoarios ocupan un lugar 

.impc,1·tantc .:-n !uncion de sus caractt,risticas epide?:liológicas y las 

rcr~rcuc1on~5 econo~icas que ocasionan. En particular, la 

qiardil'lsif. t:·~ .,,_..._·tu~drccntt• un p:·oblt>r.-1,, de s.11ud put•lic-a en paise5 

de~~rrolladas y rna& nu:l ~n aquc-llos en v1as de desarrollo como lo 

e!i Mc-xlco, dvndf· .;;,fr·.:::t."\ 1..rn."i prcrorcion importante de la población 

p~di~tr1ca d~ acu~rJ~ con n~mrrosos ('SttJdios procedentes. 

[) agí'ntc· .:-.:H1r.al de' ln infcccion hum!lna, Q.i~ ~. se 

aloja ~n el int~~cir10 dclgajo d(' una serie de hospederos 

suscí"ptibles. r.n ('} hornbre, la giardiasis s~ caracteriza por un 

cu~ctro .=lin:!..:-o .=.:lr..¡~lcjo (dc-sdc asintoDático ha.sta cuadros 

diarrt"icos con s::.ndrcimc de malabF-orción) y un diagnóstico 

coprológlCO rutinario frec-uonterncnte dificil y poco eficiente. En 

esta;s caract.er1sticas se asume la participíl;C'ión de factores del 

hospcder.:i {p.f'j. t:·l sistcrr .. '\ inn,: . .mc) y del parásito (v.gr. 

propiedades de ciertas biornoltt:-culas o la virulencia de cepas). 

L)L)ntro de los últimos, el a.nalisis de ant19enos (Ags) en la fase 

trC'lfci~o1to en distintas Ct~p:'ls es una est:-at.egia crucial para poder 

;i,pi.;.1-tar J:\.~tt-·r.i.d ..:onfia~~c- para Sll uso en estudios sobre 

inrnunodiagnostico ~ inmunoprofila~is de la infección. 

r.n el pre:;entc t:at,ajo se an~li:~ C'l t:>spcc-tro antigénico de 

c_,p~s prototipo de fu, lrun~li~ (l'-l y \.."B) er.plt>ando variantes 

mc-tcidol c-gic.:\s para la ext.racc-iCin dí' c.::ir.ponentes proteinicos 



u-sy. ~:stf" ~n-~"! !~is c.:.?::.pr..,ndio la caracterización electroforética, 

derwitomt'\tr1c.1 ~· la cvaludción de la reactividad de los extractos 

en un onsayo inrnunoscrológjco emplE"ando llluestras a partir de 

infección natural y cx-pe>rimcntal con el protozoario. Las cepas 

an.-,,11 z"d."I!> p1·er.c-ntaron het€'rogcneidad antigénica de orden 

cutint1tativo (dL'terndn.:lda densitométricamente) y cualitativo 

(dett~rminr1dti por electroforesis bidimensional) y Jos extractos 

solublf's tC1t.tt.lcs obti"nido5 por medio de sonicacion de trofozo1tos 

en pn::scncl.'1 d(' dr:·torgt.~ntc·s (triton x-100 o deSO).'ÍCO}at.o de Sodio) 

pi·enenti"lron vc.-ntl\)as pn~yor f~cilidad de obtención y alta 

inmunorr~.!ctiv.id."ld) como fuentes antigenicas de ~ ~ 

confi!ibles par<'t su uso en inmunodiagnóstico. 

i>or otro lado, se c~t.'lbleció la inff'c:ción c).-perimental por~ 

L'.tmhJj__a C'!"n t.>st.a.s ccp3s y se E>valuo lon9itudinalmente la respuesta 

inmun~ en un mc-dC'!o animal y se cotejaron estos datos con los 

observ:tblcs en un estudia transversal de giardiasis clinica. Se 

ino~uldron jerbos mongolicos singcnicos con trofozoitos del 

pAr~sito p~~ vln oral-.intrhg~strica, se colectaron muestras fecales 

po'lra determinar Co'lntid.,,des de quistes e>..'PUlsados y muestras séricas 

para determinar el t.1tulo de Im:iunoglobulinas (Igs) espec:íficas 

cr.iple."lnd~ lA tt•.:-ni~ll d~ !:LISA y los patrones de reconocimiento 

ant.igc"'.n.i;;:-o de f'sta.$ Igs p.:-r In111unoelcctrotrans!erencia (IE'T) de los 

Ags F>t'lubles totalL-$ e;;cll"C~"':ionedos y la inmunoprecipitación (IP?j 

j~ Ags de hup~rf ici~ m3r~~j~s ~on l~SI~ ~n muestras séricas de 41 

p:i.cil.·Tltí':. i'n c·;i.:t;:l: pt'diatricd, a quienes se di~g~-:-s"":.:'.=:: :;iar.:iiasi~ 

il 



Los jerbos present.~ron un patrón de infección autolimirante 

con e:i.:pulslon lnterroltc:-nte de quistü!.~ asociado a periodos de 

prepntenci~ y plltencia $t~TneJant.es a los cib5ervados en casos de 

giardiasis clinica, aunque la cantidad de quistes expulsados por 

qr.arno de hect'!-.s fue r..ayor en i'\nim:\l es lnf('ct<1d:'.l::- con la cepa WB. En 

los cns..,,yos dP 1E1 se· note un p.~trar. de 1-._~c.:;;!.:_,~ir..lcnto antigC>nico 

el cual fue CU"-ntitat.iv¡,.~,c·ntc y cuñlitativamente diferente en 

función d~ la c~pa intcct~ntr, sienjo más r~ac~ivos ]os Ags de 150-

180, 1J3, 121, 9:•, R;'I, fi~) • .;s y .;o Kd. En les datos de IPP el 

1·cpertorio de ,\q~-;. n·.::-.:'l!-..:>.:oidC's fueo r.;"s li:r.dtado, espe.::iolr.iente hacia 

a lo.s cornroncntes de s~ y 5!1 Kd. Para los suc::os hurn<'!nos se 

observaron, en la prucb.l de lF'f, patrones de reconocimiento 

complejos y vari.'\blc:-s de individuo a individuo, aunque los ~gs de 

lJJ, 9~, ~s. 45 y 39 Kd fueron rt:"con~~idos con m3yor frecuencia. 

Los .Ags de fl~ y !-5 Kd fueron detectados prefcrencialmente en 

ensayos de RIP. Todos est.os datos gl-ardaron relacion con la 

het.e1:ogeneid<'ld tt.ntigcnic."l quí' se determinó en la$ cepas infectantes 

utili:.adas. l!n conjunto selecto de estos .\gs fueron relevantes en 

ambos tipos de inf('ccion (p. ej. aquellos de 133, 92, 82, 65, 55 y 

.:.s l\d) dada su rDactividaj y la !rt:"cuencia con que fueron 

detectados en los ensayos; po:· lo tanto, estos componentes podrian 

ut.ili::arsc p3ra des3rrollar mc-todos de inmunodiagnostico o 

inmunoprofilaxis de la giardiasis. 

iii 
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I. INTRODOCCION 

La relación hospí'dci-o-parasito ha constituido una de las 

interacciones mas relevantes del hombre con su rncdio ambiente. 

Desde t:!l punto de vist3 de la salud a nivel hu?:\ano }. veterinario, 

les parasitos repres~ntan un reto constante debido a la 

multiplicidad de cor.-+~,3rtirnientos que pueden ocupar dentro del 

hospedero y asi~ismo por los procesos de adaptación tan 

sorprendente~ qu~ pueden desarrollar. 

Dentro de lc5 para!'.itcs se incluyen algunos protozoario5, que 

s..:;n organisr.:.:is e~.::-:iriótic.:ss unicelulares}' son considerados como el 

grupc, rr.as prir·it .iv...- di:>nt ro del reir.o a:ürr.al. J.. partir de s;,.:. 

jt:!scubr1rnicnto por l.('cu•·;enhoek, se cstlma act.ualrnent.c que existen 

unas .;::.,ooo esp.:-o ... ~ii'$. d.;; Flot0zoarios, de l3s cuales 3proxir.".adar.i.entc 

10,000 son parasitos en invertebrados y vertebrados (Cox, 1981). De 

e::.ta forma, los para.sitos constituyen un grupo importante y su 

influenci~ se reflí!'ja en varios ámbitos, abarcando el económico. 

L.os proto:oarios r·a:rasitos intestinales :-eprescntan er. nuestro 

pa1s un problema dificil de controlar, dado el riesgo del 

establecimiento de area~ endemicas. Esto se debe principalmente a 

l.;,. falta de edur:ac1vn h1g1en1ca y a las ~ondi.ciones soc1oeconomicas 

precarl3S d~ und ~ra1, p~rte de la pobl~cion ~exica~~ (Tay y cols., 

l37S). Por tratarse .:!e un fenomeno estrechaIDente vinculado a los 

f.:!.ctcres anteriores, 13. giardiasis cons~ituye ahora un problema 



IA. ¡;j_~;4ja !~Jj~: ASPECTOS GENERALES 

Se atr1buy..: a Anton van Lceu ... ·cnhoek en 1681 la primera 

descripcion de trofozoitos de ¡¿id.L_c\..iJt como "anirnaliculos" móviles 

en su propio material djarreico (Dobcll, 1920). Diferentes 9iardi.~s 

d" humanos y otros animales fueron descritas posteriormente por 

varios autores. Kofoid }" Christianscn (1915} proponen el norr.brc de 

Q..Lu::.Q1.a ~ para la especie parasita en humanos en honor de los 

Dc-ctores s. GJar..i y w. L.'\l'nbl (1359), siendo este ultimo quien dio 

la prin0ra dcs~rip~Jon detallada del protozoario. El desarrollo de 

estudios mas profundos del organis~o, a$i como de la enfertledad que 

ocasiona ha sido posible ~ partir del establecimiento de cultivos 

a~enicos para trofozoítos de~ l~~h1;a por Meyer (1976). 

!~ ubicacion taxonorn1ca mas reciente del género ~ la ha 

dado la Sociedad de Protc:oologistas (Cox, l?BJ). !~s proto:~3rios 

son considerados un subreino dentro del reino animal: el phylum 1 

Sarcomastigoph~ra comprende los organis~os cuya loco~ocion es 

efectuada por flagelos, pseudopodos o ambos. E:n el subphylum l 

Mastigophora se agrupan los protozoarios flagelados, donde la clase 

2oomast.igopho:-a (cloroplastos ausentes) abarca el orden 

Diplonionadida. l.o~ orga:1isrios de este orden poseen dos nücleos y 

~rg~nclos duplj~ados (si~etr1a bilateral) y en él se ha clasificado 

el género k~~. 

Fili.:-e (l93:'} hac-t- la clasificacion del genero en base a 

crit~rics ~~~folo91cvs jel trofozo1to y lo separa en J grupos: ~ 

"'-g.il_:U'? q\'t' ~r- .!..!.:.j~-. en a.n.tib::.os y posee forma alargada (20-30 µ:r.. 



semejan qot.::ss de aqu."1. G.l rrn,.1ris ~s la espeC'iP qu('> oct..Jrre c-n rmrinci~ 

con dos cuerpos r.iedianos ov3lcs. El tercer grupo lo conforma ~ 

duodennlis que se p~esenta en humanos, animales domésticos y una 

variedad de m.amiferos, Tiene Jr:Crfolog1a pirifonne ventraltr.ente 

aplanada y un cuerpo m~di~no en forma de cabeza de martillo. Esta 

Ultima espe~1e es conocida como ~ intestinalis en Europa 

occidental, fu .lA..Intlli en Ar..crica y corno L}rnhlia ..in.J:_f>~t_i.n-ª.1..i.§ en la 

tlRSS y Eur.:ip.:i Orienta). 

~ lAir!Qli~. nomhrE.• que se utiliza en este trabajo para 

designar la especie qcí: causa infección en humanos, es un 

protozoario par.is.ita que coloniza el intestino delgado de los 

hof.pí'"deros susceptibles y o.::as.ion."\ en ellos la infección denominada 

giardiasis. 

El parasito se pre~cnta en dos formas: el trofozoíto (Fiqura 

l-A) que es la entidad p3~ogena que mide 10-12 µm. de largo x 5-7 

.i..tn. de ancho x 1-2 µrn. de grosor. L3 cntidaj infecciosa es el 

quiste (Figura 1-B) que mide B-12 µm. de largo x 7-10 µm. de ancho 

x 0.3-0.5 um. de grosor y forma el1ptica. 

El ciclo de vida de ~ ~ es de tipo directo con 

~lg:-.:'.lci~n siniplt- y :-e csqi.:emati:.a en la Figura 1-C. El habitat 

usual del trofo:.oito es el borde tnicrovelloso epitelial del 

intestino delgado (duo.:!cno y yeyuno) donde $C hall3 adherido 

media.nte su d:sco adherente ventral genero-especifico. Aquí }le-.·a 

al cabo su reproduccion por fisión binaria longi~udinal que 

in~r~menta Ja concentr~c1on de trofo:oito~ y algunos de elles EC~ 



l ibcr.1dos en 13.S heces. Hacia la parte dist.al del intestino delga.do 

cstc5 tu• 1-e.:ióndc.l.n )' !oi-::-.an una pared qu1stica, siendo eliminados 

los quist ..... s resultantes en las excretas. Los quistes elir.:inados 

:.-.~,dur3n en horas y perr: . .lnccen viables varios dias, hasta que un 

nuev.:"I t-.ospe-dero ,'\.:\quiere la infección ingiriendolos en agua o 

aJi~cntos contaninados. Bajo las condiciones ácidas d~l estomago 

eh.e:-.;~ un tro!o:-oíto tetranucleado de la pared quistica que 

:-3pid~r.icr<te- coepleta el ciclo de division, obteniéndose asi 2 

trofo::o1tos binuclcados. en cada dcsenquistamiento. El térnino 

"organisr..o reservorio" {Brov.·n, 1975) se aplica a animales e 

in:!ividuos que aseguran la continuidad de la parasitosis primaria 

y actU.:\:1 cor..o fuentef:. adicional~s en la infección hur,¡ana. 

IB. GIARDIA Y GI>.IUlIASIS 

I.l feno~cno de adhesión de trofoz:oitos de~ l.a.mt!liA a células 

epiteliales es un evento clave p:t.ra la colonización y proliferación 

je este para.sito en el compartimiento intestinal del hospedero, y 

por consiguiente lo es para el establecimiento de la infección. 

~ posee un disco adherente especiali:ado y se ha sugerido que 

tanto esta estructura corno fuerzas hidrodinámicas inespecif icas, 

!actores mec~nic~s media::los por proteinas contráctiles y aun 

participacion de biottoléculas tipo lectinas {antigenos?) pueden 

~~di~r l~ inte~acción del parasito con el epitelio intestinal del 

hospedero JFarth1ng, l~SS; Feel)' ~ Al.. .. , 1982: Farthing il tl!.r 

19S6). De cualquier fo:rr.a e:xistc- relación estrecha entre este 
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hns~a ahora no se ha demostrado concluyentemente la existencia de 

alguna enterotoxina secretada por ~ ~· Asimismo, la 

c~pacidad invasiva del trofozo1to al tejido epitelial es 

actui'!ilrnente un aspecto controversial (Brandborg y cols., 1967; 

Chavc~ y cols., 19S6). 

Estudios en gic"\rdi<tsis r:.urina y humana han revelado que la 

adhesión del trofozo1to a la célula blanco (que produce una 

"huella" del disco adherente en la última) ocasiona un daño 

variable y translC"ntc al borde r.dcrov!'lloso del epitelio intestinal 

que consta de acortamiento, engrosa.miento y distorsión de las 

microvellosidadcs {Hosklr.!;, 1967). Estas anormalidades 

estructurales ocasionan que el area de absorción duodenal de 

nutrientes se encuentre reducida, y contribuyen al cuadro de 

rnal~bsorción asociado a giardiasis sintomatica en mayor medida que 

la simple inter!erencia !isica del organismo adosado a la 

superficie del enterocito. La alteracion en los niveles de algunos 

mediadores digestivos tales como las en=imas (disacaridasas, 

secretina, pancreo:irr.ina) las cuales tienen dependencia y actividad 

en la motilidad e integridad intestinal durante la infección por 

~' as1 como la aparición de respuestas inflamatorias a nivel 

local (Hoskin~. 1967), promueven probablemente la manifestación de 

sintonias y signo$ tan variados corno la enterit.is, diarrea alternada 

a constipación, dolor abdominal, hipoclorhidria, esteatorrea, 

nausea y otros detectados notablemente en giardiasis clínica. 

La giardiasis no es considerada mortal por si sola. No 

obstante, el C$pt'.'ct.ro clínico de la enfermedad va.ria dc-sde un 



estado de expulsión asintcm.itica de quis~es (Rcndtorff, 1954) hasta 

un cuadro de diarrea severa con r.alabsorcion (Wolfe, 1978). L.:\ 

presentación sintomática es autolimitante y se resuelve 

espontáneamente (inmunidad protectora?}. La etapa aguda se 

caracteriza por s1n~omas que incluyen nausea, anorexia, 

hiperpcristaltismo intestinal superior, malestar con fiebre 

moderada y escalofrio. Tanbién se pueden presentar diarrea 

explosiva asociada a flatulencia, :malestar epiqastrico tipo 

ulceroso, perdida de peso y talla baja con posible esteatorrea y 

frecuente intolerancia a la lactosa. La etapa subaguda y crónica 

i::iplica t1picamcnte episodios diarreicos recurrentes breves con 

flatulencia y distensión abdominal. La presentación asintomatica 

involucra un portador aparentemente sano que excreta quistes 

detectados en heces: pero con absorcion intestinal subclinica 

deficiente (Cocllo-R3~lr~z, 1981}. 

Dos aspectos destacan en este momento: l) el carácter 

autolimitantE' de la e.nfen:iedad sintomAtica, cuyos mecanismos no se 

han dilucidado y 2) la exis~encia de individuos asintomáticos, muy 

probablemente el nUcleo mas abundante de la población afectada, que 

constituyen una fuente ir.:portante de transmision de ~ ~ en 

áreas endéeicas. 

Sola~ente en los Ultimes años se ha reconocido la importancia 

médica de la giardiasis y de ~ lamblia como patógeno, a la vez. que 

los datos epidemiológicos nacionales lo han identificado entre los 

agentes de parasitosis intestinal más frecuentes (IMSS, 1990). La 

cnferr.:cdad es dt:' distribt!cicn cos:rnvpol it.a y existen reportes 



numerosos sob1·e su in~idencia. En paises desarrollados coco Estados 

Unidos de Nort.e.américd 'i Gran nretaña se estimaron tasas del 24\ de 

población portadora con cerca de 4,000 casos anuales clinicamente 

diagnosticados (CDC, 1979: Knight. 1980}. En Europa la morbilidad 

va de baja a moderada~ente alta (~HO, 1986). 

p;,¡ra países en vías de desarrollo las tasas de incidencia 

oscilan entre un y un 25\ como ocurre en regiones de 

Latinoamérica (Figueroa tl_ iÜ...=_, 1981), A.frica (Hason, 1987) y Asia 

(Hossain, 19SJ). En ~éxico se estima que afecta al 20\ de la 

población pediatrica y en zonas como Xochir.lilco, Cd. Nezahualcóyotl 

y cuautitlan se han detectado tasas de prevalencia de 66, 21 y 

63.3\ respectivamente {Tay tl AL_, 1978; Coello-Ramirez, 1981; 

DueJ)as-LOpc:;:, 1984). En el Instituto Mexicano del Seguro Social hay 

mensualmente entre 2,000-s,ooo casos de giardiasis (1990). 

L.l .inft.'.!.:.:::ion por ~ ~ t.icr.e co::o ca.racterist.icas en 

hunanos que es de duración corta (3 ~eses co~o máxinio), aunque en 

pacientes crónicos puede durar años. su transmisión es por 

portadores humanos o animales y por agua y alinientos contaminados, 

abatióndose la tasa de infección confor111e la edad avanza (afecta 

:n,;,,yonnente a niños en edad preescolar y escolar). La dosis 

infectiva es de :s-100 quistes, con periodo de prepatencia de 6 a 

15 d1as y periodo de incubación de 7 a 21 d1as (Rendtorff, 1954). 

El diagnóstico de la enfer111edad se basa rutinariamente en 

exar.ient:'s coproparasitoscópicos para hallar quistes o trofozoitos en 

hc~cs diarreicas o quistes en heces formadas ~ediante técnicas de 

~icrc.scop13 dir~cta o flotacion en znso. (1ecnica de Faust}. Para 



el diagnostico se requieren 3 resultados positivos consecutivos y 

~erF~~~~ ~di~~tr~do q11~ rindan datos confiables (Wolfe, 1978). Sin 

embargo, se pucd~n tener fallas e~ un 30 a 50\ de casos 

sintornaticos (Kamath y Murugasu, 197~) y existe entonces una serie 

di:- procedirr.ientos alternativos o cornplernent.arios (examen de liquido 

intestinal Enterot.cst, biopsia intestinal y radiologia 

gastrointestinal (revisadas por \.Vol!e, 1984)) . .Ader.;as, se pueden 

presentar s1nton-.~s sin expu1sion del parasito durante buen tiempo, 

.:>bien que se expulse en fer.na intermitente (Rendtorff, 1954). 

;.. partir de la dc..::dda anterior se han iniciado estudios 

crnplc-ando pruehas cor.>.o el em:.ayo del inrnunosorbente acoplado a 

eon:1m3 [ELISA) (Smit.h y ccls., 19Sl) e inwunofluorescencia 

indirecta [IFIJ (Vi~vesvara y col$., 1980) con muestras sericas y 

la contrainmunoe:lect.roforcsis [ClEFJ (Craft y Nelson, 1982) en 

r.iuc.stras fecales p3ra la búsqueda de inmunoglobulinas (Igs) 

circulantes o antigenos (Ags} del parásito expulsados por pacientes 

con giardi.]sis. Pcr ah.:ira no se t.ienc un ensayo inmunológico 

rutinario en el diagnostico ca~plerncntario, aunque tal alternativa 

Ucbt::-a cor.v.::rt.irse en una herrar.:1ent.a eficaz y adecuada para 

detectar especif icamente al parasito en sus diferentes 

punto de vista epidemiologico. 

Varios ~gentes quitr.iot.erápicos se han aplicado en el 

tratami~nto de la infección por ~ lfilllº-lJª {revisado por Wolfe, 

1984). La Qu1na.:-rina {Atabrine, no disponible cor.iercialo.iente en 

Ml:'xico} se considera eJ. fd:nnaco de c:O:i.eccion en dosis óe 4ú a 100 



~g. 3 veces al d1a durante ? d13s y tiene eficiencia en un 90-95\ 

de cnsos. Asi:is~o se prescribe el Y.etronidazol (Flagyl) en dosis 

de 100 a 250 mg. al dia durante 7 d1as y se han reportado tasas de 

cura de 85-90\. otrA droga utilizada es la Furazolidona (Giardil, 

Furo~ona) en dosis de 100 ~g. al día durante 7 dias, con la cual se 

han obtenido resultados exitosos en un 77-93\ de casos bajo 

estudio. La Parornot:'!icina {Hur.a.tin) [dosis: 1 g. al d1a durante 5 

d1as 1 eficiencia: 55-73\), el Tinida:.ol {fasigyn) [dosis única de 

2 g. con eficiencia de un 93\] y el Ornidazol (Tiberal) [dosis 

única de so ¡:¡g./kg. con eficiencia de 100\J son quh::iioterápicos 

alternativos para la giardiasis, aunque se requieren estudios de 

ca~po más e~tensos respecto a ellos. 

IC. ASPECTOS INMOMOt.OGICOS OE LA GIAROIASIS 

La interacción de ~ con su hospedero involucra una seriE 

compleja de eventos, dentro de los cuales debe citarse el papel 

del sistema inmune. Diferentes evidencias clinicas y en giardiasis 

experimental sugieren el desarrollo de in~unidad contra el 

para.sito: l) la naturaleza autolimitante de la infección 

(Rendtor!f. 195'; Roberts-Tho~son ~ A.l_._, l976a}, 2) la exposición 

previa al parásit:o incrementa la resistencia a la reinfección 

(Moore y cols., 1969: Roberts-Thomson y cols., 1976b), J) la alta 

prevalencia de la enfennedad en pacientes hipogamaglobuliné:nicos y 

en homoseA-uales (Hughes .tl ~, 1971: Meyers tl A,L., 1977), 4) la 

presencia de Igs especificas iso~ipo IgU circulante e I9A 

intest.inal en pacientes ofc..::~:.~c~ ~S::i":~ y cc-ls., 19SO; Vis\"esvara 
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y cols., 1980} 'i ratoncz (Anders y cols •• 1982) respectivamente, y 

5) la alta prcvalenci.i de giardiasis crónica en ratones preñados, 

atimicos o tratados con corticosteroides (Roberts-Thomson y 

Hitchell, 1978; OUncombe ~ ~' 1980). De esta forma se implican 

mecanismos humorales }' aquellos mediados por celulas en dicha 

interaccion, aunque la aparición de respuestas protectoras asi corno 

de posibles respuestas inrnunopatológicas (Stevens, 1982) no se han 

aclarado totalmente hasta ahora. 

Estudios in Yi.Y.2 e in Y..i.1..r,Q en ~ ~ sugieren que la 

inmunidad humoral a nivel intestinal juega un papel en la 

ra::;.olución de la infección y que en ratones int'lunocompetentes (cepa 

SALS/c) está mediada basicamente por IgG e IgA sin que se conozca 

su !unción exacta {Hejvorth, 1986: Ka.plan y cols., 1985). 

PosiVlemente tal proceso es inducido por Ags timo-dependientes del 

parasi to, ya que se ha observado in Y.iY.Q que ratones atim.icos o 

desnudos llegan a desarrollar crónicamente la infección (Roberts

Thomson y Mitchell, 1976; Underdo••n y cols., 1981; Erlich y cols., 

l9S3). No obstante, pueden c~xistir mecanismos timo-independientes 

en la proteccion a la enfennedad al considerar que ratones hembra 

transfieren inmunidad pasiva a sus crias con IgA ~-especifica 

en leche materna (St.evens, 1976). La inmunidad celular parece 

participar en los niecanismos de eliminación del parásito a nivel 

ir.t:raepitelial y en funciones tant.o de cocperación cot:10 de 

;:itot.cxicidad. !:n experin.entos in Y.ill e in vitre se ha visto que 

.:S.urdnte la infección se presenta una I>aejor react.ivid:!d 

infla:!'>atori3., asl co~o cap3cid~d fagocitica y q-.limiotáctica 
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incremcntad.,s de M.,cró!agos t:c-utrofilos en ratones 

inrnunoc-crr.pctent.es (!\.a.plan f.t .dl ...... 19Ati: Beloscvic tl a.L_, 1986}. En 

estos anir.i:~lC"S sil' p1·escnto un a1mento de Leucocitos y una relación 

de Linfocitos T cooperador·es/surr(>sores dt?. >5/l asociados a niveles 

mJyores de Linfocitos B projuctores de IgM e IgA en las placas de 

f'e>yt:>r (C-"rlson r-t U,, lQf.6..'1: ca:-lson f'.1 AL., 196€.b). La presencia 

de Linfocitos T .intr,1lurnin.,les no pareco ser un factor determinante 

en la elir.iin~)cic·in d~-.1 p3r,)f,ito {Hcy .. ·orth tl g_l_.L, 19S5). 

¡~::- observaciones C'f-Jrlc:niologic.,s, cl1nicas y expe.rirnentales 

para respuest.1 innune en g.iardi.1s1s. hur..a;na se han llevado al cabo 

r.;('dinnt.e ensayos in ~.~ r:-incip.1lr.iente y ~u posible integración 

se csqu.e?:'lati :.a en l., F1 •:rnr.1 ~ .. ~;-.'l.r-i:-ntc::-.('n!.e las lgs circulantes 

detectadas (.isotipv JgGJ no son por Sl solas protect.ords, i"ª que se 

han determin8.do t:itulos altos ~un en infec-ciones recurrentes (Smith 

y c:ols., l9Sl: Visvc!;vara. y ..:-ols., 1980). Los niveles de lgM, IgA 

e lgG sericas no se han observado ::-ons.istent.C?;- •. :nte alterados en los 

paciC'ntes (Joncs y ~ro•:n. 197.:.: :.J:--.ne~an y Kaplan, 1972), aunque 

estudios recientes con voluntarios sugieren que si aparecen 

respuest~s de !gG e IgM espec1ficas en scero (Nash tl ª-L_, l9S7). 

Lo~ n.iveles de lgD serica pJ.rt..:cn en..:-on-:rarse bajos durante la 

infección (Jokipii y Jokipii, l9S:). Otros estudios denotan al 

eofecto letal del suero h1.!r.-,ano :1o::T. .. ,l y de infección sobre 

trofo:.oi 't-os de ~ k.b) ! a, y :!!Uef:.:ra:: qi.;e la lis is del organis;no 

esta rnediaja por una \'3riante Ce la \"la clasica del Co;;.ple:::ent:o que 



FIGURA 2. lntcgracion de los mecanismos posibles que participan en 
la respuesta imr.une huni.1na hacia ~ laMJia considerando las 
observaciones el :lnicas, e>.:pE>rimentales y epidemiologicas. Los 
productos de excrcción-secrecion del parasito (E-S) pueden inducir 
la aparicion de ai'.t.icuerpos e Igs circulantes (A.b,) y secretorios 
(Ab,) con participacion de celulas 1' (LT) (A} o por '\'la tirno
independiente al través de interaccion directa con células B {LB) 
fB). La in~unid;,j celular CC'lntra el trofoz.oíto inicíaln-ent.e invasor 
deb~ estar linitada al co?!'?arti~iento intraepitelial del intestino 
del hcspc-dero. Esto se h3 obsen·adc, en los ~enóniencs de 
cit.otoxicidad celul.'tr dependiente de anticuerpo (At>CC) que es 
:t.0diad"1. p:-.incipalnicn:.e por ..;:.-.a:i..llo.:-i't'C"F :e: jº tr. la c1t.otoxicidad 
espantan..-.~ ::-c~;..;iJ.1 pcr ci?.:.ulas (S~C'C) lJ cl.:.al es rC>a.lizada 
b3.$)Ca!>·~"';,t.e p.:>:- Y.acra!~gos [!-':.tJ ;o). ¡.~ inte:-a=.:.icn Macro:ago
U.r.foc-1tc :E; ;:-u;: .. ;:c se-r .:.isi'::".1s:mo un e-ver.to clave en la acti\·acion 
..:t.'· l~ in:M.l.nidad huz:-.~:-al a1 proto:oari.:> ?ara.sito. C?=::Celula 
pJ.J.~.:r.Stlc-.'t, L"r' 1 :<~.jnfocit.o ~ int.ral:..:::iir.~.1. l.T""=.Lln:o~l'to 1' :!e 
r.!.t'1ti~:-i.a. 



activador (Dcguchi ~ !!.L._, 1987). En reportes recientes se ha 

discutido la importancia del sistema inmunosecretor en los 

mecanismos probables dl.~ eliminación y protección del hospedero a la 

infección con el parasito. La asociación de qiardiasis con bajos 

niveles de lgA sc-cretoria intestinal podria ser un factor que 

predispone a la cronicidad de la infección (Zinneman y Kaplan, 

1972) y por otra parte los títulos incrementados de IgA secretoria 

especjfica en leche de mujeres infectadas respecto al observado en 

mujeres no l'lfcctadas so correlaciona de manera significativa a un 

grado mn.}'Or de protcccion en los productos de las aadres con 

infcccion previa (Nayilk: y col s., 1987). A nivel de lámina propia 

inte~tinal s~ detrctan inicialmente células secretoras de IgM y 

posteriormente las que secretan I9G e IgA (Thompson y cols., 1977). 

s~ ha visto que diversas poblaciones celulares tienen 

activid3.d cfc.:::tora .in Y.i.t..t.Q contra ~ l..run1tl..i.A. El material 

solubilizado de trotozoitos o bien productos excretorios

secretorios tienen efecto quimiotáctico y de reclutamiento sobre 

Monocitos humanos, los cuales después fagocitan el protozoario 

(Sndth tl ~, 1983a). El fenómeno de citoto>i:icidad espontánea 

mediada por células (SMCC) se atribuye a la población Monocito

Hacrófago y es no especifica (Smit.h r col s., 1962a; debatido por 

Aggan.·al y Nash, 1986). También la fagocitosis por Macró!agos de 

conejo~ in~uni~ad~s es más intensa en presencia de suero inmune que 

opsoni:a el trofo~oito (Radulescu y Meyer, 1961) y dichos fagocitos 

responden con mayor avidez y a periodos inris t"eI!.'pran~s e:;, estados de 

reinfec~ion (l\:t.n\i.·ar y cols., 19S7). Los eventos. de citot:oxicidad 
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c~lular dependiente du anticucrr~ (A{)('C) parece estar mediado por 

JgG y Granulocitos del tipo Ncutrofi1us I".::li~orfonu~leares asi como 

Eosinófilos en menor grado (Smith 'l' cols., 1983b) y Macr6f.agos 

(Kanwar y cols., 1987). El papel del Linfocito T no se ha aclarado 

aqu1: no obstante se han dct<'nninado respuestas proliferativas en 

Giardiasis crónica (Srnith y cols., 19S2b} además de la presencia de 

células T intraluminales en el intestino de pacientes sintomáticos 

p-crguson, 197"1). En cst.e cont.exto, la inmunidad celular de'bc ser 

un fl'lctor importante para littitar y controlar la in!ección por~ 

~ a nivel intracpit~lial en la primo-infección y la 

reinfecci6n en humanos. Sin embargo su papel n nivel del lumen 

intestinal y en fenómenos de protección no se conoce aun. 

ID. A>ITECEDENTES 

t.a lnrnunolog1a 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 aplicado en aspectos 

como diagnó!>tico, tratamiento, profilaxis y epidemiologia de 

cn1t.--rmcdadcs :infeccios.1s como lo es la giardiasis. Para alcanzar 

tal<"s objetivos, una aproximacion itnportante consiste en determinar 

la "antigenicidad" o capacid?ld de .G.i. ~ de despertar una 

respuesta inmune. Df' est.e modo se han realizado una serie de 

pruebas inmunológicas qu~ han podido detectar lgs circulantes o Ags 

fecales en casos de infección natural e inmunización experimental 

con el proto:oario. Entre las pruebas utilizadas se encuentra el 

ensayo da: inmunudifus.ion (ID) donde Vin:l)';:l)~ )' cols. {1:J7S) h~n 
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r~pcrtado ln aparición de 1-2 lineas de prccipi~lna en sueros de 

p.'tcie:i.t.l)S con Giardiasis ut1liz.ar:dC' mCltcrial de quistes sonicados 

como Ag. Visve:svara y Healy (l960t ot«;uvieron de 7-6 lineas de 

prccipitina con nuera hípcrinmun~ de conejo al e~plcar material de 

giArdias sonicadas bislad~s ya sea de hu~ano, gato o coba)'º· Otro 

cnsdyo ea lll CIEF con la que CraCt y Halson ( 19$:?) observaron 

reacción de precipitinns en muestras de hee~s en 65 de 66 pacientes 

infectados al usar suero inmune de con~jo pard detectar Ag fecal. 

'El ens:.yo de inmunoadsorbc.ncia él"\ el qu~ se emplea un sistema 

enziJriático (ELIS>.) ha sido utilizado extensivamente a partir de los 

estudios rcaliz,ados por Sndt.h y col s. (l9Sl). Y.n elle-~ los autores 

damostraron que si se emplean trofo::oito$: completes como Ag se 

pueden obtener altos porcentajes de tit.ulos positivos en pacientes 

sintomi!tieos, as:í como indicar li"!t. prc~Pncia de Igs contra el 

parásito que persisten de5de 4 seman~s ha~ta 15 ~eses después de 

seguir lA terapi~ curAti\.'a. l .. '! t(!,cnica de IFl también ha mostrado 

gran utilidad de acuerdo con los dat:os de Visvesvara y cols. 

(1980), quienes observaron alta reproducibilidad y especificidad en 

ensayos de .fijACión de Ig fluorescente a prequistes o trofozoitos 

fijados con fornol co~o fuente de ~gs. 

Otro enfoque de estudlo es la identlficacion de componentes 

antiq&nicos de ~ ~ in\lolucra.dos en la relación hospiedero

p~rásito, asi come sus caracteristicas ab3rcando localización y 

función posibles~ Se sabe que la rner..brana celular del tro(ozoito 

juega un papel innunol09ica1r1cnte relevante en \.'irtud de que es la 

prlmcra cctructura del par3sito que int.eraccicr,Z\ dirc.c:ta'IT,cnte con 



el hospedero. Diferentes investigaciones se han dirigido a 

identificar las biomoléculas capaces de activar una respuesta 

inmune en un estado de infección. con tal propósito, la composición 

antiqénica de~- 1.1!.mblia ha sido estudiada por varios autores y los 

resultados son parcialmente semejantes. Moore y cols. (1982) 

empleando electroforesis en geles planos de poliacrilamida en 

presencia de dodecil sulfato de Sodio (SOS-PAGE) y extractos por 

sonicación de tro!ozo1tos, detectaron al menos 20 bandas de 

proteina teñidas con a?ul de coomassie con peso molecular entre 14 

y 125 kilodaltones (Kd), aunque el fraccionamiento con 

crornatografia liquida de alta presión (HPLC) revelo una fracción 

con peso aproximado de 200 Kd. Smith y cols. (1982c) compararon 4 

cepas de ~ l.fl~ de diferentes procedencias geográficas (PO de 

Portland, WB d~ Afganistán, 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 teñidas. La cepa PO careció de 

un grupo de proteinas anódicas y otra neutra presentes en las cepas 

restantes examinadas l:lediante inmunoelectroforesis cruzada. Oel 

mis1:10 modo \\enman y cols. (1986) analizaron electroforéticamente el 

perfil proteinico de aislados de rata de cacpo, castores, perro, 

carnero y humano determinando similitud entre ellos, con presencia 

de proteinas hcterogóneas de peso molecular de 20 a 25 Kd. Asimismo 

se hallaron conservadas las proteínas de 6Z, 5:!, 3S y 31 ~d. 

El radiomarcaje de trofozoitos ha sido una estrategia empleada 

a fin de distinguir los co~pon~ntes del protozoario localizados en 
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la membrana celular. Nash y cols. (1983) estudiaron los componentes 

de mP-mbrana y los posibles productos de excreción-secreción (E-S) 

accesibles al rr.arcaje con lici¡ en las cepas Portland-1 (P-1) ~· WB. 

En Pstos ensayos se observó la presencia de un material 

polidisperso de peso oolccular entre 94 y 220 Kd en ambas cepds 

a.dcn.'\s de otros componentes, entre ellos uno de 15 a 21 Kd. El 

material E-s consistió principalmente del material polidisperso 

mencionado, ap.1.rentcmcnte proteol ipido y antigónicamente di fe rente 

en P-1 y 'WB. Nash y Keister (1985) reportaron posteriort'lente 

diferencias entre los patrones electroforéticos y las reactividades 

a sueros homólogos y hcteróloqos de los productos E-S de 19 

a.isla.dos de ~ obtenidos de huoanos y mamiferos pequeños. 

Existió una correlación entre los aislados en base a los patrones 

de SDS-PAGE ~· la reactividad del material E-S: pero sólo hubo 

correlación parcial al considerar los patrones de restricción de 

DNA determinados previamente. Por otra parte Einfeld y Stibbs 

(1984) caracterizaron los Ags superficiales de trofozoitos de ~ 

l.runhli.a. en 4 cepas (P-1, WB, RS y LT) por medio de técnicas de 

inmunoelectrotransferencia (IET), inmunoelectroforesis cruzada e 

inrounoprecipitación (IPP) adicionales a radioiodinación. En este 

análisis se determinó la presencia de un Ag mayoritario de 82 Kd 

expuesto en la ~embrana plasmatica del parásito e inmunodominante 

en la rca..::ci6n con sueros hipcrin::::ur.l"'S y ~onoespecificos de conejo 

para todi\s la~ cepas utilizadas .. Se obsen·ó que este Ag es 

hidro!óbico, tcrrnos~nsible y scnsibl~ parcialmente a pronasa o a 

rcryodato, y qui:' pn..'ll~dble~t:'nte esta prote1nn es uno de los 
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l:l.J!:.bllD C.;ln su ho!lpL·dt:r.:'I es t"l c?Ot<lble>cimicnto de un modelo 

c>.:pcrlmí'nt.'\l qul! pcrr.dt.; obt.c-ncr dato.s qllc> se put.'d.-,,n aplicar al 

tcnnm..:no dt.' ~ntt.-.c,·ion en c,l h~>f>pt.-.dí"r-.-1 hum.l;no. 

Lo~~ c::;tud.ius sob1-.:i in1c-.:-.·ion c>.:pc•1 im" ... ntal con g_~ tr:JJ.t:i§. han 

sido numurosos y h.'\n ('tr,plc:'ldo un., v.'lricdad de cepas murinas. A 

pcA,.,,r d.~ qut~ st"i puedt.• inch..icir l./\ infccci..~n en estos anir.i.alcs, los 

roM11 taño::: qof' f:..í.' n.,n obtc·ni..:i;i son c1..>n~idcra.blc-ment C' variables en 

los pcr1odcs; de p:\tcncia o de cl u;.ina.ción cspcnt.ánci\ del organistno 

(l'-1.cy .. ~r !:.t tl., ¡q,!1~). Roberts-'ihom~·~)n c.t ~-L- (l97C-a.) observaron que 

la inf..:o.:-ci.:in por ~ tn.\U...i..f: en rat .. "'lncs ñlbint'n suizos produjo un 

p."l.t.ron C1.."1n fllCC\S de C).'.pul~i6n de: quistes cnt1·e l.J:; di.""t.S 5 y 14 tras 

ll\ inocull'lCion int.ri'tc-&ofa.gica de quístC'S obtenidos de un hamster 

dorado. La intecc1on r:.v ric::s..J.lv.:.c entre los d1a~ :?l y 28 post

inoculn.cicn en la tn3.yorH1; de los animales, cc:n pC!rdida de peso 

$lgnif1cativ."l L-n lo:> r..ismo$ .. ; pi:-s.,r dí.' ~llo, los t.">Studios en 

mo.1.elo:; tmlrinos no se puc-di:-n t:xtrapolar con F:"ofundidad hacia la 

g1a:-d1.'1s.is. hur.i.'1na, ya. que ~ ~ no ..;:-::. capaz dE> infectar a este 

ült im"' (M"ycr tl A..L_, l~g~). 

de cstabl~~~r un modelo Anitn31 par3 ~ .lru!L~ qilC pue~a p~esentar 

.:-~ra ..... tc-r1s.ti.:-.'1.s ri'gist.rctd.'ls en J"' infecci"n humana. F.n primer lugar 

Sc.h93.l )' c.:"lls. l1Sl76) lC\:rn'lro:i cst.c>:blí>~E':r un t:>Stado de infeccion 

.::.:. ::~:.i!"t•'5:- dí"' .,:::, ilmt'~ en r,'\t;is.c rc.:-it:-n dC"stctadas, aunque sus 

lt."'F-l.lt.;11. .. -\.:"1~ r.~.:\!"-':.r.;.r-.:»n un.:.-i t.'.\:'-.) .:l .. · .i:".!;:-:-:i.:-.n l~:lj3 C':: lc . .r; an1r.-.alL·;;.. 



Después Vinayak y cols. (1979) establecieran exitosamente la 

infeccion por G...._ .l..runt!.l..i. en ratones suizos recién dcs~etados con 

150,000 quistes como dosis minima, observándose un periodo 

prcpatente de 3-S dias asi como un patrón de eliminación d" quistes 

continuo ci.."n pico de e>..-pulsión hacia el dia 11 post-inoculación, y 

h~cia el d1a 23 l~ infección fue resuelta. Hcwlett y cols. (1~82) 

lograron infectar perros mongrel y detectaron expulsión de quistes 

en 3 de a anim3.les inoculados con quistes de pacientes y (>.n 2 de 3 

perros inoculn.dos con trofozo1tos de cultivos axénicos. El período 

de prepatencia y de c~pulsion de quistes !ue similar al observado 

en human~"ls, 

enfermedad. 

aunque 

En el 

los perros no mani íesti'lron 

reporte de Craft (1982} 

cl1nicamf'nte la 

se- infect.aro11 

experimentalmente ratas SPF (libres de pat69enos especificas} 

empleando quistes de pacientes sintomáticos. y se reviF-6 el curso d~ 

l~'l infocci6n mediante biopsia intestinal, ClrF ')' exam~n 

~icroscópico de heces. se dctet11inó un periodo de prepatencia de 2 

a ~ di as con picos de infección entre los d1af:. 7 )' ;ro y el parási te 

s~ eliminó en un lapso de 28 a 42 dias. 

En otros estudios con trofo~oitos de ~ ~ adaptados a 

cultivo axenico (cepa Rabbit l/Portland) se ha ob~ervado que 

éstos puedc.n est.ablecer la infeccion cuando se inoculan por v1a 

intraduoden~l en conejos (Schlcinit: y cols., 1983). En este caso 

el periodC'I de prC'.patencia osciló entre J y 11 di.as: pero no se 

re¡. ... ortan d:ttos. sobre resolución de la infección ni de la presencia 

.. le::. !es::-~('"~ ~ nivel int.estin~l. Por otro lado, en giardiasis 

n3:ur~1 e inducida con ino~ulacion oral de quiste$ en gatcs se ha 
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observado un periodo propatante de 9 di.Jos. Ji.lgunos de estos 

ani?!lales desarrollaron signos cl1nicos caracter1sticos y elhainaron 

el protozoario en alrededor de 50 dias. Los quistes aislados de 

hoces de gatos infectados fueron capaces de infectar jerbos, no asi 

ratones C57BL/6J {Kirkpatrick y Farrell, 1964). 

En los Ult..imos años se han utilizado jerbos mongólicos 

(~ ynqyiculntus) como posible modelo animal de infección por 

G.s_ l.runhlla a partir de los e>:.p~rimentos de Selosevic y cols. 

{1983). Estos autores reportaron un~ alta susceptibilidad de los 

jerbos a la infección con quistes de pacientes o trofozoitos 

cultivados a>:.énicar.iento (Cepa P-1) e inoculados por via 

intraduod.enal u oral. !.,.:):;:; anunales dcs3!iados pr~sentaron un patrón 

de expulsion de quistes intermitente hasta alrededor de 39 dias 

post-inoculación, cc:i piccis de concentración de trofoz.oitos en 

intestino hacia el dia l~ y un promedio de BBO quistes en heces 

cada 2 horas por cad~ Jerbo. Los roedores infectados resistieron un 

segundo des~!io hasta 8 meses después del inicial. Estudios 

adicionales han presentado evidencia en relación a que los quistes 

de ~ .aislados de castores y ratones producen en los jerbos un 

patrOn de infección diferente al inducido por quistes aislados de 

humanos, asi co1110 la presencia de resistencia completa de las 

especies a los aislados hom6logos y resistencia sólo parcial ante 

los aislados heter6lo~os (Faubert ~ Al...s.,1963). 

la inforr..iación sobre la obtención y 

caractf'ri:.ac.ion 1t\3S completas de fuentes antigt.~i=as de Q...:.. ~' 

asi como su r~lación a l~ respuesta in~unc e~ un hospedero 
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e~pcrimental susceptible a nivel de reconocimiento antigénico es 

virtu.::ilmente fraq:r.entaria y no ha seguido un Cl.l.t'í'ü d<"l todo 

sistemático. Con base en estos antecedentes, en este trabajo se 

propuso analizar el espectro antigénico de 2 cepas de fu ~ y 

emplear las mismas en el establccimie.nto y evaluación inmunológica 

del modelo experimental para giardiasis propuesto por Belosevic y 

cols. (l9Bl) con la finalidad de cotejar estas observaciones con 

aquellas que se pueden obtener en pacientes de giardiasis clinica. 

Esta aproximación podrá rendir resultados aplicables en futuros 

estudios longitudinales de la enfermedad y en aquellos relacionados 

a los mecanismos involucrados en la interacción ~~~-hospedero. 
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11. OBJETIVOS 

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

giardiasis, se plantearon los siguientes objetivos: 

GENERALES 

1) Identificar y caracterizar los componentes antigénicos 

solubles totales, subcelulares y de membrana celular de trofozoitos 

d~l protozoario parásito ~Uu:QJ...a l..ª1nQlLJ! (cepas Portland-1 [P-1) y 

WD). 

2) Est.ablecer y evalUi.'lr inmunológicamentp E:l estado de 

infección experimental por ~ l.runl2.1.l1! en jerbos mongólicos 

{Mti.iQn.~ ~~) como modelo animal de giardiasis. 

3) comparar los rcsul tados obtenidos en el modelo experimental 

con aquellos que se p;.;.cden obser·var en giardiasis clinica, 

empleando ensayos inmunodiagnósticos semejantes. 

PARTICULARES 

a) Determinar la cotr.plcj idad anti génica que se obtiene a 

partir de trofozoitos de ~ ~ al evaluar diferentes 

condicion~~ de extracción de proteinas celulares. 

b) Caracteri~ar de manera fisica y parcialmente bioquimica los 

componentes solubles totales, subcelulares y accesibles al 

radiornarcaje de superficie del parasito, por medio de técnicas 

clec~roforéticas y d~nsitomótricas. 
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e) Iniplemcntar un protocolo de inteccion experimental con 

trotozo1tos de ~ l..A.nº-lJJ! en jerbos mongolicos, para analizar con 

técnicas coproparasi toscópicas el establecimiento y curso de la 

infección en el mod~lo animal. 

d) Valorar longitudina.lment~ en forma temporal la respuesta 

inmune humoral de Igs circulantes inducida en los animales 

experimenta.les, idcntific~r los Ags del parásito que son 

reconocidos por lgs pres~ntes en los sueros durante la infección. 

e) Aplicar los ensayos scrologicos establecidos para 

determinar caracter1sticas importantes de la respuesta inmune 

humoral en un estudio transversal de giardiasis clinica. 

!) Comparar los resultados de caracterizacion antigénica y de 

evaluación inmunologica, tanto en el modelo animal como en el 

estudio clínico transversal, para las 

utilizadas (P-l y WB). 
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llt. l<ATERlAL Y METODOS 

1. Par&aitos. Trofo~oitos de ~ l.Aml2l.LJt de la cepa 

Portland-1 (P-1) proporcionados por el Dr. E. Wcinbach y de la cepa 

WJ:\ obt.~nidos del Dr. '!'. Nash, .'.lJY.,bos del National Institutcs of 

Hi'o1lt.h en Sf'the:;da, M.i. (t:.U.A.) fueron empleados en el presente 

trabajo. La cepa P-l (Americ4'tn TypC! Culture Collection J 30SSS) fue 

aislada origina1~cnt~ do una paciente sintornatica de 36 años de 

l'dact t."'n Port.land, orcgan (l-:cyc:_-, l'P6), mientras qu~ la. cepa WB 

(ATCC ; 3095'1) fue aislada d<' un individuo de '27 años de edad con 

g!ard1nsis croníca durante J años, la cual adquirió en Afganistán 

{Smith y cols., l992b) . 

• , :>.nima.les. ,1crbos mongólicos (~~ Y.n!t\li~Yli!~. sin,: 

gerb~ls, jerbos, rat3s c.anguro, ratas australilmas) fueron 

SC'trn~tidos al protocolo de infección experitaental descrito 

post<"riornicntc (aparta:do 9). Se emplearon animales singenico.s 1 

t~nto hc<t.ibrlls como machos dE' 6 a lo serna nas de edad que fueron 

proporcion~dos po1· el bioterio del lnstituto de Investigacione-s 

Biom~dicbs d~ O~cid0nt~ ~n Gu~dalajara, Jal. En el bioterio del 

lns.t1tut"., .:k Inves.tigacion y de E~tudios Avanzados del :ns'tituto 

Poli tecnic-o Na.::ion~l (ClN\'ESTAV-IPN} se albergó a los jerbos 

1njiv1du~lmc1,tc en caj~~ de plastjco autoclaveable, con aserrín 

í'stc1·1li¡·ado a :.:o=-.:- dur.:rntf• :o rnim.Jtas en aut.oclavc y se les 

prop.::ir.:-i.:-ino a1 i~i'.mt:o i::-.. •1.,t:-~i:'!1 para roedores (nutricubos l"urina111i) 

F'!"t.."V1-'!t1í'!1tí' :=.or.~ct idc· t\ .. ~.l1l'l- St"" .. "'O .'l l~Occ .du:tahte JO i:i,in* y ag~.:. 
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acidificada (pH 2.5) suplementada con vitaminas. Asicismo, los 

jerbos recibieron tratamiento antiparasitario a base de dos 

preparados ~omerciales (Lopatolito•R, fórmula: 4-isotiocianato-4'

nltrodifeniléter (nitroscanate) micronizado 100 mg. por tableta, 

CiL?J;-Geigy: y Mcbcciclol 1
d, formula: mebendazol 60 mg., niclosarnida 

~oo mg. y tinidazol JOO rng. por comprimido, Laboratorios colurabia, 

S.A. El rógimen fue de 1 comprimido de cada fármaco en cada botella 

con 500 ml. de agua de bebida durante los 3 primeros dias en 2 

ser.ian,1s consccuti\'a!>}, todo esto anterior a la infección con ri.:, 

~· La ausencia de óste }' de otros parásitos intestinales se 

verificó por cx.i.::iencs coproparasitoscópicos empleando la técnica de 

flotación en sulfato de Zinc [Faust y col s. (1939)). 

Conejos de la raza Nueva Zelanda (4 meses de edad), albergados 

en condiciones semejantes a los roedores, fueron empleados en 

protocolos de inmunización con trofozoitos completos de &.i. ~ 

y con Igs de jerbos en la preparación de un conjugado para ensayos 

scrológicos {apartado 10.A). 

3. suero• humanos. Las muestras séricas analizadas fueron 

obtenidas de 41 pacientes de giardiasis clinica tanto sintomática 

(28 casos) corno asintomática (13 casos), determinado esto último 

por la detección de quistes de Q.:,. lan-.blia en 2 o exámenes 

coproparasitose':'ópicos consecutivos asociados o no a síntomas 

tipicos de la enfermedad (diarrea y dolor abdominal los mas 

frecuentes). Todos lc-s p::.cic:¡t..::.:. fueron cie edad pediát:rica (1 mes 

hasta 14 años), pertenecient~s al Hcspital Infantil de México 
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"F't":-der ico Górnez.". Muestras de niños sanos, sin infección 

gastrointcstindl presente, sirvieron corno testigos. 

4. cultivo y cosecha da trofozo:ítos de ~ ~. Los 

parásitos de ambas cepas fueron cultivados axC>nici\rncnte en medio 

T\'1-S-33 modificado por Keistcr (19S3) suplenu~ntado con bilis 

bovina al o. 05\ p/v, suero fetal de ternera descomplementado 10\: 

v/v y antibióticos {penicilina 50 Ul/ml. y estreptomicina 50 

µ.g./ml., Anexo 1) (media ATCC 1404). Se emplearon botellas de 

plastico pa.ra cultivo de ~o ml. {falcon, BDC) las cuales fueron 

incubad~s a J7°c (incubadora Precision modelo 4EG}. Los organismos 

se coscch~ron en fase l~garltmic3 de crecimiento (aproxi~adamente 

72 hrs. de.• incubación) por enfriamiento de las botellas en un baño 

de hielo-agua durante 30 min. Las botellas se invirtieron 

mccdnicamente de 5 a 10 ':eces y se virtió su contenido (medio con 

trofozoitos despegados de la superficie plástica) en tubos Falcan 

de 50 rnl. Se procedió inmediatamente a lavar 3 veces las células 

con solución amorti~uadora de fosfatos-salina {PSS, Anexo 1) pH 7.2 

utilizando centrifugación a 750 x g por 10 rnin. a .; 0c en una 

centrifuga con sistema refrig~rador acoplado (Beckman modelo TJ-

6~TJR). Los parasitos se contaron con un hernocitómetro (Reich¿.rt 

Bright-Line) ;,• su concentración se ajustó con PBS de acuerdo al 

ensayo en que se emplearon. 

Con el fin de almacenar trofozoitos viables para cultivo 

posterior, se c.n:plco la tecnica de criopresen•ación en presencia 

de dimet.il sulfoxido al lOí y ?;it.róge.no llquido (Phillips tl ~. 
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1984) (Ane~o }). 

5. Preparación y cu&ntiricación de antiqenos •olubl•s· 50 ~ 

lOb trofo201tos de G_l.. lMJll...Ll fueron I:'('suspendidos en l ¡;¡}, de 

solucion amortiguadora do pH S.3 con inhibidores de proteasas 

(trizma base 10 mM, tluoruro de fcnil-~etil sulfonilo [PHSF} l mM, 

N-ctil malciThida (NEM} 2S v.M:) y fueron tratados después en alguna 

de las siguientes !ormas: 

S.A. Sohicaeión y extracción eon 4etergen.tes. La suspensión de 

tro!ozoltos fue sonicada con 6 pulsos de. 1.5 segundos a l~ micrones 

con intervalo5 de JO seg. en baño de hielo (gener3dor de 

ultrasonido MSE), Los 3 pulsos finales se hicieron en presencia de 

alquno de. los agentes solubil íz.antcs tritón x-100 al o.st o 

deso~icol~to de Sodio (NaDOC) al 2\ de concentración final, o en 

ausencia de d~tergentes. El material sonicadv fue centrifugado a 

15,600 x g por JO min. a 4°C [centrifuga Eppendor! modelo 5414) y 

el soPrenadante se colecto y almacenó a -20°c (congelador Be-ndix) 

hasta su uso. 

5.B. Sonicación y extracción eon áciOo acático. En este caso 

se hi:o una adaptación del :met.odo reportado por rracnkcl-Conrat 

(l95?). Los trofo:oltos fueron suspendidos en una mezcla de 1 ml. 

de solución amortiqu~dora pii B.J con inhibidores de proteasas y 2 

'm.l. de una solución fon:..'!da por "2 \·olú;r,encs de acido acético 

glacial )' 0.1 vch:..~encs de cloruro de Y.agnesio l~. La suspension se 

sonic6 con 6 pulsos consecutivos de acuerdo al formato anterior; 

pet.·o sin aí.'i1c:icn de detergentes. t::. s.:.~rf'nadante cosechado se agitó 
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con barra r..agr1etica en baño de hielo por espacio de l hora y se 

colectó do r.uevo el sobrenadante por centrifugación a 12,000 x g 

durante 15 min. a •ºe (centrifuga Sorvall modelo RC-SB, rotor ss-

34). El ~aterial soluble fue dializado secuencialmente (tubos de 

diálisis Spectrapor, Spectrum Mcdical Indu5tr ies, Inc.) contra 2 

litros de las siguientes soluciones: ácido acético 6t v/v, ácido 

acético 4.5\ v;v y acido acótico J\ v/v. Finalmente, el material 

solubilizado se lio!ilizó (Liofilizadora Virtis, Cardiner NY) y se 

almacenó ll -20°c. Para fines de análisis y cuantif'icación de la 

muestra, u.n peso conocido se procesó previamente solubilizado. 

s.c. Conq•lación-deacongelación y extracción con deterqentes. 

l.a suspensión de trofozoitos fue sometida a 5 ciclos de 

congelación-descongelación, empleando inmersión en Nitrógeno 

lJquido para congcldr e incubación en baño de agua a 37°c 

(.incubadora de baño 'I'helco JDodelo 83, Precis.ion Scientif'ic co.) 

para dcsconqelar las muestras. Posteriormente se agregaron los 

detergentes a las concentraciones finales mencionadas. Los lisados 

celulares checa.dos microscópica.mente se incubaron 20 min. a 37°c 

con ~gitación suave y por Ultimo se centrifugaron y se colectó el 

sobrcnadante de acuerdo al protocolo descrito en la parte 5.A. 

s.o. Fraccionamiento celular d• trorozoitos (mem.brana 1 

citosol 1 citoesqueleto). Con la finalidad de identificar los 

componentes del para.si to local iz:ados en los 3 compartimientos 

~en~ionados, se llevó al ca~o una ~archa experiment~l bac~~a en la 

r.uluOil1zacion de las diferentes prote1nas con soluciones 

co:'l.ten.iendo agentes de distinta naturaleza y acción (detergentes, 
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quelantes, tllmponcs, iOnicos, inh1b1dores de proteasas). La tacnica 

so baso en loG anteriores factores conjuntados a centrifugacion 

ditercncinl, los cuales fueron adecuados al caso de fl..:_ llm!tl..i.l!. bajo 

condi,~ionos t~st.ablecidas en el laboratorio (en colaboracion con el 

Dr. Josíi Antonio En..-:iso Moreno). 200 xlOº trofo:o1tos se 

ro!".uspí'n.ii~ron en 1 ml. d(' •'\r:lortiguador "A" (trizma base 10 r.M, 

etiléndinitrilotetraacetato disodico o EDTA 5 t'.H, pH 8.3) y se 

transfirieron a un tubo conico F.i.!L.~on de 15 i:il. para ser sonicados 

con t.- pulsos seqún se ha explicado. El r.:.aterial se virtió en un 

tubo Corex d~ 15 rnl. y se centrifugo 3 20,200 x g durante 45 min. 

:a 4 ·e (ccntr1 fug?". Soi-vall, rotor SS-34). El primer sobrenadante 

(protein,,s de citosol) se colectó y alma.ceno a. -2o·c, mientras que 

ln pastill~ fue resuspendida en fracciones de 500 µl. de 

amortiguador "fi 11 (F.O-T;. 5 n."!, tritón x-100 o.st v/v, NI:M 25 r.'i, PMSF 

l mM, t1.cido s-~-h:idro:a.:hit.il pipera.:ini.1-N'-.;:-e:anusulfónico [HEPESJ 

10 ~~). El tubo se agitó 3 120 R.P.M. JO min. a 37~C y las ~uestras 

fuQrcn c~ntrifugadas a 100,000 x g por un lapso de ~5 cin. a 4ºC 

(ultra.centrifuga Beckrnan modelo LS-s~,, rotor 50 Ti). Se recuperó el 

sobrenadante (proteínas de membrana) y se quardó a -7oºc 

~ultr~congelador Hotpack}. La pastilla restante (proteinas de 

citocsqueleto) fue soluD:ilizada en 500 µl. de a:nortiguador "C" 

(do.:3ccil sulfato de S~:.iio [SDSJ SOS al 2\ p/\.> en a:nortiguador 11 8 11
) 

par" su ¡-ir..:-servacion en .:-.:-ndicicnes igi..:a!í's a l~ fracción cit.osol. 

l~ dct('rr.ina.cion dc> la. ccncentra.::ion de proteina obtenida en 

los .:H!erentcs cxtril.ct:~s. se reali:o :z;ed.iant.e- el nétodo de LO•'lJ' il 

~l..\ (19~1) :'iO,iiI.lc:tdo F-"r t".lllcy y Grieve i.1~'.:') lAn~xo 2). 
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'· AD&liaia el•c~rotor,tioo da •xlractos solu.hles. Con vbjetc 

de caracterizar el prrfil proteinic:> de l.:i5 extractos de 

trofozo1tos de ~ l.i!El21.L~ o~tenidos con los procedimientos 

descritos, se ~fectuaron las tecnicas electro!oréticas que a 

continuacion se dcta1lan: 

6.A. Electro!oreais en Qeles de poliacrila.m.ida con dodecil 

sulfato de Sodio (SDS-P11.GE). El analisis por SD::-PAGE pa.ra los 

diterentcs materiales solub!lizados $C hizo ;.iguiendo el principio 

del sistcrr.a de pH ois.:-ontim.:.o dc>sc1·ito por Laerr.mli (1970). Se 

prepararon geles plano~ vertic.'iles de roliacrilamida al 10\ y 

aquellos de un l)radic-r.tc.> continuo del 5 al lSt p1v de concen"tración 

del monómero f•n el ge-1 resolvedor í!..nC'XO 2). En a!:'.bos:: casos el gel 

concentrador tuvo un 5\ de concent:racion de acrilarnida y pH de 6.8, 

mientras que el gel re--solvedor a las ccncentracioncs indicadas fue 

de pH El. S. Lo~ g('1i>-s f'P prepari:!ron en placas de vidrio con 

separadores y peine :!orr.:.:-tdor de pozos de t.c.flón de l. 5 mm. de 

grosor, p.3.ra ser corridos en cama.ras de electroforesis vertic.al 

(Bet.hesda Research Laboratcries, :codclo V-16) adapt.adas a una 

fuente de poder ( ISCO modelo 4 9.)) usando co~o amortiguador de 

corrimient.o una solución de t.riztr.a base 25 r..M, glicina 192 :mM y sos 

al 0.1\ p/v a un pH de S.J. Freviarnente las Duestras en solución se 

hirvieron en baño caria por espacio de 5 min. para evitar la 

posible ~ctivación de las p:-otcasas ante la adición posterior de B

mercaptoetanol al si v;v de concentración final, coh.pletando el 

proceso de desdoblar.tiento de las woléculas proteinicas en la 

muestra po:; t.:-ata:::ientc a t-:if1::- r..ar-ia en ebullici.:.n durante l ;.i;in. 
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Las ~uestrAS se c3rgaron en los diferentes pozos y se efectuó la 

electroforesis con el siguiente pat.:-6~: ~~0 vcltios durante :!O min. 

y 100 vol ti os durante 5. S hrs. (geles al 10\) u B. 5 hrs. (geles del 

5-15\ de acrilamida) o practicamente hasta que el colorante 

trazador a:.ul de bromo!cnol lle90 al oorde inferior del gel 

rcsolvcdor. Con el fin de fijar y tefiir las proteinas separadas 

clcctroforéticaroente en los geles, éstos se retiraron de las placas 

y se surnergi~ron e~ una solucion de colorante a=ul de coomassie R-

250 al O.l\ p/v en metanol 50\-acido acetico 10\ v;v por un lapso 

de l hora. Inmediatamente se removió e! exceso de colorante con 

solución de :netanal SCl\-a.cido acético 10\: v/v con agitación suave 

(agitador giratorio New Brunswick Scicntific co., modelo G2). Se 

r~emplazo despues de algunas horas la solución por otra de metanol 

10\-Acido acético 5\ hast.a que el fondo quedo claro y las bandas de 

proteina se observaron con la nitide~ deseada. 

CU3ndo se requirió determinar la presencia de glucoproteínas 

en la muestra separada en el gel de poliacrilamida, se llevó al 

cabo la técnica de tinci6n PAS [ácido per)•6dico-Schiff} (KOiw y 

GrOm .. •all, 1952). El protocolo consistiO en una niodif icaci6n de 

aquel reportado por ~eyser (156~) [Anexo~]. 

Para obte.ner la movilidad elcctroforét.ica relativa (Mr) de 

las bandas prot.e:inicas separadas, se corrió simultá.near.ente un 

juego de calibración para peso molecular de proteinas (Pharmacia 

Fine Che~icals) que cont.enla como estandares: ~dta~asa \:~:Y.~!, 



tosr·orill\SA h {::ii.\ ~d}, albú::!.na séric3 t-c-vina (l\S~, 67 Kd), 

ovoalbumifü\ (4.l Kd}, o.nhidrasa carbOnica (30 l\d), inhibidor dia 

tripsina (20. l Rd} y Q-lactvalbümina (14 .4 Kd). La estimación del 

peso mol<>cular df' las band<l.s de intert'>.s se hi:!:o por un analisis de 

rogrc~dón linc.:1;1 al gr.a.ficar er. forma sem.ilogaritmica el Rf de la 

prote1nit contri\ e-1 log 10 del pes,o molecular calibrado. 

6.D. El•ctrotor•ai• bidiaen•ional. Como sistema de 

caracteri ::acion mc1s ! i n~1 para los extractos preparados, se siguió 

el m!'>to.:lo dí' lsoc1f."ctrC'lenfoque (lEE) en geles cilindricos con 

subsccu~ntc cll.~ctro!oresis tipo SDS-f'ACE en gel plano vertical 

SC"(]\ln cl form."l.to int.roducido originalmente por 0 1 Farrell (1975). Se 

propararon los gt"'le!i de IEE en tubos de vidrio de 2.5 r.t.'!'l. de 

diam~tro interno x lSO mm. de longitud previamente tratados con 

m~:cla cró~1c~ (An~xo l), cloroformo y agua bidestilada {30 min . 

.::a.!a C.3.s.::) y scl}.:'!.,:fos <'n un extremo con Parafilrn-.1: (American Can 

Co.). La solucion !orwadora del gel en tubo contcnia urea 9M, 

acrilarnid.l J.St p/v, N,S'-metilt:·n t-isacr1l,1.mida 0.2\ p/v, nonidet 

P-40 2\ \!/V, solución de 4nfólitos de pH J.5-10 (Ampholine, LKB 

Bromma) al l\ v/v, .solución de an!olitos de pH 5-7 (Ampholine) al 

4 \ v/v, persul !at.o de amcnio 0.007t p/v y TEMED {N,N,N' ,N'-

t.ctr,;,.r.n.""tiléndiarnina.) al 0.015\ v¡v. t.os tubos se llenaron a una 

.et.lt\lr!\ aprc>:im3da de l~.s cr::.s. A los geles polil!lerizados se les 

re:-iró el f'.-:ir~filr.: y st: les rc-cubrio con 15 ul. de amortiguador de 

lisis "A. 11 (urf•.:t 9.5M, NP-~Cl :'l v/v, anfolitos pH 5-7 1.6\ v/v, 

~nfolito:.:; pH J.:.-10 O.~\ V/\' j' S-mercaptoet.anol 5% V/V), 15 µl. de 
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pH 3.5-10 o.~t v/v) y se precorrieron en una cámara de 

e1ec•t ro1~nfoquc {BRL, a.:!3.~tador para tlOdelo V-16) acoplada a una 

Cuente de poder. Se utilizaron hidroxido de Sodio :?O l?lM 

desgasificada c>:tE"nsivamente con vacio como solución de rescrvorio 

catodo y ac1do orto-fosfórico 10 JU! como solución de reservorio 

anocto. El patron d~ precorrimiento fue de 200 voltios durante 15 

min., JOO voltios por 30 min. y 400 voltios 60 min. Las muestras se 

rcsuspendicron e.n un maxir.io de 80 ul. ÓE'.' amortiguador de lisis "A" 

)'' se carg.1ron a. los geles en tubo, sobreponiéndoles 10 µl. de 

amortiguador nK". El IEE de las DUestras se realizo a 400 voltios 

por espacio do 20 hrs. a tctr.rcr.atura amt-icnte (TA). Posteriormente, 

los geles se removieron de los tubos de vidrios en:pleando jeringa 

y cada g~l se equilibr~ individual~~nte por 2 hrs. en 5 ml. de 

atnortiguador "O" de 1:1uest.r.a de SOS (glicerol 10\ p/\', S

mcrcaptoetanol S\ v/v, sos 2. J\ p/v, tris-HCl o. 0625H a un pH de 

6.S). Los gC'lcs equilibrados se almacenaron a -10°c hasta su uso. 

I.a F-C'gund.~ dimcnsic-n (SDS-PAGE) se efectuó en geles planos 

verticales del 5 al 15\ de acrilamida sin utilizar peine formador 

de pozos, con el !in de sobreponer a cada uno de ellos los geles de 

IF.E sellados al gel plano con solución de Agarosa "P" (agarosa tipo 

l al lt P/V en a.mort.igua..ior "U" con a:ul .:!e brcwofenol al 0.00002\ 

p/v como t :-a:.ador). Se .apl ic6 un vol taje constante de 50 vol ti os 

h.?\sta qu(' el ~ra:ddor llegó a 1 cm. del borde inferior- del gel 

plano, el cual despues fue teñido con a:ul de Coomassie y se 

visu3.l i =arcin las r.anchas discretas de prote1na de acuerdo al 

formato descrito en la par~e 6.A. 



7. An&lisi• den11ito11étrico d• extractos aolubles. Para los 

PAGF.) se deten:-inaron los perfiles densitorn~tricos utilizando ya 

sea el carril de gel cortado, o bien impresiones fotograficas del 

n-.ist:,o. Los pl)rfiles r.rote1ni.:-os f..ieron ani\lizados ~n una celda para 

di:'nsitometr::..1 dí> barrido :'!. 5t.C: rm.. (Fspc.:-trofotor..etro Heckr.,an 

modelo OU-7) y se oDtuviercr. grd!iC".:1S de d1~tt.ncia de corrimient.o 

y;c pes~ colecular contra ~~ atsor~~11cia d~ ~3d3 c0~ponente a la 

longitud d~ onda ind1cad~. fl an3lisis co~put3ri=ado dC>l arca bajo 

ln curv . .,, p,:,.r,, los di!errntes densito.:;ra!"'"1as perr.:itió obtener la 

.:ibun:t~mcis p,:,r.:-en~t:al dí' los divcrzos pic-2s protelnicos detectado5. 

e. Radioiodinación de troto2oitos de ~ ~. Análisis y 

cuantificación de componentes accesibles al marcaje con usx .. Un 

procedimiento altern,,tivo para la caracterización de componentes 

inmunologicarr.cnte relevantes es e.i marcaje de las protejnas 

pardsit;,,ria~ _:tn ~. En este t.rat-;,,jo se llevó al cabo la 

radioiodinación de trofo:o1to~ de ~ ~ utilizando una 

adaptacion del r..étodo de la lactcpc:-ox:.das;.a que fue descrito por 

Xarchalonis (1969}. l:n tubo!' de cns.lyo de l:J >.: J.OO om. tratados por 

hielo se preparu un co~k~ai 1 dE- "Inarcaje "Inediante la adición 

secuencial de: l volur~n ~e soluc1on ~o~crcialcente disponible de 

Na1 :'~1 equivalcn:.e a O.~· r.:Ci del isotopo (Ar.,c:-shan !nt.ernational 

Co., activid3d especifica 15., :r.Ci i?S::::_:,:.i.g. de I) que se neutrali:.6 

con l volur.h?n de Ph:.-> l.\ 1,0C1t'l.ic:r,c-ntc co:.ce:.t.r.::::io al PSSJ cont:en1endo 
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acido clorhidrico O. lN. Se adiciona?"0n incediatamente 11 µl. de 

PBS-yoduro de ?otasio 270 µM, 100 µl. de lactoperoxidasa (l mg./ml. 

de PSS) y 60 ~ 106 trofozo1tos resuspendidos en un volumen de PBS 

suficiente para completar 1 ml. La reaccion fue inducida con 2 

adic.-ionos de :?5 µl. de peroxido de Hidrógeno al 0.03\ en PBS, 

sc-guidas cada un,"\ de agitación 5Uavc del tubo durante 2.5 min. l .... '\ 

me=cla de reaccicn fue removidzii del contenido celular tnediante 

centrifugación en tubos conicos Falcan de 15 l:ll. a 2000 R.P.H. por 

10 min. (centr1fuga cliniC".l. IFC). E1 11\I libre residual se eliminó 

lavando los trofo:oítos .\ veces con 10 tr.l. de PBS-yoduro de Potasio 

O. lM y centri!uqacion en las condicione~ especificadas, revisándose 

la radioactividad rer..anente en los diferentes sobrenadantes con un 

contador Geigcr (Technical Associatf's, r.iodelo PUG 1) hasta que la 

r.iisr.,a fue practic.'lrncnte nula. El paquete celular se resuspendió en 

l r..l. de solucion amortiguadora de pH 6.13 con lnhibidores de 

proteasas {ver parte 5) para postcrion:iente obtener proteinas 

solubles de acuerdo al protocolo de sonicacion y extracción con 

detergen~~s (parte S.A.). 

La cantidad de radioactividad incorporada a los componentes 

solubles (expresada en cuentas por ~inuto o c.p.m.} se determino en 

al1cuotas de~. ul. de los sobrenadantes finales contenidos en tubos 

de poliE'stireno, utilizando un contador autottatizado para er.iisiones 

g3~~ .. , {f3c\.:in-d, modelo 5230). Los extractos solubles fueron 

a.l:::.:.cen3JClf;. en viales de ploi::o a -2o'c para su siguiente anAlisis 

{'!" t~r·,1c-~~ d~ sn.'-P>.G'f y densitot:'letr1a y en ensayos de IPP. En 

ar,bQ~ Cíl::=.0s la di"tección de !as proteínas radior.arcadas se efectuó 
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por autorradiogra!ia indirecta (Anexo :) . LOs geles planos 

unidimensionales fueron secados con calor-vacio (secador de geles 

planos Bio-Rad, rnodelo 224) y expuestos en obscuridad a peliculas 

para rayos X de 20 x 29 cms. (Kodak x-ornat XK-1) en cassettes 

especiales equipados con pantallas intensificadoras de teflón

tungstato de Calcio (Dupont Lightning Plus GL) a -7o0c por espacio 

de tiempo deteroinado eJ:1piricatr1ente. Los autorradiogra~as se 

obtuvieron revelando las pcl1culas scgün las especificaciones de 

los proveedores (Anexo 2). 

t. Infección experimental de jerbos mongólico& con trotoso:ítos 

d• ~ ~. con el t1n de poder evaluar el curso longitudinal 

temporal de la infección en jerbos con el protozoario, se 

realizaren experimentos de desafio oral en apego al protocolo 

er.i.pleado por Seloscvic y cols. (1983). Los animales con las 

caracteristicas y tratamiento previa:i.ente descritos se dividieron 

en grupos de 5 jerbos, do tal ttanera que la suma de los pesos 

corporales entre cada grupo no difiriera en ~ás de 2 gracos. Cada 

jerbo se alojó 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 retiró el alimento pero 

no el agua a los animales. Esto facilitaría el establecimiento 

inicial del parasito. 

Se cosecharon, contaron )' ajustaron trofozoitos viables de ~ 

.l.Ar.blia de awbas cepas a una concentración de 1 x lú! c~lulas en 

0.2 xnl. de Ps...;:; f"'steril, lo cual cons~it.uyo la dosis~ .Qá. y que se 
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administró A los jerbos v!a int:.rag.\strica r.:e.:liante una jeringa 

p!astica ~stéril adaptada con una canula roe~~:i~3 de ~~libre 19 

(Popper t Sons, lnc.). Generalm~nte, la dosis d~ dcs3tlo referida 

se t.uvo que aplicar bl'l.jc condiciones de anestesia con éter, 

verificandose desrucs lft rC>cuperación del aninal. Los jerbos que 

sirvieron como contrulos rúcibieron 0.2 rol. de PB5 esteri1 co~o se 

ha indicado. A partir de ese i.\OJr,ento se permitió a los anirnalE"S el 

acceso librr a agua y ~lime~to. 

'.a. Monitoreo del patrón de expulsión de quistes en 

au••tr•• teoal••· El cs~able~imicnto de la infección en los jerbos 

desafiado$ se verifico p~r m~dio de exAmenes coproparasitoscópicos 

realir.:t.dos en deyecciones recolectadas individualr.ientc a los 

animales durant.e un t-ie.r..po aproxiTllado de 2 hrs. lgencralment.e de 10 

a 12 A. K.), o'bservanj,o un intervalo de dias entre las 

coproparasitoscop1as. El aserrin fue retirado de las cajas de los 

gerbils por el periodo ind1cbdo, la~ ~~as~ras fecales redondas se 

colectaron eri Villles de vidrio de 20 m.l. previamente pesados y 

esterili:adoE" en autocla,•e, )' se calculo el peso de la :nuestra 

obtenida en cada caso. El contenido de los viales se procesó de 

inmediato o tras alm~cenaje a 4cC por un~ noche con alguna de las 

tecnicas que siguen: 

t .. -..1. Flotación con eulfato de 1line (T9cnica de Faust. y 

col s .. , 1939). Se prep::tro una suspensión de la lt'.uestra en 10-15 

veces su volur..c.n en agua bidestilad3.. L.\ suspensión se filtró al 

tra:\•é:• de 2 capas de gasa hüine~:i en un eir.budo sobre un tubo de 

ensayo da ::..:i- ~ l\'I) w.m. Se agregaron de 1-: ml. de ét.er dietilico 
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para remover l 1pídos. El tubo se tapó, se agitó por inversión 

mecdnica ali\·!.~~do preslon interna y se le adicionó agua hasta 1 

cm. por dcb3jo de su borde. t...~ :c:cla se centrifugó a 2500 R.P.M. 

durante 45 segundos {centrifuga clínica) y se removio el 121aterial 

sobrcnadantü por decantación. Tras una nueva adición de 2-3 ml. de 

agua y agitación manual, el tubo fue llenado con agua hasta 1 era. 

por debajo del borde y se centrifugó en las condiciones citadas. El 

sobrenadante se descartó y se agregaron a la pastilla de 2-3 ml. de 

una solución de sulfato de Zinc al 33\ p/v (~nexo l) con posterior 

resuspension de la pastilla y adición de mas solución de sulfato de 

Zinc suficiente para llenar el tubo, el cual fue centrifugado a 

2500 R.P.H. por espacio de 2 min. Fin~l~ente se toDaron muestras 

del ~aterial flotante en la superficie del sulfato de Zinc adosando 

a osta un po1-taobjetos, se le agregó una gota de solución yodada 

(lugol, ver .Anexo 1) para colocar c~breobjetos y contar bajo 

:icroscopio óptico {Olympus BOl) en ob~etivo de 100 a 400 aumentos 

los quistes de &..&.. ~ rescatados de las heces. 

t.a.2. Soporte 4• 1acaro1a o.15M. Este aétodo fue reportado 

exitosamente por Bingham ~ Al..i. (1979) por lo que se empleó en el 

presente trabajo. La muestra fecal se machacó en aproximadamente 5 

ml. de agua bidestilada con mortero ')' se filtró por una malla de 

Nylon de apertura cercana a 620 uin. para remover particulas 

grandes. Se colocaron (estratificaron) cuidadosa~ente de 3-5 ml. 

del filtrado sobre 3 ~l. de solución de sacarosa O.SSM (Merck grado 

ultracentrifugación) con un~ densidad relativa de 1.11 y contenida 

en un tubo cónico de vidrio de 15 ml. en baño de hielo. El tubo se 
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sometió a centri fugacion a 600 x g por S min. a TA (Centrifuga 

Bcckman T.J-6). l....'l interfase agua-Sacarosa se removió por aspiración 

suave con pipeta Pasteur. se diluyó 1:10 v/v en agua bidestilada y 

se centrifugó segun el formato anterior. El sobrenadante se removió 

con pipeta Pasteur y la pastilla se resuspendió en 3 ml. de aqua, 

con la final ida. d. de vol ver a estratificarle sobre 3 ml. de sacarosa 

o. B5M helad.'l y centrifugarle como se indicó. Se extrajo nuevamente 

lA intcr!As~ agua-sacarosa, se le diluyó 1:10 v/v en agua 

bidestilada )' se le centrifugó iqualmente. La pastilla final fue 

resuspendida en un volumen pequeño de agua bidestilada (p. ej. 100-

500 µl.). Los quistes semipurificados se cuantificaron 

microscópicamente y, analogamente a la técnica anterior, se calculó 

el numero de quistes por cada gramo de muestra fecal colectada. 

9.B. Obtención 0• auestras aéricaa. Se revisó el curso de la 

inmunidad en los jerbos experimentales utilizando muestras de suero 

individualmente colectadas a intervalos semanales después del 

dasafio inicial. Los animales fueron anestesiados en una cámara de 

éter y se les extrajo sangre por medio de punción periorbital del 

ojo (comisura ocular) con pipeta Pasteur de S y 3/4 de pulgada de 

longitud y punta limada. I:l volumen de sangre recolectado fue de 

l~0-~00 µl. cada ve=, mismo que se transfirió de inmediato a un 

tubo Eppendorf de 0.5 ml. para separar posterionoente el suero con 

incub3ción en baño a J7ºC por 30 min. y centrifugación a 2500 

R.P.M. duran~e 10 min. a 4°C. Los sueros se almacenaron sin adición 

d~ .:-.:.r.sc;rv:i.;!o::."Cr; 3. -:!c0c h!!.St!i su uso. Colateral~ente se comprobó 

l3 t~tal r~~u~~racion d~ los roedores. 
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9.c. Viqilancia del p••o corporal. Como un monitoreo 

adicional, se pesó a los jerbos individualmente (báscula para 

animales Oh~us) cada tercer dia después del desafio con los 

trofozoitos de ~ .l.Amhl..iA, justo antes de recolectarlas muestras 

fecales como se especificó. 

10. Desarrollo d• enaayoa para •l inmunod.iaqnó•tico de 

Giardiaaia olinica y experimental. En esta parte del trabajo, la 

implementación de los distintos ensayos serológicos para muestras 

a partir de humanos y animales experimentales requirió la 

estandarización de las concentraciones óptimas de los reactivos 

tanto químicos como biológicos a emplear; no obstante, fue preciso 

preparar en el laboratorio el reactivo inmunológico cuya 

elaboración se describe en el siguiente formato: 

10. A. Preparación de un conjuqado d.• Inmunoqlobulina• (Iqa) de 

conejo anti-19• de jerbo acopladas a peroxidaaa de rÜ>ano. En 

primera instancia se procedió a purificar las Igs a partir de 

muestras séricas colectadas de varios jerbos sanos como se mencionó 

en la parte 9. B. Los sueros en su conjunto fueron sometidos a 

precipitación salina con una solución saturada de sulfato de amonio 

[SSSA] (Garvey y cols., 1977). Brevemente, en un recipiente con 

agitador magnético y en baño de hielo se mezclaron l volumen del 

pozo de sueros con l vol. de SSSA (sulfato de amonio 40\ p/v, pH 

7.4j agregada gota ~gota y se dejaron por un lapso de 1 hora, para 

centrifugar después a 12,000 R.P.M. durante 20 min. a 4Cc 

(centrifuga sorvall, rotor SS-34). El sobrenadant~ fue descartado, 



el precipitado en tanto fue disuelto en 3 vals. de PBS Y dializado 

elt:tensivamonte contri! PP.S. La ca.nt idad de Iqs solubilizadas se 

t!eterminó con el ensayo modificado de Lowr)' {Dulle}r y Grieve, 1975) 

y el materi~l fue alm~ccn~do A -~o0c. 

F.l siguicnt.c paso implicó la obtención de lgs contra las Igs 

preparadas. Para tal propósito s~ inw.uniz6 un ~enejo Nueva Zelanda 

adulto empleando como dosis las lgs de jerbo a una concentracion de 

200 µg~ en 500 µl. de una emulsión formada por adyuvante completo 

de Freund {FCA., Gihco Laborat.ories} y PSS tnezclAdos volumen a 

volumen. Esta dosis se administró al animal primero por v1a 

intramuscular y se repitió 1 semana después por via subcutane.a. t:n 

las s~mAnas 2 y l posteriores al primer inoculo se aplicaron 2 

re!uer~os via s.c. y en la 4a. semana uno 1!13.s por v1a 

intraperitone~l; p~ro en ést~s 3 Ultimas ocasiones el in6culo se 

preparo con adyuvante inccrnploto (FlA, Gibco). Se dejaron pasar de 

l a 2 semanas mas parA obtener muestras de suero mediante punción 

en la vena marginal de l.a oreja del conejo, las cuales fueron 

probadas en cuanto a la presencia de Igs contra Igs de jerbo (A9) 

si9uiendo la t:écnica de doble irnDunodifusión seqUn Ouchter-lony 

{1968). cuando se logró un titulo sérico satisfactorio, se sangró 

completamente el animal po1· punción cardiaca, se le sacrificó por 

sobredosia de éter }' por su p.arte se separó el suero para 

precipitar las Igs óa ¡;:,jr,cjo f!nri-lgs de jerbo con SSSA. Esto 

Ultimo se re~li~o en la maner3 previamente descrita i~plicando las 

siguientes variantes: se mezcló l vol. de suero+ 2 vol. de PBS ~ 

3 vols. de sss~ por 30 :in. a 4ªC, se r~suspcndio el precipitodo en 



3 vols. de PBS, se precipito nuevamente JO min. con 3 vols. de SSSA 

y el precipitado se solubiliz6 en 0.5 vols. de PSS, siendo después 

dializado y cuantificado. Se ajusto la concentración final a 5 mg. 

de globulinas/ml. de PBS. 

L8 conjugación de las Igs con peroxidasa de rábano (HRP) se 

hizo aplicando el metodo del glutaraldehido en 2 pasos (Avrameas, 

1969). El procedimiento se basó en una primera etapa de activación 

de la HRP: 10 mg. de HRP (RZ 3.o, Sigma Chem. Co.) se disolvieron 

en o.z ml. de PBS O.lM 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 requisito preservar la HRP de la luz. Para 

remover el glutaraldchido en exceso, la solucion se dializó contra 

solución salina fisiológica {SSF, que consta de cloruro de Sodio 

o. 85\ p/v) y se aforo con la :nis::'l.a. a l ml. Este volumen de HRP 

activada se ~ezcló con l ml. de la solución de globulinas y O.l ml. 

de amortiquador de carbonatos 1K pH 9.5 {carbonato de Sodio 0.13M, 

bicarbonato de sodio 0.37M) los cuales se reaccionaron durante 24 

hrs. a 4°C. Posteriormente se agregó O.l ml. de lisina o.2M fresca 

para enmascarar los grupos activos de la HRP que no reaccionaron 

con la proteina por un espacio de 2 hrs. a TA. I...:ii mezcla se dializó 

una noche contra PBS y el material resultante fue precipitado 

agregando un volumen igual de SSSA. El precipitado se lavó 2 veces 

con solución scmisaturada de sulfato de amonio y se resuspendió en 

: ~!. Ce PB~, solucíon contra la cual fue nuevamente dializado en 

fcirma exte-nsiva. El conjugado se centrifugó a 15, 600 x g por 30 

niin. (centrifuga Eppendorf) y el sedimento fue descartado. Al 
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sobrenada.rite t>e le adicionó .BSA ( frac¡;i6n V de Cohn) hasta una 

concentracion de l\ p/v como estabiliiador y se le filtró al través 

de una membrana de 0.22 µm. de diámetro de poro (filtro Millipore 

GS). El preparado final se almacenó en al1cuotas de 20 µl. a -20°c 

protegido de la luz, y su actividad fue estandarizada en pruebas de 

ELISA e ínmunoelcctrotransferencid. 

Como dato adicional, los siguientes conjugados: de Igs de 

cabra anti-lgs de conejo (lgA+IgG+IgM) y de Igs de cabra anti-Igs 

da humano (IgA+IgG+IgM), ambos acoplados a HRP, fueron adquiridos 

comercialmente (Cappel Laboratories). 

10.B. Ensayo del Inmunosorbente acoplado a !:nsima (!LISA.). Las 

Igs contra !;i_._ ll!m.Ql.i.d presentes en sueros de pacientes y animales 

experimentales fueron detectados empleando un protocolo de ELISA 

indirecto basado en el que reportaron Engvall y Perlmann (1972). El 

Ag soluble de trofozoitos se :icopl6 a la~ p3rc::!es de los pozos de 

una placa de poliestireno p~ra microtit.ulación (Dynatech Immulon) 

en una concentración de 10 µg. por ml. de amortiguador de 

acoplamiento (carbonato de Sodio 15 mM, bicarbonato de Sodio 35 mM 

a pH 9.6) con incubacion por una noche a 4"C. Los sitios donde no 

se pegó el Ag fueron bloqueados llenando completamente los pozos 

con PSS que contenia BSA al o.5, p/v y twcen 20 al 0.5\ v/v durante 

30 rnin. a TA. Se hicieron 3 lavados a los pozos de 3 min. cada uno 

E.:mplcando PBS-T (t .... ·een 20 O. 5\ v/v en PBS}, se adicionaron de 

inmediato los sueros bajo prueba diluidos adecuadamente en PBS-BSA

t~een (200 µl./po=o> y se incubaron las placas por 1 hora a J7°c. 

Los cornplcJOS Ag-lg se lavaron 3 veces con PbS-T en las condiciones 
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r6p~~!!ic~d~~- El conjugado cor1u5~~~~1r~Te (una 2a. Ig acoplada a 

URP), di lu1cto convc:-nient:ement.c en PP.S-t"SA-t•c~n, &e a9reg6 en 

cantidad iguft.l n la diluc1on del suc•o y las placas se dejaron a 

l?ºc durante l hora, tr~s lo cu~l sa rcpitirron los 3 l~vados con 

PI\S-T. A cad."!: pczo SC' .,dlcion~ron ~ce ;.l. de solu1..~ión fresca dé 

substrato Cpt1.rCnddo d~ Uidr~t"!no ü. O)\\'/\.' y o-fenilcndiamina 0,04.\ 

p¡v en .amortig\indor de acü1:o c1tr1co 0.1>-!:-difof'..!ato de Sodio 0.2M) 

con objeta de desarrollar la r~3ccion d~ h1dr~liRl$ del substra~o 

(b:p,,,ric1on de..~ u:; cc.1or .'lm."Jri l lo '°' n.2ra:"ija dcb.idc al indicadDr) a TA 

en un tit>it.po de 10 lt lS min. !:n su c.,~;.:::, l.'! ri'ac.::::ion se- detuvo con 

la e.dicjon dí' acid~'). sultU:-ico 2.S!-1 (~O ~l·,··pozo). Los controles 

utilithctos consistieron en A~oplar el Ag relacionado a la 2a. Ig

HR'fl, incubarlo sin sut!ro y revelarlo co01 e! conju.1a.do respectivo 

(contr-al posi'tivo) o bie-n acopl.'lr el .t..g de ~ l..an_b-1..il!, incubarlo 

sin suoro }' rc:vel~rlo con e~ cvnjugactc correspondiente: (control 

n~qatlvo). !~densidad optica para c~d~ pozo se registró a 492 nm. 

en un esp~~trofot6metro para placas de ~icrot1tulación (Minireader 

ll, ~ .. natech l..'\bortt.tories). 

io.c. Inmunoaleot~o~ran•fer•ncia (IET, Western blotting). Los 

cuir.panentes de los extracto¡; solubles de fu ~ que pueden ser 

roconoe:idos. por Abs espc.:::í f icos pr-escntE--S en l.as nueRt.ras séricas 

se caracterizAron con el uso del ensayo de II:T en .'.!.cuerdo al lné'::odo 

d~ TO\i;l.,in y cols. (1979' con r.!C'difich.cioncs hec!':ias por Ha.n!! y 

cal s. (lSlS='' y PcXkala-rlagan 'j' i::uoslat.hi (l9S2}. I:l :ormato se 

bAfl..;'1 en t.:"".!\;:sfi"rir protein.'Jis sep3.rajas por SDS-f-A.CE desde un gel de 

pol.iA.::rilarr:id.:"1 ·"'un PArcl de nit.:·.:.C""elul~sa (NCi-J '-'·íl·~~c.~:-.dc un can.pe 



P1~c-trirl", y t:on una tira de este papel la reacción Ag-Ig es 

hicieron geleG. pn~P-'-r.''ltivos con la parte reGolvedora. de 5-15\ de 

ca!'iO se u&ó un pf>ine cie-go (de peto unico) ('n el que se cargaron 

l:'O ¡.g. d~ l\g f;O)uble dc-1 par.".l~lto po:· .. ":r:;, de ar:plit.ud dC'l pozo 

di~melt.os f'n 11.proAitn<'l.damente 500 µ.). de amo;tigu;,dor de !:"iuestra. En 

co.) al o.oono:it p;v (Ane-xo ~). ¡ .. , t.ecnica dt"! SDS-f'/,GE se 

desarrolló como se h~ oxplic11.do, los gel~s se desmon~aron de la 

:.r."t.nsfcrencia de prot("lnd.s (tri::t:1a b.'.\sc :'.5 tr .. ~. glicina 192 ~. 

n.t~t.:'lnvl ::e\ V/\,'), I:n l!\S :::.isr. . .:is. condicirones de imnersion se ::iontó 

un "s~nd~ich" de ltT según el dispositivo mostr3do a continuación: 

~: Gel 5-15\ 
acrilare.ida. 

B: NCP. 
e: Papel tipo 

Whatman 3MM. 
O: Fibra Scotch

Brite.i: 
E: Soporte de 

plexiglas. 

t'trnt 1..:- cte- i.·s~e n-.~ntaji! se cuide qJe el ladc op3co del NCF· 



tt''l ne :·.:.1li:o.() t~n lJO,l cama.r~ esr-f'~'"'la'-. \7::.;,.:-:t:-B1ot, Sio-Rad} 

:.dl'lpti\d.\ n unh f;.~í"ntf· dt• p<">dC"l" .:!e ."l.:tc ;ur.¡::t~raje: (HOC'fer 3L".'ici:--.~ific 

lru"ltrutten.ts, sand-.:-icn fiUtncrg.ido en 

l\fl'lnrtiguador t1t.! rr.'rnsfc~rC'n.::1a y en baño dC! hieJo a 4cC. Dicho 

cori-imJento so et~ctu~ por csp~cio do ~-5 hrs. a lCO voltics (100-

~oa milíampc?·ios). ¡·¡ ~;~nd~1~h fue cic~rcntaJ~ y so ~0rto una tir~ 

de) NCI' par~' ver! T i..:::1r ¡,, carTt:Ct" tran!itc:--cnci~ de prot.f'inas 

utiltrando ~in<icn de nvg10-a1ul jt: ~mido o con tinta india (Anexo 

en Pfü; p:ir 6 hrF-. ·' TA J un.:i ncc::he a .: ·e ce:) pos.tcr1or S?Cado al 

din' j' alm: • .:C'nilt~,1c..:ntri !1 '::!. htis.t:(1 su USC' (dC'-:tro "ie 2 mt'scs). F\',ra 

5u ..:::cntrcnt-11;ción c=in !c.!'> !'~iüros indiv.idu.:üits, el papi!l se corto en 

tir&s de ~, mm. de n.11..::·ho y s ..... i ..... s dcrosito i'n t.ub~~-s dl2! cn5~)'o dP 15 

x 110 mm. con thpOn de rose~. en donde se les adicionaron los 

sueros diluido:.:; en .1 til. de r...:na so)u.:i.!::: ,ic ns.\ 4~ p/v, tritón x-

100 0.04\ V/V, sos: D.~\ fl/V y SUC'!'O bovino al. lOt. V/\.' cin PBS. L3 

re~cción se lncub~ J hrs. a 37°c ~n un agitador de balanc~o {Sellco 

Gl~ss Inc.). ~cst~ríormento se hicieron 3 lavados ó~ 15 min. a las 

tiras con i ml. de tritón X-100 l\ v/v en PSS a TA. El ccnjuqado 

convonian:c \un~ la. lg 3coplada a HRP) $C adicionó diluido en 1 

ml. de PBS adic.ion3dv con suer-C'I bO\'lno al. lO\ v¡"v y las tiras ~e 

inc-ub3ron nue-vamente por J hrs. a 37''c. Después de repet.ir los 3 

lA\'."\dos nicnc1~n;i1.dos., J..'!11;; tiras $C re\·elaron con la adic.ion de 1 nil. 

de s~lucion f:-i'!s.:-.i da substrat.o (pcró).;:Ído de Hidrogeno o.ol\ v;v, 

-4-Cloro-1-nn.ft.::.! t'.f\""\ p"V, mct~"ln::-1 16.6\ v/v en l"BS) en agitacion 



en un fondo claro. Los experimentos t~stigo implicaron: incubar una 

tira; sin Ag tr1:1nsfcrdo c~m suero y revelada con conjugado, o una 

tira con ~g transferido incubada sin suero y revelada con el 

conjuga.do (controles ncig3.tivos), o bien una tira con A.g transferido 

incubadt1 con suero de cone)o inmune y revelada con Igs de cabra 

anti-Igs de conejo acoplbdas ~ HRP (control positivo). 

Cuando &e realizaron ensayos de reactividad de los Ags 

transferidos en tiras de r-;:CP ante lectinas acopladas a HRP, éstas 

fueron incubadas en una concentración de l µg./ml. de diluyente 

(i'BS-t....,t•cn :!O Q,Cl,,) por espacio d~ 1 hr. a TA., seguido de J 

lavados de las tiras de 10 min. cada uno con el diluyente sin 

lectina, revC>lando~e li'\ reaccion .Ag-lectina con solución de 

substrato seqtin se ha mencionado ~ntcr::..onncnte. La batería de 

lcctina.s-HRP utilizadr\s (Sigma Chem. co. J incluyó aquellas de: 

~ ~~~ (cacahuate) con afinidad por S-D-Galactosa, 

ftnndcirae., llmplicitol1a BS-I con afinidad: hacia a-o-Galactosa, 

Concanaval1na A de f.t\~ ~~que reconoce a-D-Manosa, 

{!U·~ 1!l1lX {frijol de soya) con afinidad hacia N-acetil-0-

GalactosAmina, ~ ~~~ UEA-1 (argomon) que reacciona con a

L-I'ucCis.a, y :!:ri_t.~ yy.lg_¡u:.li w::;;, (germen de trigo) que tiene 

~!inidad p~r residuos de N-acetil-D-Glucosamina. 

10.0. Ensayo de Inmunoprecipitación (IFP). Los componentes de 

superficie de t.rofozo1tos de ~ 1.runtlil! fueron marcados con 1~¡ 

(apartado ~) con objeto de saber cuales de ellos pueden ser 

reconocidos por las !gs en sueros hur..anos y de jerbos, bajo 

condicioneR de ensayo en que tal~s C04.plejos Ag-Ig son 
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coprccipit~dc~ con una molécula de 3lta atinidad por la región Fe 

.:h.: l., lqG rtH!lo ln es la prote1na }.. acoplada previamente a un 

sof)ortt:t (scfaros" en mlcroperlas). Este cot:plejo terciario es 

escindido y ! in.'l l:1cnte rasuel to por análisis clectroforético y 

A\ltOrr.adioqnH lC1."'I. El ir:~~todo que se ell'.plco en este trabajo 

consi:3tio en un.'\ ,ac1apt3ci6n .:ic aquel descrito por David y cols. 

(l9fl.q. 100 );" 101 c.p.a. de Ag soluble diluido 1:2 con NETT 2X 

(Cloruro de SoJio O. JM, EDT1' 10 mM, tris-HCl O.lM, tritón X-100 

0.1\ v;v a p!l 7.4) se mezclaron con 5 a B µl. de suero sin diluir 

en tubos df"! v1J.rio dt..., 1:' ~ lOCl en:. pre-tratados con un agente 

sili~oni:ant~ (~rosil ~F. PCR ~i'scarch Chemicals, Lnc.). Los tubos 

f'.i' in.:-uharon por unh noche a 4°c en agitador rotatorio, se les 

.agrc-.'.)'ó in,-hvidualmcnte 25 ul. de una suspensión de proteina A

s.efarvsa CL-4!\ (Pnarm!t.cia Fine Ch~icals) !'10' v;v en SSA 6t- p/v en 

NCTT lX (cuyas concentr.acione:;. de cor..ponentes son la mitad del caso 

~X) y se les in.:=u.bó de nuevo a 4flc, ahora por l.S hrs. Las perla~ 

dí' sefarc~a se l:n:ar.:.n conse-cutivamente con: 3 ml. de NETT lX-BSA 

l\ p/v {2 veces), 3 l!ll. de NETT !X-cloruro de Sodio O. SM (l ve::) y 

3 ml. de l\~Tl lX (2 Vf'C'CS}. En c~da lavado se utilizaron 

~entrifug~ciones a =~oo R.P.M. por lO min. a 4°c, siendo rerirado 

t .. 3 ;~ ... ,h:·c:..;-,;,j.ar:':-í' .:-:-in !'ir-eta Fasteur. El corr.plr-jo fijado en las 

perl..,,s se- t-r.an~!iri.:i resuspf!'ndido en el 1unitno volu!Tlen de NETT lX 

~ túbvs !:ppc-nj.:irf ..iC" l.5 r..1. para centrifu~.'!rse a 15,600 x g 

Jl.l:.-anti:- !i m1n_ ~í: rt?rn.:-vía el so'bre?tl'ld.3.:ite y se agregaron a l3. 

'f.•3f7·'til1a 30 ¡...) • .3i' am.:-n.igu:ld.:ir de ?Duest.ra para SDS-PJi.GE. Las 



min., seguido de la adición de 1.5 µl. de S-mercaptoetanol. Tras 

hervirles l min. más, las muestras se volvieron a centrifugar y el 

sobrenadante (que contiene los complejos Ag-Ig liberados) se cargó 

en los pozos do geles planos verticales de S-15\ de acrilar.iida en 

la :ona resolvedora. Estos geles se procesaron para electroforesis 

y autorradiograf ia indirecta co~o ya se menciono. 

11. M&todos estadísticos. En el presente trabajo se emplearon 

análisis de regresión 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 que se requirió la comparación 

estadistica de varios grupos de observaciones, se realizó el 

ancilisis de varian:::a y pruebas de hipótesis tipo t de Student y F 

de Fisher. Para tal efecto, se asumió que los datos obtenidos se 

ajustan a una distribución normal y que las conclusiones 

estadisticas inferidas tienen por lo menos un 95\ de confiabilidad. 
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IV. RESULTADOS 

El conocimiento de la complejidad da un parasito desde el 

punto de vista biológico requiere la caracterización de sus 

diferentes componentes. En este sentido, el análisis de las 

biomoléculas potencialmente inmunogcnicas en ~_gj.J\ ~ 

constituyó una estrategia inicial en el presente trabajo. 

1. CULTIVO DE TROF020ITOS DE ~..iJ! .l_J.m_b_liI. Las cepas P-1 y 

WS fueron cultívadas axCnicamcntc en lncdio TYI-S-JJ como se 

describió en Material y Métodos, no detectándose diferencias 

relevantes cm cuanto a la velocidad de multiplicación de los 

or9anismos de ambas cepas, en función de las detenninaciones de 

conteo celular iniciales y finales durante el cultivo. 

Generalznente, la fase logaritmica tardia de crecimiento fue el 

momanto elegido para cosechar los parásitos y se alcanzó 

prActicamente a 1a9 72 hrs. de incubación. El porcentaje de 

viabilidad celular fue cercano al 99\ de acuerdo con la prueba de 

exclusión del atul de tripano (Anexo 2). Por otra parte, en la 

determinación de conteo de parasitos se encontró un rendimiento 

consistente de aproximadamente 60 x 106 trofot.oitos por cada 

botella con 50 ~l~ de ~edio de cultivo. 

2. EFICIENCIA EN LA OBTENCION DE A!l'l'IGENOS SOLUBLES TOTALES, 

SUBCELULARES y DE SUPERFICIE RADIOMARCADOS. Para cuantificar 

confiablernente el contenido proteinico total en los diferentes 

extractos de~ li\r.,blia, se siguió el protocolo que incluye el uso 
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del re3ct.1vo de fcnvl segun Folin-Ciocalteu (Lowry y cols., 1951) 

combinado a la ad1cion de 50$ que perrnitio eliminar la 

interferencia por otros detergentes presentes en las muestras 

(tritón X-100 y NaOOC). Como patrón de calibración se utilizó BSA 

(5 a 100 µg.) y los datos espcctrofoto~étricos confluyeron en una 

alta correlación {r2~99.5\) para las variables x=µg. de proteina, 

y·A~o· La curva se ajustó a la fórmula y=mx+b, donde m~o.003 y 

bi:=:O. 02. Como b fue diferente de cero, se sugiere que el método 

presentó baja sensibilidad a concentraciones de proteina más altas 

o bajas de las manejadas, por lo cual se recurrió básicamente a 

valores intcrpolables de las muestras problema. 

Los componentes solubles totales y subcelulares en los 

trofoioitos de G...a.. ~ se pudieron cuantificar adecuadamente en 

las condiciones especificadas arriba. Debido a que se emplearon 

tanto una serie de técnicas de lisis celular (sonicación y 

congelación-descongelación), de solubilización de proteinas totales 

(dos detergentes y un solvente orgánico) y de compartimientos 

cspccificos del parásito (membrana, citosol y citoesqueleto), se 

compararon los rendimientos totales y relativos de los métodos 

empleados para extraer proteínas. En la Tabla l se muestran los 

valores promedio x : la desviación estándar s para cada método 

ensayado. En función de los datos que se obtuvieron, el análisis 

cstadistico de varianza demostró que: (a) la adición de cualquier 

agente solubilizante se correlacionó de man~ra significativa con 

mejores rendimientos en la extracción de proteinas (P<0.005) y no 

dcp~n~HC- del procc~o de lisis celular ni de~~ ce;-:! utilizada, y 



(b} los detergentes triton x-100 (no iónico) y NaDOC (aniónico), 

as1 como el solvente orgánico acido acético proporcionaron niveles 

de eficiencia equiparables: sin embargo, los valores que se 

tuvieron empleando NaDOC fueron constantemente menores a aquellos 

obtenidos con los otros dos solubilizantes. El uso de tritón X-100 

convirtió rendimientos consistentemente mayores combinado al método 

d~ lisis por sonicación en comparación al de congelación

dcscongelación, aunque este Ultimo método fue mAs eficaz en 

ausencia de solubilizantes. Para estas observaciones no se 

determino una diferencia significativa en el an~lisis de varianza. 

Con rospccto a !a motodologia implementada para fraccionar y 

enriquecer algunos ant1genos solubles de G..... l.Aml2.l.iA, los resultados 

tueron reproducibles empleando n\l.meros de trofozo1tos variables (de 

lSO a 400 ~ 106) y los datos claves se resumen en la Tabla 2. La 

fracción denominada "Membrana" presentó cantidades de prote1na 

ligeramente mayores a la fraccion ~citoesqueleto", en tanto que la 

fraccion "Ci tosol 11 presentó cerca del 70' de la prote1na total. 

Estos datos se observaron tanto en la cepa P-1 como en la cepa WB. 

Por una parte, la estrategia experimental que se siguió en este 

caso permitió solubili:ar en forma completa todos los componentes 

proteinicos del trofozoito, y por otra parte el rendimiento que se 

obtu\•o fue optimo en relación a los métodos descritos 

anterionnente. De esta !orma, se le toci.ó como referencia para 

calcular la eficiencia relativa de aquellos, asi como para 

determinar la c.antid."ld de prot.eina por cada trofozo1to de Si.:. 

1._a~i.o_. Tomando en cuenta este criterio, se estimo un contenido de 
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aproximadamonte 90 pg. de proteina por célula con una variabilidad 

meno1- al 1.5\ t'l'abla .2), adc::.1s de que el rendiudento relativo de 

los diferentes metodos de obt.encion de a:i.tigeno soluble total 

osciló de un 67-83\ cuando se utilizó algún solubilizante, y fue de 

un 4.1-50\ al o!cctuar la lisis celular en ausencia de dichos 

agentes (Figura 3). 

La determinación de la eficiencia de extracción de antigenos 

radiomarcados se llevó al cabo de manera semejante. Se marcaron con 

1ts1 los componentes de membrana celular de trofozoitos de ~ 

~ mediante la técnica de la lactoperoxidasa (ver Material y 

Métodos). La eficiencia en el marcaje selectivo de la superficie 

del parasito se basó en el hecho de que el catalizador de la 

reacción de iodinación en el sistema, la enzima lactoperoxidasa 

(P.M. 78 kd), no puede atravesar metrJ::iranas celulares intactas. Por 

otro lado, no hubo daño aparente a los trofozoitos, ya que su 

morfolog1a y motilidad permanecieron normales y la viabilidad de 

éstos fue cer~ana al 95\ segun se detennin6 por la e~clusión del 

a:ul de tripano. El ultrasonido (sonicación) fue el ?11étodo de 

elección sobre la conqelaci6n-descongelaci6n por razones prácticas 

solamente. Además, el uso de detergentes evitó el empleo de ácido 

acético dada la alta afinidad de los pri111eros por solubilizar 

componentes de tllembrana. Considerando los valores presentados en la 

Figura 4 se pudo inferir que para las 2 cepas hubo un rendimiento 

reproducible de solubilización de componentes 

radioiodinados cuando se adicionó cualquiera de los detergentes 

iP<O.OOl't>). l\s1, el detergente tritón X-100 solubilizó 



constantemente una mayor cantidad de protE'!inas marcadas que el 

NaOOc: pero sin alcanzar la signi ficancia en el análisis de 

varianza. Por consiguiente, los detergentes utilizados tuvieron una 

alta eficiencia en extraer especificamente biomolCculas de la 

membrana del trofozcito. 

3. JJ(J.LIBIS DE COMPOWEllTES AllTIGEMICOS 1:11 TROJ'OZOI'1'08 DE JL. 

~. 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 significativos con base en criterios cualitativos y 

cuantitativos. 

>.1. Caracteriaación Blectroforética. Con el objeto de 

analizar los antigenos solubles de trofozoitos de ~ ~. se 

establecieron las condiciones electro!oréticas e~perlmentales más 

adecuadas y confiables. Para ello se utilizaron geles de 

poliacrilamida al 10\ y en gradiente del 5 al l5t del mon6mero en 

acuerdo a lo descrito en la parte metodológica. En la Figura 5 se 

ilustran los resultados obtenidos. En 9eneral, los qeles con 10\ 

de acrilat11ida proporcionaron una curva de calibración de masa 

relativa (Mr) de fórmula y==mx+b {llli:::-0.96, b==i5.l, donde x=R1 , 

yi:alog10P.M.) CU}"O nivel de correlación fue alto (r2=96. 5\ a 99\) y 

para los electroforetogramas con 5-15\ de acrilamida se obtuvieron 

curvas con ma)'Or confiabilidad cr2::;99.4\., en donde m:::;-1.30, 

b=S.45). Otro punto importante fue el hecho de que se observó una 

·mejor definición en las b.:snd3s de prot.eln<l "individuales" en el 
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TABLA l. Eficiencia en la obtención de antigenos 
solubles totales de trofoz.o1tcs de ~ 
~ ernple~ndo diferentes métodos. 

LISIS CEWLAR 
SOHlCAClONA CONG. /DESCONG. 5 

CEPA 

P-l 

WB 

SOWBI
LIZANTE 

TX-100 

NaDOC 

CH3COOH 

TX-100 

NaDOC 

CH3COOH 

s 

l. 93 0.11 

3.60 0.46 

3.07 0.19 

3.69 0.18 

l. ~6 0.13 

3.68 0.29 

3.09 0.33 

J.70 o. 29 

. Promedios de los valores obtenidos • Promedios de los valores obtenidos 
TX-100: Triton X-100 al 0.5%. 
NaDOC: Desox:icolato de Sodio al a. 

acético. 

s/x 

o.os 

0.12 

0.06 

o. 04 

0.07 

o. 07 

0.10 

o.os 

en 
en 

CH1COOH: Ac.ido 
Numero de celulas empleadas: 50 X ice, 

X s 

2.22 0.09 

3. 09 0.42 

3.0~ 0.11 

ND ND 

2.23 0.31 

3.07 0.14 

3.08 0.22 

ND NO 

experimentos. 
experimen!.os. 

Los datos se expresan como r.ig. de proteína total. 
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0.04 

0.13 

0.03 

ND 

0.13 
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7AB1.J,. •. Eficiencia en la obtencicn de antigenos 
subcel~larcs de trofo1oitos de 
;;_... 1-a.I',!>J_j_,; • 

CEPA 
! r-1 WB 

fR.ACC!OH Mo es Ce Me es Ce 
--------~ 

" 6.BB 24.42 4.96 6. s.; 24.75 4.39 

o. s.; 1.20 0.10 o.:.; 1.11 0.40 

s/x o. 07 o. 05 0.02 0.03 0.04 0.09 

l P.T. 1B.9S 67.3) lJ.69 19.33 69.36 12.31 

rroteln~ 
por celula 90.67 l. 3") pg. 89.22 l.16 pg. 

t~s da~os se ~xpresan como ~g. de proteína calculados para un 
n~~cro de .;~J x iot celulas. Se préscntan promedios de los valores 
~b~cn1dos ~n ~ expc~irnentos. 
~e: Me~brana, es: Citosol, Ce: Citoesqueleto. 
\ P.T.: P~r ciento de la Prote¡na Total {.I:Me-c~-Ce). 
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FIGURA 3. Eficiencia relativa de obtención 
de &ntiqenos solubles 4e .G..t. ~_§ 
emplean4o 4ifarentes métodos. 

Proteina/50xl ot. 
(1"9·) 

P.ETOOO o l. o 3.0 
~ .... ·~~-...<:."""""'< ..-'-----' L 

Ho•Cs1 e~ 

Son 

Son--tTX-100 l:c:~~~m Son•Nl\DOC 
1 

Son+CH1C"OOH 

C/O 

C/O<tTX-100 ~~!~ 1!!!~-1e_1~11 
c,1p ... 1.;.;iroc -~~~~ 

'----

5on:Sonica.:-ion. 
C/D :cong~l l'lciein-Dc!:=.conge l .'\cion. 
TX-lOO:Trit6n x-10~. 
Nari....;c:~~sc~1.:-0lato de ~ojio. 
CH1C'OOH: A:- :ido ,'\CCt i co. 

céls. E.R. ('J 
CEPA 

5.0 P-l WB 
= 

1 

100.0 l00.0 

42.6 4l. 7 

1 

79.4 82.5 

67.7 69.3 

! 
Sl.4 82.9 

49.0 so.o 

J 66.2 66.6 

67.l 69.0 

M..:"'-tC.s<1Ce:l"rot.eln3. tot:al {:m.g.) obtenida en las tracciones de 
1".cmt-.ran!\, Cit:osool )' Citoesquc-.lcto. 
!:.R.{\) :r:ficie-ncia rC"l.'\tiv.;,. en referencia a Me+Cs-tCe. 
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SOLllBILI:ANTE 

son 

So:i•TX-100 

TIGORA 4. Eficiencia en la o~tención óe 
anti9enos radiomarcados de 
tro!ot.oitos de ~....!,_ ~ll· 

c.p.m. de '~I ),'. 10· 3 
en 5 µl.• 

10 :!.O 

c.p.m.de 1ZS¡x10·6 

en sox106 céls. 
P-1 WB 

J.224 2.952 

S.529 5.294 

4. 639 .: • 661 

·valores promedio : desviación estandar en J experimentos. 
Las at.rcviat.ur.as son se::icjantes a las de la Figura J. 
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decreo('nto en l.; nit.idcz de l.,s b.'\nd3s localizadas por d~bJ.JC de 

lc'>s 4ó Kd, y ~l r.'\nqo dC" f>K .:iett.'Ct.""do para l.'ls prote1nas ~epa.radas 

so1o .'lr><'HYó dt:! le.:; 10 3 1os i=-o Kd. En l.:'!! tdsr. •. , Figura se presentan 

los p.'\tror.i'."s elt .. .._~tro!cir~ti.:::-os .:ie e>.:t.rac:tos totales cbt.C'nidos por 

sonicacion y e~tr~cc1on ~on detergentes. En cuanto a la separación 

logr.)d,:, c-n el gel "~" (qra.:iicn~e}, se d~mi..:c·stra claramente que la 

red.u..:-tor R-mcrcaptoetanol no afecto 

sig:ni!icativ.•un~nte el corr1i:.iento de las bandas (C'.).."Presado como 

R1). l\unque en este .:-~so S.:? pudieron ot:;c:n.'Ar con mayor in~cnsidad 

v~rios cor.:poncntes minoritarios 3l er..plcar la t.inción con azul de 

Co~ma&$ic. l~s datos anteriores per.:1t1eron seleccionar los 

elcctroforct.ogramas en gra.:iien<:.t:- (con fi-~crcapt..oetanol) como un 

sistema de an~11~is id~~~~ en !e~ siguientes es-:.udios. 

t~s diví!rsos el:":.ractos celul.arc.s prcparad~s se compararon 

direc-tar.ic-nt.e a fin de po;jcr dí"tectar diferencias cualitati\.·as 

(pres~n.:-i~/aus~ncia de banda5) e:1. los co:r.ponent.es prote1n.icos de 

cada cxt.r1'..:-t.o& Lc\s perfiles de proteínas solubles J11ostrados en la 

Figura 6 indicar. un:\ g:-an sin.ilitud en sus co"t'lponentes. en fonna 

ind~p~n;iicntc) d1'l proo:-e.:Hro1~n'to que se exr.ple.:> p3.:.-a prepararlos (con 

r sln dc-tergent.c- 1 y:s sea con soni.=3.:::-ion o congelacion

dc·s.:-.:mgelaci.:m). I:n cs-:.as C-:"lnjici~nes, la .:on:p!e)!d3d en el perfil 



diferencias se notaron en las regiones de 116, 51-58 y 40 Kd. Con 

el empleo de la técnica de sonicación combinada a solubilización 

con Acido Acético se observaron patrones distintos a los descritos: 

cualitativamente, se pudieron visualizar hasta 63 proteínas dentro 

del mismo rango de PM, y cuantitativamente fueron numerosas las 

bandas individuales que presentaron tinción 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 la naturaleza de las macromoléculas 

sol~bilizadas por los detergentes y el solvente orgánico, se empleó 

la tinción PAS. La oxidación mediada por el ácido peryódico (HI04) 

de los grupos glucosilados de las proteínas dentro de la matriz 

electroforética, seguida de la reducción de los radicales generados 

con una solución de fucsina-sulfito, proporcionó los perfiles 

electroforéticos que aparecen en la Figura 7. En estos análisis se 

observó la presencia de varias glucoproteinas en todos los 

extractos celulares preparados, las cuales tuvieron una intensidad 

de tinción variable. El patrón obtenido con detergentes fue más 

expansivo que aquel resuelto con el uso de ácido acético, esto es, 

presentó algunas zonas de "barrimiento" que se pueden correlacionar 

a la presencia de componentes lipídicos densos en el extracto. En 

estos últimos los cornponentes de 55 a 58, 40, 31 y 27 Kd se tiñeron 

fuertemente, mientras que los componentes de 92, 82, 65, 51, 45, 38 

y 22 Kd lo hicieron en fonna mas débil. Al utilizar el solvente 

organico se tiñeron más las bandas de 51, 36, 34, 31, 27 y 22 Kd y 
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con ~eno1· 1ntcr.s1dAd. la& pi.ut~~r .. ,f.; df" ¡:;~, 6!'.l, 55, 4.5 1 Y 38 Kd. En 

el c-.-.i>n da .\lqunas l..,,s pr0t.elr • .:is i.:.t l l i za.C..as .::=.:-;::: r-.=trcadores de PM 

cv.qr. 8..'>A de alt., pu:·e:!..<t y f\-lactogl:-bulina) que no poseen 

re.;¡iünt:-s qlu.:::osilA,-:t.,:<;, no i:.c observo tir,cion r.a.•di.'l.r.tc cst:a técnica. 

t.o l\r.tc)rior indice. :.~ t.•src..:iflC!d.1d de la tecn!cd. dt.., p,;5 en el 

si~.tern~ olcctro!cr~t~co d~sarrollado 3g~:. 

Ccn el fln de die-tc"r.":".iniu· la prcscnt~ii\ de .l.t.\Jcarcs "c)."puestos" 

an lo:'. cor:.¡.·.:-~nant\.·.:; .ar-it:i.q~r.l~0s de l.'\f. : c.:-p.l..5 d ...... ~ l_qr.~, estos 

Si' t:-.11;nstlrh•r.:-ir. a ?~CP y ~f' re.:\11: .. '\rcn ~n~3.yc.s de rcactiv.id.'ld ante 

6 lt-ct.in.'\S .'.'liCcplAd~s a HKP, cuy."1 espe.;i!ic\d~d era conocida. y 

difL!rent€" ier.t.:rll' ',JIU y c.tr3. (ver x~:..c:-111.: l Y.ct.o:!o!"). En la. Figura 

B s.e pu,-..•h~ c~s1H"'\'tn· q\.le 5olapt"ntc la 3.glutinina de g~n:;en de trigo 

{WCñ, con A!1n1d.!'!.j por res::.duos de !~-acct~l-~-Clucos~minal prt)sent6 

afinidh.1 haci;"I. un n.::?:,cro .!.lt.o pp!-.:ndr.:i.:-i.iarocnte 25) de componentes 

l\ntigc.,n1..::us en ¡¡,;:a .:.:;;,.J.:: P-: y \\F\ del f'.'!.ras¡t.::-., y los pat.rones de 

reac-t i v idact :·ueron cu.-.1 l t.:'lt.iv:imcnt~ y .::u.lnti :a ti var.icnt:e semejantes 

entre ~ir.::-.,'\::. ... ~e¡-.;'l.5. Di:":-:.t-:·o de ¡ D$ .. ~onp.:i;ie!'l':-í'~ ::-.. ~5 re-3c:.iv~s !=-C 

enc-ontrAron !tis. de l!>L'I, lJJ, l:>l, s~, 75, 6:-, 55, 45, .;o y 27 1'.d, 

Inii:.nt..ra> que los de :.o:., ;i:, J=-, )l y 2.;. 1'.d, en-:.re et.ros, se 

tiñeron e:n i.:inria t!li"noi:; int~ns.'l. c.:.n las lectinas restantes no se 

~~ncen~ra.::icn de 13 lc=tina en cuest.ion. 

Otra :T!etcd . .:-lc-;~pa de ;:ran ut.il.id.::i.d e.n el estudio fue la 

e~t.r~c~iDn de c~~p~n~n:es subcelulares je troiozoitos 3e ~ 

1-!i.~.t-~~ U~ l-3.s t:·Ac-c:i..:m.:-s ant.igcni..:-~s resu1~.ant-cs tdcnotr.inadas 



¡;.:.·ctr'\nico rclat.iva1:1cnte coinplejo. Sin embargo, éstas fueron 

c.nr1qur.1..:i.la~ co:i~idcrable-ment.e en ciertos compon..:::-.t.cs inriividuales 

(figur., 9). Dt.;nt.ro de un~ ni.i.szn3 cep., se obsl~rvaron numeros3s 

diff•rencí.?is cu.J.lit:."ltivas y cuantitativas entre las 'fracciones 

n.cncionadas. F:n l.'\!" fr."lcciones de "Membrana" la complejidad tue de. 

alr1. .... dC'dor de 2S protcin.'\s, en "Citocsqucleto" de unos 30 

compon~ntes y en "Citosol" de cerca de "º proteínas, obset:Vá.ndosc 

en ll\ \llt.ina fr.'lccion nur..croscs col!'.poncntes minoritarios en la 

t.inción ccin a:ul de Coom.'\ssic. Del ni.isr.io riodo, las fracciones de 

"Cit.osol" no n.ostraron la. prcsí'.ncia significativa de. protcinas con 

P.M. rna~·or ~ q~ 1-:d. En qen~ral, las tr~s fracciones antigénicas 

presentaron corr.ponentes unicos, aunque se detectaron algunos 

~nt1gcnos cor:unP~ e.n 2 o l d~ las fracciones incluyendo diferencias 

cu~ntit.ativas en ellos. 

Con este tipo de analisis, no se pudieron determinar hasta 

e~te punto di!er~nciAs claras en los perfiles ~ntigénicos totales 

ni sut>..:-i'lul:,rcs de las cepa$ f'-l y \.\B cor.iparadas entre si. 

El analisis de antígenos de trofozoitos de ~ ~ se 

rei'il i~o t.!ltr,bien por tr1edio de marcaje de proteínas de 111embrana 

~clular e~tcrn3 del rarasit.o c~n '~I. En l~ Figura 10 se ilustran 

reductora$. Los perfiles antig~nicos fueron practica~ente iguales 

al u~ili:~r o no detergentes en la solubili:ación de los 

conpvncntcs lt.a.rcados co" el isDtopo. No obstant.e, el patrón 

v:i.ectr~fort:>tico se nicd.ificci significat.ivar.iente al adicionar el 

Ó) 



d~ polipéptidos radioiodinables fue bajo (hasta 17 bandas) 

con-.pr.;ndidas entre los 10 y los ::!4.C\ kd. de P.M. en condiciones 

r~ductoras o no reductoras, aunque en el Ultimo caso los 

componentes de P.M. Jnayor a 70 kd. se resolvieron en un patron 

escalonado. Este perfil pudo ser ocasionado por artefactos 

relacionados a un desdcbla<.liento gradu,11 o no co~ipleto de una o 

varias protc.inas complejas, por lo cual se observó tal "efecto de 

escalera". En condicion~s reductoras, las proteínas de 150 a 200 Kd 

(material polidisperso) y S2 ~d se marcaron intensanente, mientras 

que en los componentes de 63, 55, 35 y 24 Kd la incorporación del 

isótopo fue f!lenor. Otros polipóptidos con menor incorporación 

fueron los de 1J3, U!l, 111, 105, 92, 49, 45, 38, 31, 27 y 18 Kd. 

En ausencia del agente reductor, dentro del patrón de radioroarcaje 

los componentes de l?O a 200 Kd (material polidisperso) y de 66 a 

75 ~d se marcaron intensamente, y los Ags de 55, 35, 27 y 24 Kd 

tuvieron incorporacion ~enos intensa que los anteriores, en tanto 

que los ccw.ponentes de 63, 45, ~o. :;1 y lS l\d se TJ.arcaron en !o:n:.a 

mas débil. En la región de 90 a liO kd. se detectaron alrededor de 

10 bandas separadas uni forraemente: entre si y cu}'ª intensidad de 

r.iarcaje decreció confor1:1e el P.M. era r..:enor. Al co~parar los 

patrones electrofcreticos para las cepas P-1 y WB, se pudieron 

distinguir diferencias cuantitativas i~portantes en las proteinas 

de 150-200 (1'70-200}, 51, ~5, 410, 27 y~.; Kd ir.;,plicando condiciones 

reductoras y no reductoras. 

En los estudios de radioímnunoprecipitación descritos 

po::ot.~i.-!..:::-:!.ente, se decidió e:;:iplear la separación electroforética en 



condiciones reductoras en función de los análisis clectro!oreticos 

inic!4l~s {h<\n.,dos en tincion con a:ul de Cool!lassie) y en la 

pr~ct.i~:\ al porfil antiq~nico pre.sentó bastante rt?producibilidarl .. 

No ohstdnt~, los perfiles obtenidos bajo condiciones no reductoras 

t:unbi~n pn:?f>(>ilt.~rcn buen., reseilución, e lncluso, se observo que 

conc•yntrbc.ionf'f' d<" G-m~rcaptoL'"!t<"l;nol m.'\ycr~s .al 10\ v/v con la 

rnu~~stra pueden oe:Asion~r artefacto$ de b.'!rril'fl.iento y dispersión de 

las b.,n,ias d1t protc1na rn3rcad~s con ~;-~1 (datos no r.i.ostrados}. 

t:n virtud d~ la gr:rn complejidad protejnica de los diferente~ 

extractos solubles t"talcs i' con el !in de optimizar la resolución 

de los nds.t;1os, Sí! cr.ip1~.:t 13 tecnica dt? electroforesis 

bidimen&ional. En e-stos ('nSa)•os se ut. i liza ron extractos yor 

sor\i¡,;:¡1.:.io;i y ~xtraccion con ácido acetico en función de la 

cap.,cidad SC'llubilitantc tan extensiva del s..:i!;;c~t<' organico 

{f'racnkel-Ccnr.!lt., 1957). En lo rete.rente a l.a calibracion del 

s.istl!n-.~. í'l uso de :r:.arcadores de los PM !ue Ut.il para el isjuste del 

punto isocll':c~rico (i'l} de los coropon~nt.E>s anali:ados. Los i'l de 

refc.">:rCnC'ia se obtuvieron por consulta bibliografica {Andcrscn y 

Hicknii\n, 1~79) y el an.51.isis d~ r~.;rresion niostró que el protocolo 

dv lt:F' pr~porciono un., curva de calibración de Pl apro>.:in-,3d~ a la 

cxprcsion ).~ca-b).'.-C>..: {A::.7.i, ti.==:-1.0, c~J.s d.::inde X"=Rt• y-=P.I.) con 

un nivel de confiabilidad alto (r2e~9. 5\). Estos dllt.os permitieron 

d~trrmln3r el PI de los componentes de intercs q~e aparecen en la 



5.96 de PI (279-5.96} en la cepa P-1, el cual es casi imperceptible 

en la cep., r:s: obscrva.::iones sir.iilares correspondieron a las 

prote1n~s se~aladas como 133-6.66 y 75-6.iS. En el caso de la cepa 

WB c~istio un conjunto de prote1nas de rM alto (entre 170 y 240 Kd} 

con Pl disperso ¡entre 6.:'S y 5.82} que se observaron en r.:enor 

cantidad en ln ccr3 P-1. 

El er.;pleo de este ar.alisis pen:iitió detectar 2 diferencias 

y otra de )(l-S.4.3 en la cep."\ \\B, las cuales fueron exclusivas de la 

cepa mencionada. El perfil je componentes resueltos en este sistema 

bidi~ensional mostro alrededor de 100 protei~as accesibles a la 

tincion con a:-ul de Coomassic, c:ir.prendidas en un rango de pH de 

4.S a 7.7 en !uncion del ajuste estadistico efectuado. 

3.2. Anii.lieis Oensitométrico. El uso de la metodologia qi.;.e 

involucra la obtencion ~e espectros de absorbencia de cada 

con:p:mentc ant1genico en una ::ne:cla co::::plej3. de ellos, aún en 

cantidades ::iuy ¡:-equc:1as, perr.i:itio detcn:i.!n3.r con precisión y 

reprodu.::-ibilidad las .:H!erer . .:1as en los patrones elect.ro!oréticos 

unidi~ension~les de las cepas de ~ ~ utiliza¿as. Incluso, 

con el ajuste de las ar.-.pl1tudes de lectura fue posible deterP.inar 

confi~blc::;e:-.:.e l~ abundancia porcentual de cada banda prote:.nica 

dentro del extr3cto. De esta ~3nera, en la Figura 12 se ~uestran 

les perfiles ::lcnsit::metric-os pa:r3. los ::.arca:iu:-i:i:s de PX (!"!??-!), y les 

uso de trit~n X-100 (c~pa-T) o ac1do acetico (cepa-A). Se señalan 
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FIGURA s. Analisis electro!oretico de de ~qs solubles total•• de .i...t. 

lam.blia. Trofo:oitos de la cepa P-1 (carriles 1-J) y WB (carriles 
4-6) fueron procesados co:i la tE>cnica de son:icacion y extracción de 
J\g soluble en atu·.e:'lcia de dct.C'rgcntes {carriles l y 4) o con 
adicion de t.r.itón x-100 0.5t {carrilt:$ ~y 5) o NaPVC 2\ (carriles 
J :» 6). l.("ls cxtr;;,c-te>s (9C" ... g.:c.=srril) se resolvieron en gelct: =~:. 
l~~ ~~ ~=:-!:a~!Ja (8~¡ 1'A 1'J o en gel~s con gradiente continuo del 
:. n 1 l !·t de.! l:IQ!)Ó!'Jerc igel "B") y se !;:iñercn con azul de Coomassie. 
R J>;icinifiC-.'! ~ .. "':-:-ir..i~:;:_v l:'n cond1c1ones rcdu:::t.oras {con .8-
rier.::~ptci:7'ti'1.n0l al 5\ de cor..:-t>nt.raci~:i ,-:v ce:~ las r.iuestras) y h-it es 
el c:orrir.df'nto C'n ausencia del ac;c:ite re.·duct.:-r. :..a masa relat.iva 
("!:-~ f'.i:' expr-t:'F;..'l en :.1~lt0.nc-s x 10·!. 
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FIGUR.l\ 6. Analisis oloetroforetico de Aqs solubles totales de Sh 
l._~--1.i.4 obteni6os por diferentes métodos. Las ~uestras antigenicas 
se separaron en geles de Poliacrilattida-SDS con gradiente del 5 al 
l5i del r:ionC"<rní"rC'. A cada .:-arril se aplicaron :::9o µg. de proteina y 
s~ tiñeron con a:ul de Coorn3~sie. Se indica en la parte inferior la 
cepa ,:kl p3.r..1s.!to y i'n la p::t.rte superior 1.:ics mCt.cdos Cf.Je involucran 
s.:-.n1c:-.:1H:1on ~c-arr1les. A-O) o ..:ongelacion-dt::"'- .. ~.:-ngt!ld..::i .. :m {carriles t:
G). A, ~:1 pri:-$encJa de a.::1dc acet.ico; S 'l' E, sin agent.e 
:i;)lut,1li:ante; C y T. cc,;-i !.:.-itcr. :x-:.j.J O.Sl; O y G, e:-. p:-csí'r.=i.J de 
!'aro;:- :%. L."\s f:e.:-has dcn~tar: .:!ifer.;-ncias cualit.ati\.·as y 
~u~nt.itativas c:1tre lo~ extractos. M= en daltones x io·3• 
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FIGURA 7. An&li•is electrotorético de qlucoproteinaa en e.stractoe 
•olubles totales de ,º-.t. ~__li_~: Tinción PAS. Se procesaron 
trofo:.o.itos de 1as cepas P-1 y MB y se corrio el electroforetograma 
en )~s condiciones indicadas en la Figura 6. El gel fue teñido por 
l~ tecnica del ácidC'I peryódico-reactivo de Schif! (tincion PAS). El 
carril A c~rresponde al extract:o obtenido por sonicación y 
dí'ti>rg.,.T't(" !t!""!~ :--:-:. ~:-~:-~ o X.:l~::':-:, :s e:; e: .:.xt.::-.:i.~t.:. .:.bt.c:-.idc ¡:.vr 
C'C'ngf'lacion-di'S:."Ort~C'la.:i.::~ )' dc:.crgcntc J" C representa el c¡uc se 
obtuvo por $~;'licaC"1on y <'!C"id0 ~C"etico. ~r en dalt:ones x 10· ~ 
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1 ·AQlutinina ele Gérmen de TriQo(WGAP·N·Aoelil·D·Gluco1amma 
2. • Concanovohno A _. ac- D • Mono'º 
3 ·\!!!!_ europoeus - o<· L· F~ 
4 ·Glycine '!!!!!. - .... N·Aoetil· D· GolaclosamiM 
5.-Banderiaoo •implicifQ!io •«·D·Galactosa 
6 ·Arachi~ ~ - ll ·D·Galactoao 

FIGtJAA e. Detección de qlucoproteina• en extracto• aolubl•• totales 
4e trofosoítos de ~ ~: Reactivi4a4 ante lactinas. Extractos 
solubles obtenidos en presencia de detergente (tritón X-100 o 
NADOC) fueron procesad~s por electroforesis en qradiente de 
acrilamida (5-15\) y transferidos a NCP. Las tiras de NCP fueron 
incubadas individual~ente con lectinas acopladas a HRP (carriles 1-
6) y revclad3s de acuerdo a lo indicado en la parte metodológica. 
t..~ especificidad de a~Ucar~s de las lectinas probadas se indica en 
la parte lni~·i.-iuL ..!.:.. !~ figura. asi co:ic la cepa dc-1 parásito. Mr 
en dal tones x 1o<l. 
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FIGURA '· >Ji&liais alectro!orOtico de extractos subcelulares de .ttt_ 
~. Trofozoitos de las cepas P-l y "B fueron procesados para 
la obtención de !raccione.s celulares enriquecidas (ver Material y 
Métodos) )" las prepdracioncs se analizaron de acuerdo con las 
conñicionf)s indicad~.s en la Fiqura 6. En la parte superior se 
indic.an las fr.acciones de "Men.brana" (M•), "Citoesqueleto" (Ce) y 
''C1to::..::..~ •• {C'fl), aderná~ d~ los ext.ractos totales obtenidos con 
sonic~~icn combinada~ sv:~~!li~Ación con tritón X-100 {T) o Acido 
acc.~t-i;:-c {~}. Este Ultinio se .-in.:"1.li:6 ernple..tn~::: '=~ntídades variables 
d(' pr.:-t.C"J.na c-on la fin3.lid2'id de poder ~stablecer comparaa'.::iones 
cl3ra:; c.:-n les Uc~as ldt1 enes pr~t=;.ent.ajvs cr, E>l clcctrofcretog:ra:ia. 
X:- i'T'. ~ialt.oncs x 10" • 

'.'l 



•• Mr(Kd) 
67 

~ " ------------------. 

-¡.. .. - --
R NR 

FIGURA l.O. AnAlisi• autorradioqr&fico d.e Ac¡• de 1uperficie d.e 

~~~;~~0;,!~~a~~s %on1~:!;\ a.po~~/~~~~~~~s d:e i.1~:o;e•I::id~~~ ~ :: 
pro.:-esarC1n para la obtcn:-ion de extractos solubles totales. La 
cl~~t~~f~r~$i~ ~e re~lizo en geles de poliacrilacida-SOS con 5 a 
15\ del mr-nornt:"ro, aplicando 100,000 c.p.m. por carril. E.l gel St:: 

t iflo, se sí'có con calor-vacío y se expuso a una placa de 
3utorra~i~~r~fia durante 1~0 hrs. L3.s acotaciones so~ idénticas a 
las del gí?l "R 11 de la Iigura :.. L3. fl~cha denota vari.acit:'nes 
obscrv."ld.~s ~ntrí' las. cepas. }{r e:"l daltones x io· 3. 
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FIGURA 11. >.n&lisis •lectroforético bidi•ensional de extractos 
solubles tota.les d.e ~ ~. Trofozoitos de las cepas P-1 y WB 
fue.ron procesados por sonicacion y solubilización con ácido 
acét.ico. Aproxir..3..1ar.ient.e F.00 µg. de proteina se resolvieron por 
isoelectroenfoque (IEE} en geles cilindricos y posterior 
electr~foresis en g~les planos de poliacrilamida con 5 a 15\ del 
monó~ero, los cuales fueron teñidos con azul de Coomassie. En el 
gel p~r~ MPK {Marcadore~ de Peso Molecular) se aplicaron de 5-10 
_ug:. de cada prot.e1na est3ndar, cuyo punto isoelcctrico (PI) de 
refi.~rencia s.t:- indica. I....."t. grafica ilustra la cu!'"\•a de analisis de 
regrí'sion de segundo orden para la est.ir.i3cion del PI de las 
pro~e1nss en las nuestras antigénicas. En los geles de cada cepa se 
indican con• l~s prot.eim~s con diferencia cuantitativa iuportante, 
y con •- se marcan lds pr=:ci:-:!'!.~ rr~sent.es en sólo una de las 
Cc'"'pas. ~r en daltones.),,; 10·1. 
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obt.encrbe r,ico:,,. d1"fini..l.:;.s. i s~par.'.ldos para diferentes bandas, as1 

como la correlacion que hubo entre la intensidad de la banda con la 

altura del pico de absorbencia. t~s densitogratn3S para los patrones 

elect.roforeticos de un.-s r..isrnd cep.=1 r.iost.raron di fercncias notables 

ent.re los perfiles de ant1gcnos solubilizados con tritón x-100 y 

acido acético, ademas de la presencia de un mayor numero de picos 

en los espectros pf!.ra extractos con el solvente org.:itnico. Los 

pal.rones de densitometr1a empleando el detergente fueron 

relativamente semejantes en las dos cepas, donde los componentes de 

SS-SS ~d fueron los cas a~.lndantes (apro~i~adaroente un 18\ de la 

proteina total) seguidos por otros de 40 Kd (~7.5t), 38 ~d (~5\) y 

3J Kd (::::5\). A.dt>rnas dE.· los anter1ores, los p:.c:is de 9.;. 65 y 4J Kd 

tarnbien fueron prominentes en a~b3s cepas. Los patrones de 

absorDenci~ para 10~ e~tra~tos con acido acctico mostraron 

diferencias notables entre las ce>pas desde el punto de vista 

cuantitativo: solamente los picos de los componentes de SS, ~5, 36 

Y 33 Kd se pre-sentaron con alta abundancia en las cepas P-1 y WB, 

aunque la C3ntidad relati'\'3 de cada uno de estos cuatro Ags varió 

significati'\•ament.e entre las cepas. 

La reali=acion de este tipo d~ análisis para los perfiles de 

componentes suD~elulares aportó datos que sugirieron la existencia 

de diferenci~s ant.igenicas cuantitativas en t.rofo:oitos de las 

cepas P-l y h'B (Figura 13). Los pat.rones de absorbancia para las 

fracciones de "Membrana" 1 .:::epa-:M.c), "Citoesqueleto" (cepa-Ce) y 

"Ci tosol" (c~pa-Cs) cv id"nc.iaron unrt g::an ,.-ariabi l id.:id cualitativa 
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y cuant.it.ativol entre cstat> fraccione:; dentro de una r:i.isr:i.a cepa, e 

incluso entre una misma fraccion co~parando cuantitativamente los 

patrones para las dos cepas. Dentro de las fracciones de "Membrana" 

se encontraron enriquecidos principalr:iente los cor.:ponentes de 55 Kd 

(~19\ en WA y ~13\ en P-1), 33 Kd (~7l en WB y ~10\ en P-1), 27 Kd 

(.e::&\ en WB y :::.10\ en P-l) y 35 l\d (:::"5\ en WB y P-1) entre otros 

indicados en la misma Figura 13. I..os co;:-.ponentcs de 75 y 45 Kd 

presentaron diferencias cuan ti t.,t ivas relevantes en ambas cepas. En 

las fracciones de "Citoesqueleto" se enriquecieron especialmente 

los antigenos de 58 Kd ("16\ en WB y "13\ en P-1) y 33 Kd (o:lU en 

WB y c1ot en P-l), mientras que los de~as componentes se 

conservaron en rel"'cion a su cant1dad relativa dentro del complejo 

anti9enico. Al an3lizar los espectros de las fracciones de 

"Citosol", se obse:-v6 un.:'l ~ayer hor.:;>gf'r:.cidad en ellos para las dos 

cep3& anali::i;das. E.n estos predominaron Vo.\rios co:::ponentes con PM 

~enor a 40 Kd, los cuales representaron cerc3 del 55\ del total 

prote1nico de dichos cx~ra~tos. 

Con la finalidad de caracterizar en forrr..a densitot:iétrica los 

antíge.nos de .G....i. ~ ~ccesibles al ir.3rcaje de :membrana externa 

con ,~I, se uti l i :.aron los extractos separados en condiciones 

reductoras por ra=cnes explic~das previamen~e. En la Figura 14 se 

presentan los resultados, )' en éstos se observó que el material 

polidisperso de 150-200 Kd estuve presente en cantidad 

significativa:-:-.entc m.!s ba.ja en la cepa w~ con relación a la cepa P-

1 (::.33' en 1'~ contra ::.5('1\. en la cepa P-l, expresa;;!o cor.:io el 

porce-nt.aje d.e n.a':.erial ra~l~icdinad.::i). L3 ba.:-i:3:a de S2 !-~.:! fue 
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cuantite.tiv!!r.-C"nte i~port.'!:nte e?"l a?rb11s ct"pa!'I (::::30\ Pn WB y ==25t en 

P-1 como material radiomarcado). Desde el punto de vista 

cuantitativo, los demás componentes se presentaron en cantidad 

semejante en ambas cepas, con excepción del Ag de 27 Kd el cual 

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

4. EVALUl\CIOll DE LA ACTIVIDAD A>ITIGENICl\ DE LOS EXTRACTOS 

SOLUBLES DE a.a. l...&ml2.l.1.A· l"na ve'l. ident i f i..::ados y caracterizados los 

pc.rtiles pr,:,te1n1.::os en los: ext:r.r.~tos solubles totales y 

subcelulares, sr confrontaron con ~tif>rC•S. repre-sentativos obtenidos 

de animales e>o:perilne.n~alcs y de pacientes con giardiasis 

detPrmin~dh ~1inicamPnt~. t~t~s ~u~~tra~ s:~ric~s fueron obtenidas 

de: e.} cone)o rn:ns. Nueva. ::elanda, el cual fue inmunizado por via 

parenteral con tro!ozoitos completos de la cepa P-1: b) jerbos 

mongólicos, los cu~les fueron infectados por via oral con 

trofozo1tos vihbles de la cepa P-1, y e) humanos que presentaron 

giardiasis caracterizada cl 1 nicamente. Los resultados de estos 

ensayos se muestran en la Figura 15 '}' corresponden al empleo de la 

tecnica de ELISA, reportándose los valores de A,,wz registrados 

cuan~o roe ut.ili:aron e>:t.:-actos solubles de la cepa P-1. Cabe 

seña.lar que para extractos de la cepa \\B se tuvieron lecturas 

semejantes (datos no ~estrados) y éstas fueron reproducibles. El 

suero de conejo inmunizado {SIC, gra!ica A) presento alta 

reactividad con todos los extractos antigénicos, especialmente con 

aquel de ¡.c. frdccion de i:clto~o¡ 1 ' y en p:-oporcion nienor con el Ce 
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suero de jerbo normal {SUG) mostraron baja reactividad. En el caso 

de los sueros de jerbos infectados experimentalmente, las muestras 

obtenidas a los 17 d1.;,;s post-desafio (SIG1 ) tuvieron buena 

ro!\Ct ivida.d con las fracciones dC" "Mcr.ibrana" y "Citosol". En tanto, 

con lns muestras séricas obtenidas de los jerbos 53 dias tras el 

desnfio (SlGil, los cxt.rnctos totnlcs por sonicación ~ detergente 

{ya sea triton X-lOO o NaDUC) y sonicación sin solubilizante dieron 

lecturas más a1t3S que el resto de las preparaciones. Los 

resultados utilizando sucreis de pacientes indicaron una mayor 

variabilidad en l.a activi.:iad antigcnica de los extractos, asi como 

en loR niveles de Iqs circulantes en p::icicntes sintomáticos o 

asint.omaticoE {Tigura 15, gráfic~ R). Sin embargo, con los 

extra.et.os de Ags totalC"F. ot"t.l.'r.id~s con sonicacion + detergente se 

observaron consistentemente lecturas altas en .:o~p~ra.:::ión con los 

de:n~s preparados an:igf·ílicos, 1r.icnt.ras que los ex:tracto~ de 

sonic.acion ~ .acido ~cético pr~por.::=ion.'!lron lt:-.:t'.lras r..ás bajas con 

respecto a aquellos obtenidos con detergente. Entre los preparados 

subcelulares se tuvieron tnojores resultados er..pleando la fracción 

"Membrana", seguida de la fraccion "Citosol". 

Los result.ados descritos sugirieron la conveniencia del uso de 

e>:t.ractos solubles totales por ~onicacion + detergent.e para el 

desarrollo de los ensayos serologicos presentados posteriormente. 

S. VAl~R>.CION LONGITUDINAL DE LA INFECCION DE JERBOS 

XONGOLICOS CON TROF020ITOS DE~ ~blll. Como primera etapa. Oentrc-

del estudio del niC\dcl~ 3.ni~<ll t!::r: gi3rJi:::tsis, fur F:-cciso cs~ablecer 
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FIGURJ\ 12. A.nálisi9 densitométrico de extractos •olubles totales 4e 
trofol!.oitos de ~ Lambl_j_~. Los extractos solubles se separaron 
clcctroforCticamcnte corno se indicó en la Figura 9. se representan 
en zonas claras los principales picos de absorbencia y el PM de los 
.:..:.o..p~:-:c.~tc:; C'C">rrespondientcs de las cepas P-1 y W'B. KPM 1 Marcadores 
de f'cso Molecular: ~' extracto ob'ten.ido por s::mic~ción • ácido 
ac~tico: T, extracto oDtenido con tritón X-100. Hr en daltones x 
lo·3 . 

75 



111r1 ,~- 111111 , ¡ 

M8 DE!E 
&IBLIOTEG~ 

FIGURA 13. >.nalisis densitométrico de extractos subeelularas de 
trotoi:oitos de ~ ll~.blia. Los extractos solubles se separaron 
elect-ro!crét-icarnentc como se indicó en la Fiqura 9. Las :zonas 
claras correspon~en a los picos de Absorbencia y los componentes 
r(.,Spl"ctivos cuyo i"M s-t- in;Sica p-'.ra las cepas P-1 y WB. M•t fracción 
de ~Mc~r~n~~: Ce, fracci6n de ftCitoesqueleto"; Ca, fracción de 
"Cit"osol". Kr en d¡,lt:.on"'s >.; 10"3 
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PIGUR.A 15. Evaluación inauno•n&ia•tica de la actividad antiq6nica 
d• extracto• •olubl•• total•• y a\lbeelular•• 4• trofowoito• ea IL. 
~. Los ensayos de ELISA se realizaron utilizando diferentes 
e.xtractos ya sea totales {SO)l=Sonicnci6n sin solubiliz:ante: ao•-'TS
~OO•Sonicación + tritón X-100; ao•-C111COOB•Sonicaci6n + Acido 
acético) o subcelulnres {fracciones de •.abrana, cito••qu•l•~o y 
Citosol) obt.enidos de trofo~oitos de la cepa P-1. En la qrSfica "•" 
se presentan las o.o. promedio de determinaciones por octuplicado 
para sueros de conejo normal {SNC), suero de conejo inmunizado con 
varias dosis de 500 x 103 trofo~oitos completos (8IC, ver el 
apartado 10.A. de Material y Métodos), y de sueros de jerbos 
111ong6licos infectados con trofozoitos viables por via intragástrica 
lu:; ;::.:::.!17"r- ~t" colectaron a los 17 (SIG,) y 53 {6IG2} dias post
infccci~:-t. rn la gráfica "B" aparec~n ~.:\:; !~C't\lri'IS para sueros 
o!:-tt'nidt":;. en un p3cic01te testigo (T). 3si como de a.quellos con 
giardia:::.is sint.C<~atica (B 1•1) y asintomática (>-,.,>. Las 

. prcp~raci~ncs antig~nic~~ se acoplaron en una concen~rac1on de 10 
~g./P.1. y las dilucio:ie~ de sueros y conjugados a HRP se indican en 
el texto (apart~d~ 6) . 
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un estado de inteccion experimental en jerbos mongólicos empleando 

trofozo.1tos de las 2 cepas provenientes de cultivos axénicos. Para 

corroborar este efecto en los animales, se recurrió a la 

determinacion de los niveles de expulsión de quistes en heces en 

periodos de tie:npo definidos {cdda 3 dias) hasta g\le dicha 

eliminación cesara. ?ara ello fue necesario seleccionar las 

condiciones metodológicas nas adecuadas que pennitiera.n evaluar 

contiahlemente el modele er. estudio, tanto como determinar 

características de importancia en el ~is~o. 

En los experi~cntos in!ciales de infcccion se pudo verificar 

la alta suscep:.ibllld<'ld -j~ :es jf'!rt'>os a;¡te l.~ d.:-.c:is .!n!~ctante que 

se les l!;~::-:..inistro or.~lnie!"',:.e ;l x lOe t:-otozo1tos). Se utiliZdron 5 

grupos de 5 jerPos sing~ni~cs cada uno, 2 de l~s cuales fueror. de 

ani=~les hú~bra y !os 3 restantes fueron de animales ~achos. El 

monitoreo de les niveles de expuls:io:-1 de qui~tes se hizo =.ed.iante 

la técnic3 de flot3~ion en sulfato de Zinc (Faust) y los puntos 

ilustrados en la Figura 16 represen~an los va~ores promedio de las 

cuantificaciones hechas en los 5 anicales de cada grupo. Los 5 

animales control no expulsaron quistes a 1~ l3rg~ de los 48 dias 

que duró el r.ionitoreo. !:n general 1 los quistes se comenzaron a 

detectar en las r::uest.ras fecales entre los dias 6 y 9 post

infección, y entre los dias 15 r 21 se tuvieron los ni\'eles mayores 

de e~pulsion co~ ambas cepas del par~sito. Es~a cedió hacia los 39-

4.:' dlas en todos los ani:r.ales .iTi!'E":-t:!.::=s. ,:;.¡o aspect:o ir:portante 

fue el he-cho de que los ani~ales ~.a:chc5 ex¡:1..:.lsarcn concentraciones 

promedios de quistes consisten-:.t:=:-.;>;nte r.as altas q-.Je los anir..ales 



hembra. Asimismo, se observó que el nu~ero de quistes en heces fue 

constantemente mayor para .lniT.lalcs infectados con la cepa WB, 

particularmente en los c:!1as can niveles de e1'.-pulsi6n mayor. 

De manera colateral, se i~plemento la técnica que se basa en 

un soporte de sacarosa O.SSY. a !in de detcrninar si existja asi 

mayor con!i.'\bil1dad c:i la dctenr.ini'lcion de la concentración de 

quistes on ?nuestraE> !ec.:otles de jerbos infectados (ver Material y 

Metodos). El e:mpleo de C'St3 r.:.ctodologi3 pc:r.nitio obtener datos 

estdd1stica~cntr valido~ y ~justables, r incluso, la eficiencia de 

recuperación de quist~s en es~~ caso se mejoro en !ortia 

considerable (Figura l7\. En las rc~ultados mostrados en dicha 

Figura st' r. .. ,,.ne).'\ron jf•rhcs r.-.achos ret.ldos cein la misrr.a dosis 

infcct.ante y los d.:itos s~ expresan e:-i t~~inos tanto de cantidades 

totAlcs de qulstes cxpulsr..dos (grafica A}, c.::>r.io la concentración de 

los ~ismos por cacta gramo de ~uestra fecal (gra!ica B). En algunos 

animales, la ex-pulsion de quistes se detecto a partir del dia 6 

post-infección }' al dia prácticamente todos los animales 

expulsaron quistes, con lo cual se consideró establecida la 

infección. El pcrlo~o de prepatencia (o de latencia) osciló asi 

entre los 6 y los 9 dias, y en l.a grafica B se :muestra que los 

picos de conc~ntracion de quistes expulsados por gramo de heces se 

detectaron entre la segunda r tercera senianas post-infección con 

laa dos cepa::;.. PrA::ticamcnt.e to:3.os los ani:males resolvieron la 

infeccion. ~n aigunos casos la expulsicn de q-Jistes ceso a los 30-

33 dias. )' no fue sin~ hasta les 39-.;2 d1as cuando ninguno de les 

jert:-os presento q-Jist.c-s en su!=- l:':.:estr-:"1:-" fcc..!le~. El periodo de 
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patcncia deternínado en est.a Corma oscilo entre 21 y 36 dias. 

Res~lto notable el hecho de que la conccntracion de quistes en las 

heces de los animales infectados con la cepa WB fue constantemente 

riayor que la registrada en los jerbos infectados con la cepa P-l. 

Estad1sticatncnte, el analisis de varianza indicó que para este 

e>.:peritlento (un díseño en bloques cor..pletos a::arizados) las 

variaciones en los niveles de expulsión de quistes no fueron 

tuncion estricta de la cepa infectante: pero si influyó el dia 

pcst-in!eccion en el cual se realizo la coproparasitoscopia 

(~=o.os). Por consiguiente, los jerbos expulsaron quistes con un 

patron c~antit~tivapcnte hc~erogeneo a lo largo la infección (i.e. 

los pcr1odos-pico de expulsion son reales). Como da'to adicional, 

los anii.'.ales infectados con la cepa P-1 expulsaron un prorncdio 

aprcx.ir..a¿~ de 1SC0 quistes por cada. grar.:o de heces en un lapso de 

2 hrs., ~ientras que aquellos infectados con la cepa WB arrojaron 

aproxi::.~da~ente 2800 quistes por cada gramo de heces en el mistno 

lapso de tie':l1po. 

El patron de expulsión de quistes en cada aninal infectado 

tuvo una caracter1stica i?r.portant.c, es decir, dicha eli?:-.inación se 

hi:o de nanera intermitente. Este tipo de co~por~aroiento se Duestra 

en los perfiles que aparecen en la Figura 18, en la cual se puede 

observar que los jerbos infectados con cualquiera de las cepas no 

expulsaron quistes durante el tier:.po de colección en 2 o i::ás de los 

dias seleccionados para el monitoreo. 

Con respecto a la deterr.iinacion del peso corporal para los 

jerbe:s infe::t.ados y controles, se h.icic!'"on dc'tcrr..inac1~ne~. cada 3 
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FIGURA 16. Patronos de e.xpulsión de quistes de~~ en jerbos 
mon;ólicos (machos y berr.bras) infectad.os axperiaentalaente. 
Animales singónicos fueron in!c-ctados con 1 x io6 t.rofozoitos 
vi~'bles ,Ccr ~ de las cepas P-1 y WB pnr Vla intragástrica. El 
n-.onltu1~.:. .:!.: .:.::: '-'':pul:::ion de quistes en heces se hizo Jrtediante la 
t.t."i::nica de: flot.n.cii."ln en sulfato <le ::.:.ro::. En cada animal se 
jet e-1·:d n." ¿:-~ rn'.lmt·:·o de q..:.is~cs expul sa.:!~s por gra1110 de IW.uestra 
:.:,•.:-2':, y le~ p;.:nt.:-~ :-1.-:.rr~scntan el F-=-=-~C>Oio para grupos de 5 
j e:·t .. os. 
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FIGURA 17. Patrones d• axpulaión 4• quiatas (por nú..aaro y 
concentración) en heces 4• jerbos •onqólicos infectado• con 
trofosoitos Oe º-1. ~. Grupos de 5 animales singénicos, machos, 
se infectaron con 1 x ¡oto trofozoitos viables ~ ~ de las cepas 
P-1 y WB por via intragastrica. El =.onitoreo de la expulsión de 
quistes en heces se hizo 'Clediante la técnica del soporte de 
sacarosa O.BSM. En cada animal se determinó el numero de quistes 
t:·.q:.uJ.$.:i.J.~',5 ta;,t.:. C!> .:;.:i,;-,~ij:!:! '::=':~! r:;:-~~i:'.'3. ~) CC'!l!O por gnnnC\ de 
r..uest.ra fecal (grá! i ... ~.:i B) en :.:.n lapso de 2 hrs. Los pllnt.os 
rcprc5cntan la ::icdia ::. dcs ... iaci6n est-andar de cada grupo. 
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FIGUaA lB. Patrones individ~ales representativos de expulsión de 
quistes de ~ ~ por jerbos a=.onqólicos infectados 
experimentalmente. Los anir.ales fuer.::in infectados con trofozoitos 
y se rea.lizo el ttioni toreo en itucstras fecales de acuerdo a lo 
indic-ado en. L!. F'ig. i;-s. En Cdda gráfica s.:? indica la cepa 
lntec~~nte oel par~sl~o. 



dias post-infección hasta la resolucion de esta. No se observaron 

diferencias signif ic~tivas en el prom~dio de peso ganado por los 

dos grupos de ani~alcs (d~tos ne ~~s~rados~. 

6. ODTENCION Y TITULACION DEL CONJUGADO DE Igs DE CONEJO A!."TI

Igs DE JERBO MONGOLICO ACOPLAO~S A HRP. El procedimiento descrito 

en la parte rnetodologica per~itió la obtencion de un conjugado con 

bu~na activjd~d e~ los ensa~·0$ ~crologicos en que se emplC'~. y su 

re-actividad fue solo lige!.d!:'\cntc rncn.:::r a L~ de les prC'j""l.c..rados 

cornerci~les ccr.tra espl'.:ics .:-o:;io hurr . .:ino, r.'l~on o conejo. Despu .. :s de 

prc-c1pitar llls lgs de gt:>rti1ls e ;nc-::u1.~:-}as en nl conejo para 

obtener Jgs contra ellas, se verif1co que los antisueros tuvieran 

un buen titulo en l~ prueba de doble inmunodifusión (1:1000) para 

finalmente prccipitñr l.'JS lgs del con€'jo y acopl;:,rlas a HRP sin 

problemas tecnicos considerables. Se evaluo la reactividad del 

preparado con ensayos de ELlSA inicialmente, e~ple3ndo diferentes 

diluciones de 1'g soh.:ble, de suero de jerbos y del propio 

conjugado. Los resultados de la estandarización de esta técnica 

fueron los siguientes: el Ag soluble acoplado en conccntracion de 

10 µ9./ml., suero de jerbos diluido 1:100 y el conjugado diluido 

1:1000. En tal~s condiciones, los fondos de roactividad (sueros 

control) fuf'ron generalr.-ente bajos y l;".!:, 1e:-t.cras pa:-a los s\!e::-os 

die infección fueron significativa1..ente r..aycres. Para su uso en la 

técnica a~ !ET las condiciones op~irnas f~crcn: Ag s~lutle 

transferido en concentración de l:'O ug./cr. •. de ancho del pozo. 

su~ro dC' je~·l·o dilu1U:..l !:3C\ y e} .:or.Jug.:::d.:i j_i::.i:.:!c ;;OGC·~ Le::. 
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conjugados a HRP adquiridos comercialJr,ente se manejaron en las 

condiciones que siguen: a) Iqs de cabra 3.nt.i-Igs de humano diluidas 

1:1000 (en ELISA e IET) con suero diluido 1:100 (ELISA) o 1:30 

{IET), y b) Igs de cabr.3. anti-Igs de conejo 1:2000 (ELISA e IET) 

con suero diluido l:SOO (ELISA) o 1:250 (JET). 

7, DETECCION DE Iqo CIRCOLANTES Y OE RECONOCIMIENTO J.NTIGENICO 

DURJUiTE LA GlAROIASIS EXPERIME~'T~L. Con el objeto de deterr.inar si 

13. infecciOn experimental de jerbos mongólicos utilizando 

trofo:oitos viables de fu lA~ inducia la aparición de Igs 

circulantes contr~ el parásito, se efectuaren ensayos de ELISA en 

función de su cxtre~a sensibilidad. En la Figura 19 se presentan 

los result.3.dos de las O.O. pror.,e..1.io para los grupos infectados con 

cepa P-l y W"B ± desv1ac1on estandar en perloJos se:::a;;a.lcs. Se 

aprecio que los niveles de Ic;s séricas totales (IgG+IgA+IgM) contra 

Ags solubles de trofozo1tos se comenzaron a detectar en la primera 

se:n.•ma post-infección, y confo~e la infección progresó éstos 

aurnentaron en los ani?llales infectados con P-1 y \iiB. Dicha tendencia 

perm~neci6 al ~enos hasta los 53 dias tras la infección (D.0.>0.6) 

y los patrones de seguimiento longitudinal de Igs circulantes 

!u~ron ser..cjantes para las dos cE>pas infectantes. Los jerbos 

control {ino.::ulados con ?SS) no presentaron niveles significativos 

de lgs anti-~ ~ a lo largo del periodo de observación. 

cuando se ccrn;-.;,.r.'\ron les datos de este seguimiento con los patrones 

de expulsión de quis't.es (Figura :'D} se ap!"ecio que, para la 

in!c~cion e-e;:; arr.bas cepas, los nivP.lf'!s d~ 1g~ cirCt.!lantes siguieron 
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un patrón ascendente sin depender del curso de la infección, ya sea 

en su etapa de patencia o de resolución, o inmediata~ente posterior 

a ella. 

Los ensayos de IET permitieron identificar los Ags del 

parásito que fueron reconocidos por las Igs en muestras séricas 

de los jerbos infectados. En ninguno de los animales control se 

detectó reactividad durante todo el periodo de seguimiento. Sin 

embargo, en las muestras de suero de animales infectados se observó 

reactividad hacia algunos Ags. El patrón cinético representativo de 

tal reconocimiento se muestra en la Figura 21. La respuesta de los 

jerbos reveló patrones de reconocimiento complejos, 

cualitativamente y cuantitativarnen~te diferentes en P-1 y WB. En 

los animales infectados con la cepa P-1, se detectaron a partir de 

la prirr.era se~ana post-infección los componentes de ~150-180, 121, 

65, 45 y 40 Xd; hacia el dia 53 se reconocieron otros componentes 

de 133, 94, 92, 82, 70, JS, 33, Jl y 27 Kd en forma menos intensa, 

con excepción del primero. Los Ags de 124, 110-115 (triplete) y 82 

kd. fueron reconocidos: pero con menor intensidad. Por su parte, 

los patrones de reconocimiento con la cepa WB presentaron i:ayor 

complejidad, ya que se detectaron nurnerosos componentes por encima 

de los so Xd, resaltando entre ellos los de ~1so-1so, 133 y 121 Xd. 

En la primera sernana después de la inoculación se pudieron revelar 

Ags de 82 (doblete), 65 y ~o Kd hasta que en el dia 53, además de 

estos componentes se identificaron, entre et~=~ los dtl 7ü, óJ, JS 

}' 35 Rd con menor intensidad. En resumen, en los sueros de jerbos 

infectados con la cepa P-1 se determinó reconoci~iento de hasta 20 
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Ags, mientras que con los sueros de ~ni~~les infectados con la cepa 

WB se detectaron cerca de 30 Ags por ~edio de este ensayo. 

Siguiendo el cismo sister.a; pero utilizando ahora los 

extractos solubles de radiomarcaje de superficie del parásito en 

ensa~·os de l PP, se comprobó que e 1 numero de componentes 

reconocidos fue rnas limitado que cc.n el ensayo anterior. Ll 

estandarización de la tecn1ca requ1rio el e~pleo de condiciones de 

a!ta astringencia (T.:::.;-c y varios lavados de cor..plejcs tercia=-ios 

.:-o::o se indico en Material y Y.ctodos}, de tal fonna que los 

p4trones cinetico~ representativos de reconocimiento antigénico 

fuesen adecuados, lo cual se ilustra en los autorradiogracas de la 

Figura 22. En el grupo de anir:,ales control prácticamente no hubo 

react:ividad en el periodo de analisis. Por otra parte, a lo largo 

de la infeccion con las cepas P-1 y WB la b3.nda de 82 Kd fue el 

co=ponente radioicdinado reconocido con ~ayer intensidad, y desde 

periodos tempranos (l? dias post-in!eccion) se comenzaron a 

detectar otros polipéptidos, especialr.ente uno de 55 Kd. En los 

jerbos infecta~os con la cepa ~B se pudieron observar, hacia los 53 

dias post.-infeccion, los component.es de 63, 35 y 150 a 200 Kd. 

a. DETECCION DE Iqs CIRCOLANTES Y DE RECONOCIMIENTO J.NTIGEKICO 

EN GIAR.DIASIS CLIKICA. Con el objeto de identificar los componentes 

Y de IPP. En est-os se ut.ili:3ron :tt:est.ras séricas de pacientes 
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TIOORA 19. Patronea de d•tecciOn inaunoenzia&tica de 19• 
circulantes a..nti-i.s.. ~ en jarbo• •on;ólico• in!•cta4os 
arpari.mantalaante. l~s animales se infectaron con trofo%o1tos de 
las cepas l'-l y \!IS $.iguien.:!o el protocolo n.enciona.do en la :rig. 16. 
El n.on.i<t.arc-:t de los nivelc5 de ¡gs séric.3.s (IqU~lgk..-IgM} en los 
jcrb~s CD~trA Ags solubles totales del parási~o se realizó con una 
tecnica indirecta de- ELlS.ti. (vc.r ~a.terial y ~étodos.}. Ceda punto 
representa la l?le-dia ~ ;:Jes-viacicn est.an~ar de las lecturas para 
grupos de 5 ani11'.ales. Se indica er. cada C'llrva la cepa del p!lrasito 
in!.:.~tant:c, e t:-i~n el dilu)'c.nt.e (?SS} i:nocula=o en los animales 
c-c:¡t.1.:0~. : .. 1..-> .:.:.;,..:!:.=i.:-.:-.c.: cr~!!~:!~ri:-~d~~ de1 e:i.sayo se l?lencionan e.n 
~! ~e~t~ l3p~r~a¿~ 6}. 
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FXGUR>. 'º· r~~:~nas de expulsión de quistes y de detección de Igs 
circula~taa a.nti-2..l,. ~Já.A en jerbos ~on;ólicoa intactados 
experimentalmente. Los da~os present~dos corresponden a una 
..::otnhina.c.icn de aquellos descritos en las Figs. 17 y 19~ En cada 
gráfica se indica la cep<l del para.sito, y los puntos representan la 
:nedia :t. jesvjación est.andar para grupos je 5 animales. 
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FIGurJ.. Zl. Patrones in~ividuales representativos de reconoei=iento 
anti;énieo en jer~s ~onqólicos in!eetados con~~ la:.b....l..iA. J.nálisia 
por IET. Los anir. .. l.lt:s se lnfC'ctaron con tro:o::oltos viables de las 
.:-L>p7i.s P-1 y \\B cor..o se indico en la Figura 17. L..1.S ~ucs"tras séricas 
::.e ...-on.f:·;::.n!::tron ccn hg se-lut-::.e> total dc.:- .fu lamDli<'l transferido a 
p~pí'l de Nitroc~lu1osa (NCP). Las t.iras de P-lT y VB-'l' son los 
c.xt:r."1. .. ~t.:·="" ~.:¡:::.=~-=:--~ e1ectr.:i:orét.icarnent.e, transferidos a t:CP y 
t-cñ1dos can tint:l in:ha. Las cond1c1oncs es:.a;-. .!~=-!~"-da~ del ensayo 
se- r;,t:n.:-i=-n.J.r. c-n i'l texto (apart.;,do 6). SIC-'-suero de conejo 
ln:~ur.i:ado, Sl\C"'-sucrc de- coni:-jo nor-na1. ~:'.'en d.:\lt.ones x lo·l. 
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FIGURA 22. Patrones individuales representativos de reconocimiento 
de ~~s de $Uperticie de Q_L ~~por jerbos mongólicos intectados 
e>:pc.rimentalciente. L~ infe:-c.ion de leos anin-.:ilcs se realizó de 
ac-ui'rd~ a 10 descrito í"n la Figura 17. L3s muestras séricas se 
c.r.:plí"aron p:t.:·~ .lnmunopre;:.ipi,ta! .hgs ~e superf.iC:ie de trofo::oitos 
ni • .,:-c-ftaos c-~n .t-..;,. • 1. Lo~ comp.Jl::.'J.;1:; Ag-J.'3 ::.ie: a.r1.:i.li;.ar.:..-. t;. ;~.les .:!e 
S!l.."-Pll.Gr y p,:i;st.eriorment.{" p.::-r autor:-aJivgrafia.. P-1T y WB-T son los 
¡v·rfilt.•s tr:.t ... 1~~:• d~ :~~s :n~.dior.1~::-ca:i.:'.'s de supc-r!"ii:-ic ::!e 13 cep3 del 
p~:-.:'1s1ta infi"C~ñnte. SIC ... SU('::.-o diC" con~jo iní.\un.i:-ado, SNC=suero de 
;::-~ní':i'"' nr-nnal. ~~r en d;,,lton("s >.: 1i:-i·3• 
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obtenidas er. un estudio transversal. F.n este caso se confrontó cada 

suero individual con Ags de !as do~ cepas del parásito. 

En primer término, los niveles de Igs sCricas totales 

(1gG .. IgA+IgM} anti-fu ~ fueron dct.l.:!rtninados mediante la 

t.ecnica de ELISJ.. Les resultados indic3ron que, al emplear 

extractos solubles totales de t.rotozo1tos co~o Ag, las muestras de 

pacicntcG testigo (p3.nel "T", Figura 23) presentaron reactividad 

relativar:.onte baj3 contra los Ags de amhas cepas del parásito 

(O.o.~ 0.056 ! 0.03). Asi~is~~. en 3~ c~sos da giardiasis ya sea 

sintotriát.ica (panel "S") o asint.omat.ica lpa.n.::l "1\s"), los niveles de 

Igs fueron consistent.etlient.e ;,;3yore::;. 3 los obt~r:idc~ en las muestras 

testigo (O.o. de 0.2 a 0.9), a excepción de 9 casos en los que los 

valores de o.o. estuvi~ron cercanos a los testigos (O.o. de 0.1 a 

0.2). En general, las ~uestras individuales ~ostraron reactividad 

serr.c.j.lntc contra Ags de cualquiera de las cepas e;npleadas. 

En relación al analisis por IET, en la Figura 24 aparece:'l 

resultados representativos. Les sueros testigo no tuvieron 

reactividad contra Ags del parásito (solamente 2 de 6 tuvieron un 

rcconocimient.o apenas detectable). Respecto a las muestras de 

pacientes con giardiasis, se observó una reactividad variable 

contra Ags de las dos cepas, lo cu~l fue independiente del curso de 

la infección (sinto~atica o asintomática) , aunque los sueros 

individuales tuvieron algunas diferencias cuantitativas y 

cualitativas de rcconocipiento antigénico a las cepas P-1 y ~B. 

Hasta cerca de 30 cor.-.poncntes del parásit:o fue:r~n reconocidos por 

los sucro!i. l"c ~~ncra glob3l, lo~ ..... .1::. ;:!e ~a C"j::>fl1\ P-1 reconocidos 
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m."ls frecuente;ot"'!nte t'ueron aquellos de 133, 92, 82, 55, 51, 49, 45 

y 38 Kd. Ot.1·os de =:-155-1"14 (trlpletc), 65, 63, 40, 35. 31 y 24 Kd 

fueron reconocidos con r.ienor fre.:-ucncia (Figura 24-1'). Los Ags de 

la cep3 \otB mas reconocidos fueron los de 148, 133, 92, 65, 55 y 40 

)Od )' en ~~nor !rccuenci.:\ los de lH, 62, 63. ~5' 35, 33 y 31 l(d 

(Fiqur4\ :.:-8). 

Por otra parte, en la Figur-a 25 se presentan los 

auto:.T~h!1og1 ,:"r.3.s ... ~.:in lcf; p.'lt.ror.v:>. de- :reccnoci;;icntc. cor. 10 :::.uestras 

represC'nt.atn:as .:;n~t· los Ags de r.ic:-.brana celular externa de fu 

.L1nb.li..n ~.,rc.:'\dos con 1.:-s.:. En este caso el perfil de reactividad fue 

i:uy ho~oqcncc: .:'!n la ccp,-,, P-1 {Figu:ra 25-i\) pn::..:!o::ina!""on los 

.:o~pcnL'ntes ct.: s~, f.3, 55 y J::, Fj, en tanto que para la cepa ~B los 

mas reconoc1dos !Ut"ron lo:. de 62 'f 55 kd. (Figura 25-B). En los 

ensayos descritos, 1~5 nuc~t~~s ~~~tiqo no presentaron reactividad 

algun.''I can::ra los Ag.s :-ad1c;:;.'\rcadcs. 

T:.~~l:c-t."":it.€', ce::. b~~e en los resultados del presente estudio y 

dí:' ot.~.::-s rre\'iai.len~e repor!.~dcs, se ~i:o \!r: :resu;:-.cn acerca de los 

;,gs de ~ lar..bli.:ª- co:¡ r·vs.:.t-lc relcva!'lcia desde los puntos de vista 

e:xp~:-ir.,cnt.:\l, .:l1nico )' cpid.crr.iológico (Tabla. 3). Cate indicar que 

estos ,::-o;:'.pcncnt.c::'l han sido idcntificajcs en estados de in!'ección, 

y;,. que existen n~:-·cr-.::sc-s cstu:i'.os. q-....:c e;:ple.:H·on cstadcs de 

in~uni::acivn e>..?eri¡,¡~nt<'ll (revis~':.,j.::s ¡:-::-r de-n Hollander y Befus, 

l~8S}. Asimis~~. dichos Ags no fueron los ur.icos que se detectaron; 

p~ro s::. los que se cbsc:-va.ron cc:-i r.°"yor reac~ividad y frecuencia en 

los ensayes sero1ogicos, adc::ias de que las cepas analizadas los 



•• A 

º·' 

! 
: 0..4 

o :1¡ o 

1: 

:'J 
,. 

~ 
1 s ""'........, T As 

~1 B 

t·.l 

'i f. 
o .. ... 
" ~' ·'· .. .. 

~ 
l. 

T As s 

FIGUil>. :J. Determinación ihlnunoenEi~atiea 4e los niveles óa Iqs 
contra ~ L~~ en sueros de pacientes c:>n gia.rdiE.sis. El Ag 
s:.olubl~ t.o::.al de t:-ofc:oitas de 13 cepa F'-1 (>.) y WB {B) se incubo 
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si~uic-nd.o \.m e.ns.ay.:: de EL!.SJ, lndirecto. t..os valores de O.O. se 
rc~i$t.ra.ro:--. 1~ J:1i:i. des.pues de 3dicionar solu.cion de subs:..rato a 
l~s F'c-:os. Ws .:--'1nt.5.daCcs est.an.:tari.:adas de los reactivos 
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FIGURA 2.(. Patrones de r&actividad de sueros de pacientes con 
9iar6iasis contra Aq soluble total de ~ .Lan.blia inmoviliEado en 
NCP~ El extracto s~lubl~ total de las cepas P-1 (A) y WB {B} fue 
separado ~edidnte ~DS-P~GE y trans!e~ido a papel de nitrocelulosa 
(NCP). I'ost.criorrncntC' se adicionare:; las r..uest.ras sóricas de 
t'~l""icrrtí'!S con gi3.rdi.:\sis asint.or.¡atica (A,.sJ o sintotn3't.ica (S,.~) y 
l~:;. tir.1s se pr~~c-~aron según lo descrito en Y.3teria1 y Métodos. 
t .. ,s c!lrrtid.;,;dcs C$tandari:-:añas J.;: ::-c~c-tivos biol6.'.Jicos se describC'n 
en el ap.!\rtaOo 6. N se refiere a un3 de- las ~uestras t:.P.st.igo j~ las 
!l~ch.:!s d~notan les 1'gs recon.:-:::.-id"1!' cc-n mayor fi-ecucncia por las 
r.iui:-s.tras. Mr -.'!n d.:i.lt.on..;-$ x io<5• 
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FIGURA :s. Pa.t.rones de reactivida-1 d.e sueros de pacientes con 
Giardiasis en contra de ~~s d.e superficie de ~ laJU>lia marcados 
con '~1. Trofo::o1t-os. de las ccp~s r-1 (.A) y \oi.B {B} fueron tr.arcados 
con el isotop~ emple!!.ndo la enzin.a lact.opero>:idasa.. El e>.-tracto 
soluble se in.:-ubo con sueros de pacientes asintol!laticos (1'.1.sl o 
s.int.c-.tr.i\t.ic~s {S1.~), o con ltuestras testigo (N). La placa 
aut~rradiogr<\f.ica se revelo después de 15 dias de e>.-posición al gel 
:!l"" ~nS:-i'.kGI: sc-c~.:i~ con c.!'llor-vacio. Mr i?.n daltor.es x io·l. 
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TAfllA 3. Antiger<>!l de trofozoitos de~~ 
i-~i~ C.."1 CSb.1.:l5 de infe:x:ion ·-

I. rnnx:i:rrn li:Xl'rn!MrnrAL rn JD<OCS !QO)U~ 
11'! (l<d) lOCh!.IZllCTCN CAAACIUUSTICAS• DIS.1.YO CEPAS 
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WB Taylor y 
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V. DISCOS ION 

El estudio y conocimiento de los aspectos básicos y aplicados 

de las enfermedades infecciosas ocasionadas por parásitos de 

interés médico, es un factor importante para el control 

epidemiológico de las mismas. En el contexto de las parasitosis 

intestinales causadas por protozoarios, se ha observado la 

participación de !actores relacionados directamente con el 

hospodcro que afect.an y su medio ar.-.bientc (v. gr. edad, fondo 

genf'tico, estado nutricional, cducacion higiénica y condiciones 

sociocconór.:iica~), asi como de factores inherentes al parásito 

infectantc (habit;,.t, virulencia de cepas y mecanisrnos de 

patogcmicidad, entre otros). 

En el caso csp~c1fico de la giardiasis y de Giardia la~blia, 

se tiene actualPcnte un avance notorio en su estudio a partir de 

han abordado difcr~ntes estrategias de estudio, y dentro de ellas, 

la identificac:-ior. y carac:-t.eri::acion de antigenos relevantes en 

diferentes cepas de~ lambli~ es un aspecto clave. Esto se debe a 

la necesidad de obtener fuentes antigenicas confiables para el 

estudio de la relacion hospedcro-paras.i to, asi como para el 

des~rrollo de n-i::-todos de inmunodiagnostico e inrn.unoprofilaxis 

potencial de alta eficiencia para la enfermedad. 

Con base en lo anterior, e~ el pr~sente trabajo se abordó el 

3nalisis antigcnico en trofo;;oitos de dos cepas de ~ lamblia 

a~pliamente utili:adas en investigacion (P-1 y WB). Para ello se 

efectuaron difc>rcntcs metodolo:;ias a fin de obtener Ags solubles 
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totales, subcelulares y de superficie celular. Los componentes 

obtenidos fu<"ron caracterizados en base en criterios 

electroforéticos, dcnsitométricos y de reactividad inmunológica en 

C'ns3yos serologicos err.pleando extractos antigénicos seleccionados 

)"" muestras obtC'nid.'\s p3rtir de inocnizacion e infección 

cX"peri:r.cntal en anir..alcs, asi co;:io dC' c3sos cl1nicos de infección 

natural con ~ l_ru~. 

Corno un prir.:cr nivel de aná.lisis, se ~anejaron algunas 

variaciont:"s r.a.'!to...10logicas para obtener extractos solubles totales 

de trofo:oitc,s dí' G...:_ l_i'\r:-,hl ia. Los resultados correspondientes al 

rend.itdcnto obt.C'n:do .-11 er..p1ca.r dichas r.ietodologias, expresado coi:::o 

el peso de proteina obtenida por masa celular definida, fueron 

rnct:odos er-,trc- si se cbf'.L'rl.'O que los extractas solubles totales 

fuer0n cbtenido$ con :ejor eficiencia al utilizar agentes 

solubili:antes (i.e. detergentes y solvente orgiinico). Esto se debe 

a la ~!icicnte accion solvatante de estos agentes sobre coleculas 

de prott?l!".~ que- en ~edio solar.-ente acuoso no pueden interaccionar 

con fll solvent.e. E.n este sentido, la ventaja del uso de estos 

solubili::antes ha sido discutid.a a-=.pliamente para una gana de 

S\.lbstancias y ;:-.:-g.J.:-.is.;:.os L>n cstudi:i (Hclen:..us y Si~ons, 1975; 

Co1o,.,•.ick y Kapl"1n, !9S4; l~?"gUello-Garc:i.:! ~ i!.L_, 1990). En cua:i.to 

a las variantes e~plead3s. p3!"3 lis.ar los t.rof~zc1tos (sonicación y 

co-n.gel.'!cicn-descon.Jclacion}, estas no- proporcionaron diferencias 

significativas est.adist.ica?nente en la eficiencia de extracción 

antigi'nica de los. ::.C:.o.:!.:-s ensayados. Estos datos se.!"': explicables si 
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se considera una fragilidad celular relativamente alta en los 

trofozoitos de ~ lJ!m.l;UJ_g ante un estrés de tipo fisico, ya que en 

parasitos con cubierta altamente resistente como Trichinella 

.fil?.i.r.ft_li~, la técnica de lisis celular empleada puede ser critica en 

el rendimiento protcinico logrado (Barriga, 1981). 

En rnlacion a los co¡;-.poncntcs subcelulares de ~ ~, 

ést.os fueron enriquecidos por r.:i.edio de una solubilización selectiva 

tas<'~d.'\ en las propiedades fisicoqu:it:<icas y co::ipartimentalización de 

s•is pro"°:.C'"ina~ (Holbc>rton y ~ard, 1961: Clark y Holberton, 1986; den 

Holla.nder y Befus, 19BB). En este estudio se determinó una alta 

conce-ntracinn Ce co~poncntes prote1nicos en la fracción 

hidrosolublc enriquecida en co!üponentes de citosol {;;;.70i) y una 

ncnor concentración {==10\) en la fracción soluble en presencia de 

SDS, en:-iq·..ic=ida para prcotelnas de citocsqueleto. Para la fracción 

cbtenid3 en prc~cnci a de agentes solubi lizantes de x:.ernbrana celular 

(v.gr. triton x-100, NaOOC o HEPES) la concentración fue cercana al 

~C\ C.c1 ..-~t.e!"i,~1 prot.e1nic0 celular. Asiri.isr.;o, se deterr.i.inó que 

cad3 trofozoi~o de ~ lamblj~ contiene aproxi~ada~cnte 90 pg. de 

prot~ina. Estos datos no ha~ sido reportados en algün otro estudio 

precedente: pero son cc~cordantes con las proporciones esperadas 

para las !raccioncs ant.igénicz.s indicadas, ader.ias de que la 

cantidad u~ pr.:it.;::!.r-,.J. F=-:- :.:-~!u1" e~ indicativa del tati:año relativo 

de este paras:~o 31 co~par~rlo con otros protozoarios. Asi por 

cjcr.:plo, en trofo=oit.os de r..ayor ta~,año cor..o Entawoeba hi~tolytica, 

se ha estix:.ado una cantidad aproxir:.ada de l. 6 ng. por célula 

(Arguel lo-Ga:rcla il ~. 1990), y para organis::ios x:.ás pequeños cor.io 

10~ 



promastiqotes de Leishmania ~ se han calculado cantidades 

cercanas a 5 pg. por célula (M. en c. Francisco Nava Sinsel, 

comunicación personal}. 

Las variantes experimentales empleadas para extraer Ags de 

superficie en trofozoitos de !h. l.Alr~ fueron más liraitadas en 

función de la mejor selectividad de los dotergentcs por solubilizar 

co~poncntes de membrana (Helenius y Simons, 1975). Debido a que 

solo los ~95 accesibles en la supDrficie de los trofo=oitos fueron 

marcados y cuantificados {como c.p.m. de 1~I enlazado), el rncjor 

rendimiento que se obtuvo con el uso de tritón x-100 y NaOOC 

confirmó la calidad solubilizante de ellos. 

El siguiente nivel de caracterización de Ags solubles de !h_ 

lA.rnP-.lli en los distintos extractos se realizó empleando condiciones 

clcctro!oréticas opt:irnízadas análisis densitométrico 

cornputari?ado. Los resultados mostraron diversas ventajas para el 

uso de gelC's de pol iacrilat:tida en un gradiente de 5-15\ del 

r..onótriero con respecto a aquel los con una concentración constante de 

acrlla"rnida (i.e. 10\). Entre ellas se encuentran la l:lejor 

ra.solucion de bandas proteinicas y una mayor confiabilidad en las 

determinaciones de PH. El uso del agente reductor B-~ercaptoetanol 

favorecio ligeramente dicha resolución elect:roforética. Estas 

condiciones de cat""acterización antigénica han sido recomendadas 

amplia~ente (Goding, 19S3) e incluso confirmadas en reportes 

rc.:ii::·;-¡!:.c~ t=.c-bre este paras.ito (Mohareb y cols. 1 1989). 

Con respecto al a:nalisis cuantitativo y cualit.at.ivo de los 

perfiles electroforéticos para los extr3ctos soluble$ p:cp3rados, 
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nl an1t.li1.ar visualmente dichos patrones se observaron alguni'\s 

diferencias. Asimismo no se ob!"crv6 degradacion proteinica en 

ningun caso. No obstante-, las determinaciones densitométricas 

pormitir::ron confirmar y optimizar las difC>rcncias cuantitativas 

entre los cxtnu::tos y ent.rC> las cepas P-1 y WD, asi COTI'.o 

cuanti! icar los componc-ntcs que se- presentaron con mayor 

abundanciA. 1'.dcmas, la tccnica de electroforesis bidimensional 

pci-mit io dctt..:c:t.a1· con cla1·ida.d difC'rc-ncias cualitativas en los 

pC'l"files ant.ig1.'n1c-os de las dos cepas de g_t.. l~;nhl..U! estudiadas. 

Considerando los criterios antcriorcf' se determinó la 

complcjid."\J dc-l r,'!.tron protc1nico de trofo:oitos de fu J.Em!;i_lj_ª. 

Esta vario de aproxim.~darr,entc 50 cor.:.ponentes (extractos con o sin 

dctí'rqcnt~) hasta cerca de es bandas (extractos con acido acético) 

l.'n an~1 'isif:. clcctr<::>!o:-i:-ti..;c- unidir.icns1on.ü, y de C"Prca de 100 

componentes al rí'al i::ar clcctroforí'~is bid:ir.icnsional (extractos con 

ácido ac-C-ti.._;o). Por una parte, estos datC'ls se explican por una 

inte1·nc~ion rnuy !ucrtt.· del ~0lvcntc organico con las ~oleculas de 

protL'lna, lo C'U.3.1 puc-dt."" implicar un dcsdoblar.:.ient.o r..as extensivo de 

~quell~s (Colo~ic~ )" Y~p1an, 1954] y por consiguiente la obtención 

do un perfil mas co~plc)O. 

l'o1· otro l:tdc, en i.'S.tu.:iios fTt>Vios de caracterización 

3ntigCnica de cstí' parasito ~e obtuvieron patrones ~cnos co~plcjos 

Jt\in c .. 1;:,.n.::!.:-• los tro!"c-:.::-;.:0$ f\1cron pr.:'1.:-csa.dC>s pci:· sonicacion (Moore 

y c.'.:'1::;. 1 198:': .:->r:.1:.1. , .;:-~f , i9tt:"c: \\~nrr.an y cols., 1986): sin 

cr.-.ti~rgo, en cs.tci:-. ~nJ.l::.s:i~ no $e c.r..plea.ron inhibidorcs de proteasas 

(pr..:"tt""ln3..f:.:'\s). ~e ha :--cp .. -:rt~do recicntt:'r..cnte que en t.rofozoitos de 
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~ l~ la activ1dad Je prot~~sas es principalmcnta del tipo de 

protojn,.,si\s de cistcin.\ {Haro !t.t ~. 1989} y en cxperirnQnt.o& de 

m.·u·c11je met.,bol ico con cisteina-3~S se ha: dcmost.rado la presencia 

d.:· un numero abundante dü /,gs con este arninoltcido (Nash, 1989}. En 

l'l pro~cntc QStudio se utiliZ<'tt·on dos inhibidorcs dC' protcasas: H

ct.il m.'llcünida, un ant.'lgonist.-, clhsico dé cistcdn;~sas y PKSF, un 

inhibidcr especifico de scrinasa.s con algun.J: act.ividad sobre 

cintoinas<'IS (Bond y nutlcr, l~S.l). De esta forma, se puede sugerir 

qu(~ e) cr:-.pl<>o de.- ~alt:'s ."tqt .. ntcs e~ rcco=icndablc- en la preparación de 

antigcnos dD trofo~o1t.os de fu J,1.I:J:i..J.i..-ª, cvit.1ndasc as1 artefactos 

como un dato ndlcion,'\l, al analizar los extractos solubles 

t.ut:alcs Si:' obsL.>r-vo que un gran nU!".':t:'!"O de bandas eran glucoproteina.s 

det~.:tAb l cR t,.1nt e> poi· ti nci on p/,;::; cor.-.o por re-a.et i v idad ante 

loctini\~. fi:~~p..:· .. -.~~ .~ e~::.1s últin-.. i.s, r~sulto intt.~rcsante el hecho de 

que solamente el a?:';in~~glucosido N-ac-etil-D-glucosar..ir'.:l fuera 

dct.1.."'Ct.'ldo co~D a::u.:-,tr C'Xpi..;;:stc (tcrr.'iinal) en Ag!i=. d" les t.rofo::aitos 

.ií' :'lr:'lbas cepas. Var-jos de estos cornpon('ntes se localizan a nivel de 

mcn-.hr.an."I cc-lul.11.r 1 di:' 3.C:ut"•rdo a experimentos de tinción fluorescente 

re,,l i:."ldcos ~ob:-e trofci:oitos vivo~. y fijados er::plcando ~-GA acc.plada 

.:!PinoglicosidC'I en un cnl;)CP tipo e.. Sin cmbargo 1 el papel bialogico 

Je e~te s~cáriJo dc~r ~~r cstudjado ~n dcTallc. 

t..as cie:·p~s an.'\11.:ñdas c.-n est.e estudio r..ost:raron en1=-re si 
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totales, y en las frhc~iones subcelulares estas diferencias fueron 

más evidentes4 Las fracciones de "Horr.brana" y de "Citoesqueleto" 

presentaron varios componentes comunes, aunque la primera presentó 

un grado de variabi lid.ad mayor en relación a las otras dos 

fr~cciones al comparar directamente las cepas. Esta Ultima 

obscrv.-tción ha sido confirmada en estudios reci!!ntes sobre este 

protozo~rio (den Hollander y Befus, 1985). 

E:l qrado de sernc-ja.nza dctc-ctado cm los pt:!rfilas para los 

extracto~ de 11 McmPran.;,, 0 y 11 Citoesqu~leta" en una n..isma cepa sugiere 

quo existe una posible r~lación estructural y biológica muy 

estrecha entro las protein~)s de tales fraccionas del parásito 

(Cl~rk y Holbert.on, 1986), la cual dificulta en algUn grado la 

scp~r11ciOn de les componentes específicos de e.st.os dos 

comparti-::il-ntos. A pcs.?l:r de ello, en la fracción de "Membrana'1 

fueron detect.ablcs cornponentes identi!ic"dos en otros estudios, 

v.gr. 75 Kd (Clark y Holberton, 1986) y 55 -6 56- !(d (Kurnkum y 

ccls., l9SSa), mícnt.ras que en la fracción "Citocsqucleto" se 

det.ectaron aquellos de SS, SJ y 33 Kd {Holberton y Ward, 1981; 

Crosslcy y Holberton, 1983; Aggarwal y Nash, l9S9-). 

Al analizar los patrones de componentes de superficie 

accesibles al n-,~rc.ajc con 1 ~I ,- se observó que los componentes de 

150-ZOO Xd (material polidisperso, posiblemente un conjunto de 

proteina.s) y de s;i l\d incorporaran lt\a.yoritariarnente el isótopo. 

I:st:os patr('lnes tar..bicn r.iostraron diferencias cuantitativas 

irnport.antcs f!ntre ld:.. .:q:·~~ P-1 '':l ft'B principalmente a nivel de los 

~ntigcnos de alto PM, aunque el compvnentc de 82 Kd se presentó de 
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manera constante en los experimentos de radiomarcaje. Estas 

observaciones se han reiterado en una serie de aislados obtenidos 

en el laboratorio de la ora. Guadalupe Ortega-Pierres a partir de 

pacientes sintomáticos y asintomáticos, donde la metodología 

descrita aqui se ha aplicado para estudiar cambios recurrentes 1.n 

Y..itJ:Q en componentes de superficie de clonas de ~ ~ 

cultivadas de manera continua (Enciso-Moreno y cols., 1989). 

De manera interesante, la sensibilidad que presentaron muchos 

de los componentes de superficie radiornarcados al agente reductor 

B-mercaptoetanol sugiere la presencia de puentes disulfuros y/o de 

aminoácidos que contienen Azufre (v. gr. cisteina), aunque las 

variaciones de r.:dgración de dichos Ags (cottparando condiciones 

reductoras y no reductoras) pueden ser el resultado tanto del 

desdoblamiento de complejos protcinicos en moléculas mas pequeñas, 

corno de lineari~ación molecular inducida por reducción de enlaces 

Alufre-Azufre. En algunos reportes (p.ej. Nash y Keister, 1985) se 

han r..ancjado patrones analizados bajo condiciones no reductoras, 

mientras que otros investigadores (p.ej. Einfeld y Stibbs, 1984; 

Wenman y cols., 1986; entre otros) han descrito patrones de marcaje 

bajo condiciones reductoras. Este tipo de variantes metodológicas 

ti~ne significancia crucial en los datos sobre caracterización de 

Ags de superficie de fu lambl ia, tal como se ha determinado en 

cpi~J.stigot~s cie j"rypanoso::na cruzi, donde los perfiles de ~arcaje 

de superficie pueden variar en función de ~odif icaciones 

aparentemente minirnas en la técnica de análisis (Schechter y 

Nogueira, 1988). 
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Un aspecto importante el el presente estudio fue la selección 

de un extr4cto antigénico, total o subcelular, que permitiese una 

detoccion adecuada de Igs anti-~ ~ en estados de 

inmunitación e infeccion experiment.al y clinica con el parasito. De 

~ancra global, los extractos obtenidos por sonicaci6n +detergente 

(triton x-100 o 1:aOOC) r..ostra.ron consistente~ente reactividad y 

sensibilidad altas frente a los sueros representativos ensayados~ 

pero los cxtr.1.:tos de "Hci.'.br.'.'ina" tat".biCn fueron eficientes en una 

payor1:t. de: C3sos. Est.o sugiere un grado semejante de 

cnriqucciniento de Ags relevantes entre estas dos preparaciones. En 

contr~\ste, J;,. re.\ctivjd,"ld n."ts baja que presentaron los extractos 

solubles en acido acCtico puede ser indicativa de: a) una 

extracción r.as extensiva de proteinas inr..unológicamente no 

relev¡¡,ntt.·::;., .:;: t.; '..).:-:,:? ir.teracci6!1 r:.olccular intiT.'la del solvente 

organico con los Ags o epitcpcs (i.e. for.tlilacion), la cual puede 

afectar su activid:\d inrnunológica (Colm.:ick y Kaplan, 1984), 

To:;.ados en su conjunt.o, los resultados descritos hasta aqui 

!:.Ugieren la conv"'nicncia del uso de extractos solubles totales 

et.tenidos en presC'ncia de deterger.tes p3ra una extracción eficiente 

de J.gs relevantes de t.rofo:.01tos de fu. lan-.blia. Esto se relaciona 

3 su relat-n·a fa.cilidaj de obt.cncion y a la eficiencia con que son 

in::-.unodctec"tados. Observacior.es sittilares se tienen en estudios 

sobre .?1;ctividad antigén1ca de extractos totales y de fracciones 

purificadas de f~ ~-~lyticª- {Aust-'Kettis tl ª1~, 1983). En 

particular, el ;,¡s,;) de- !~J.!:''.:'C" F'C>,jr:u~ se:: reco~endablc si se requiere 

ré.:io·.·er el 5ol ubi l i:ante para proce.sa:::ien-=o posterior. dado que su 
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concentración micelar crltica (CHC==4-6 mM) permite su remoción 

rapida por diálisis (Helenius y Simons, 1975). El tritón X-100, si 

bien es mas 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 

(CoJowick y Kaplan, 1984). 

El siguiente nivel de análisis en este trabajo consistió en el 

establecimiento de la infección por G~ ~ en jerbos mongólicos 

como modelo experimental siguiendo el protocolo propuesto por 

Belosevic y cols. (198J). Se ha descrito anteriormente el uso de 

otros animales corno modelos incluyendo ratones lactantes (Hill y 

cols., 1983) o recién destetados (Vinayak y cols., 1979), perros 

mongrel (He~lett y cols., 1982), ratas (Sehgal y cols., 1976), 

conejos {Schlcinit~ y cols., 1983) y gatos (Kirkpatrick y Farell, 

1984). No obstante, los datos sobre susceptibilidad reportados en 

el modelo del jerbo para giardiasis, además de la facilidad de su 

manipulación en el laboratorio para inoculación y obtención de 

muestras, posibilita ron en mayor medida esta fase del estudio. 

E-st.os roedores han mostrado susceptibilidad a la infección 

experimental con otros protozoarios incluyendo ~ divergens 

(Le""'is y Williams, 1979) y .t.:_ histolytica (revisado por Heerovitch 

y Chadee, 1988). Por su parte, el empleo de jerbos singénicos 

permite obtene>r datos. representativos en cuanto a la capacidad 

infectante de diferentes cepas de !i.i,. ~, asi como para 

identificar y dot.erminar caracteristicas biológicas para los 

cornponc.ntes del para.sito que son relevantes en la interacción in 
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Y..i.Y.Q del par.'lsito con el hospedero, sin itnplicar alguna 

variabilidad biologica significativa en este ~lti~o. 

Do acuerdo .::on lo anterior, la infección con trofozoitos de 

las cepas P-1 y h'B en los jerbos por v1a intragástrica se 

c~r~ct~ri:o por ser autoli~itante (los animales la resolvieron en 

J0-4~ d1as post-inoculacion) con por1odos de expulsion mayoritaria 

de quistes en hecC'5 entre la segunda y tercera ser,ana post

infec..:ion, y d1ct .. 1 c>..pulsion St:' hi~o de r.ianera int.ernitente. Los 

pl"r1odos de prcpat.t .... r:~L'.\ y patt."ncia dcten':linad.:is fueron de 6-9 d1as 

y 21-36 d1as respcctivar..cnte. Adcrr:á.s, los jerbos infectados con la 

.:cp.:\ P-l expujs.;r~n entre o-.;soo (p:-o:::edio :::-lSOO) quistes/g. 

heces,:~ hrs. y aquellos infectados con la cepa ft'B entre o-sooo 

alteración estad1stic21 en la ganancia de peso de los jer-bos 

in:~~tados dur3nte la p~ten.:-ia de la ir.fección. 

Los datos anteriores permi t.en considerar algunas 

caract~rlst.icas i~~~rt~ntcs en les jerbos co:o un ~odelo animal 

adecuado p3ra estudi~s scbrc giardi3sis expcri~ental. rn pri~era 

instanci3, debe cons1~erarse la 3lta sus=eF~ibilidad de los jerbos 

{p.'!rticularrnenti' r.iachos) a la infec-cio;i .::on trofo::oítos cultivados 

3.Xi":"lica:::ent.c i.r; Y.i.!.I:Q y 3.:!::-.in:st:-adcs FOr v:;a intragastric2:, dado 

que practica~ente t~dos ellos desarrollaron la infección. Si bien 

~sta ~odall~ad de i~fe=~ion no C"-Curre aparentemente en la 

r!.:>!'::Ural~:a, lc-s :::,:,f.::;..-..:.-:..;,::;. Cl: f-1.. l~r.t--~ia {pese- a su aparente 

tr.Jgi.lidad .... i:·.:-.'!:::..:.:! .::::-.,.,~:-.:!::!:-:; e-;:-,~ la fase de quiste) rueden 

:-~sistir d.:::.~:-:::-.i~.3.d;;:-s. ~ i.p:-s C.P. r~~!"í'S :7<€-jio-.:i::-.bicrr:..11, cono el baje 



pH estomacal (rico en proteasas) en el cual son alojados 

inicialmente. Una e~plicación, al menos parcial, puede darse con 

base en los datos de caracterización antigénica, donde se observó 

que una serle de componentes localizados en la superficie del 

trofozoito conLicncn carbohidratos asociados (N-acctil-glucosa~ina 

terminal) as1 como posibles residuos de aminoácidos reductores 

(v.gr. cistcina) y puentes disulfuro, estructuras que pueden 

conferir a las r.ioleculas de membrana celular re~istencia 

fisicoquimica alta n. las cond1ciones adversas del tracto digestivo. 

Además, en el estudio de Belosevic y cols. (1983) no se observaron 

d1tcrcncirl& en e! ¡~trón CL1nlitativo de cxpulsion de quistes en 

heces al modificar la via de ad~inistracion (oral-intragástrica y 

duodenal) ni la forma in!ectante del parasito (quistes o 

trofo=oitos) {Faub~rt ~ ~. 19S3]. No obstante, en los reportes 

do Belosevic y coh"";. (1983) con jerbos, de Hill y cols. (1983) con 

ratones lactantes y de Hewlctt y cols. (1982) con perros mongrel se 

ha logrado una tasa alta de infcccion en los anim~lcs empleando 

tro!ozoitos como !ase inft:'ctiva, lo cual se puede relacionar 

ta~bién con la adecuada viabilidad de las células en el inóculo 

administrado, dado que provienen de cultivos axénicos. Al emplear 

la fase de quiste en la inoculación de los animales, es un factor 

crítico conocer la viabilidad de los mismos, ya que les 

proccdit"Jientos rutinarios de almacenamiento de la r.ucstra }' 

purificacion basados en soluciones de sacarosa y sulfato de Zinc 

pueden alterar significativamente la viabilidad, y con ello, la 

capacidad intectiva d~ los q'..!ist.cs (Craft, 1952; 'h·allis }' Wallis, 

113 



1986). En una amplia mayoria de estlldios de infección experimental 

con ~ ~ no se han reportado datos acerca de lo anterior, 

aunque en algunos casos [p. ej. Vinayak y cols. (l979J con ratones 

destetados, Belosevic y cols. (1983) con jerbos y Craft (1982) en 

ratas] se han logrado tasas altas de infección c~100\) al usar 

diferentes dosis in!ectivas de quistes. 

Durante los experirnentos preliminares de esta fase, los jerbos 

machos expulsaron cantidades de quistes en heces consistentemente 

n.J.yores a aquellas en r::uestras fecales de animales hembra, aunque 

no se determinó una diferencia significativa estadisticamente para 

esti'I ct5ervacic!1. E:-. !os estudios de Heyi..-orth (1988) empleando 

ratones W.LB/c infectados con !;L.. nY.l:i.§ no se determinó tampoco una 

dependencia absoluta. entre los niveles de expulsión de quistes y el 

sexo de los anirr.ales maduros, aunque ta:r..bien se verificó una tasa 

de expulsión consistentcrn('nte r..ayor en ratones machos. Al realizar 

un estudio a fondo al respecto. se podria anal izar el papel de 

factores inr.iunomoduladc·res ligados al sexo (i.e. hormonas se>."Uales) 

en la capacidad del hospedero de elininar el parásito. 

Las características de autolirnitación, internitencia en la 

expulsión de quistes, periodos de prepatencia y patencia para la 

infección po:- fu lai:".bl ia cbservaC:os en los )eri....o~ ::e c.:>!.é estudio 

son virtualmente las ~iscas que las reportadas preceden~e~ente por 

Belosevic y cols. (l9SJ) y semejan notabler.iente las registradas en 

infecciones t-.•..i::-.:ln'1s {Rer.dtc-rff, 195.;). En les ~odelos de ratas 

recien destetadas (Cra!t., 1932), perros congrel {He••lett. y col s., 

1:<S.~) y gatc-s ~:::..:-k::-at.ric:.-. y col s., l9S.;) se han obtenido datos 
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concordantes, mientras que on el modelo murino se han registrado 

tanto un patrón de expulsión de quistes continuo (Vinayak y cols.t 

1979) como una susc~ptibilidad A la infección dependiente de la 

edad del a:nirr.31 (Hill y col s., 1983}. Debido n. ello, no se puede 

concluir si l~ intermitencia en la expulsión de quistes es 

tot.'tltnentc CRf't."'Cie-espcci!ica en~ o bien participan factores 

dol hosp~dero, aunque e~isten datos que sugieren lo primero, i.e. 

en ri\tones ~· jerbos infectados con SL. l!i.Y..l:..ll se han detectado sólo 

patrones continuos de c).:pulsión {Robert:s-Thomson y col s., 1976a: 

F'aubDrt y cc:>ls., 19SJ). 

Un d.,to interC'sant1:1 en este rr.odelc fue la diferencia en los 

niveles de cxpulsíon di::: qi..:istc-s con el car.:.bio de la cepa infectante 

(P-1 y WB). Esto puede tener una relación con las diferencias 

antigenicas que existen entre estas dos cepas de acuerdo con lo 

dct~nninado en la pri~era fase del presente trabajo, las cuales 

pQdrlan jugar un papel para la capacidad del protozoario de 

repr-cdui:-írsc dentro del hospedero. Aggan:al i' Nash (1987b) 

infectaron jerbos con tro!ozoitos de 2 aislados (~$ y GS-E} los 

cu~les present:ab!'ln patrones de restricción de ON.\ y de Ags de 

superficie difercnt:cs, observando que con el aislado WB la 

infeccion se resolvió en ~~s di.as, :mientras qt.:1e los animales 

~c~~fi~dos con el aislado es-E estuvieron infectados hasta un lapso 

je- .;~ días. Estos d:itos en conjunt.o su9.icn:.:-. :¡iJe- aislados 

diferentes de ~ ll!'~ pueden inducir pat:-ones de infección 

dis~intos en los jer~os, ~anto en la in~ensidad de la infección 

c~~o en la patencia d~ la Qis~a. 
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En general, se ha reportado la existencia de heterogeneidad 

biolo..7ica en ai!':lados de ~ .... l.a¡.LhlJ.Ji a nivel de su ''virulencia" en 

diferentes rr.odc-los experimentales: Aggan.:al y cols. (1983) 

<>mplcaron ratones t.,"Y.f.!I i~ocul.,d::-is con quist~s }' observaron 

co:·rclación entre la intt:>n~id3d de la infección y la severidad de 

la sintom.,talogi.:~ dC'l p.lcientc del cual se obtuvo el aislado: 

Visvcsvbra y cols. (1988) observaron que quistes del parasito 

obtcnid:•s a p3:·tir de in:liv1d·.:0s sint.orr.dticos o asintor.-.aticos 

puC'jcn t~n~r dit~rcnt~ efj2ioncia para infectar jerbos, e incluso 

no ~e:- i1.!~.:::t iv1..1::.. I~o:· su part.c Nash tl ª-1...:.. (1987) inocularon 

volur:ta;-.iC's c-c-n tr.:if0:.~itcis de>:' .'li~lad.:is {CS/M e :rsr) y solarrient.e 

el primero !ue i1if~2t1vc. 

f'Ol* .'\hord cxistrn d..:-,s c-xpi:-ctat.-iv.,s interi-·s,-:,.nt.es: determinar si 

.:-xis;t('n tr.:-~o:oit.os ci~ aislados de ~ !ar.,b)J_g_ que no sean 

inf~ctivos en Jcrc~s, as! cc~J p~jr·r evaluar un estado de infecció~ 

expM·irnental rt?'p:--oducc1on de la enferr.iedad 

~.ir.o;..::ir..at1;:3.. r1 e·!':~.:.· !'(.·~:·.::·:-to H111 tl ~---l..!._ (1~83) r-.o observaron 

;..aní!cstaci.:-.:--,t.·s c-3:-ac:t:·; lSticas de enferne::5.ad en ratones c:r-1 

in!e.:-t~dos .:'.'.:>!1 :.ro:~:..:i:.tos. En el presente esti.;dio los jerbos 

cxis~~n rer~~tes sob~~ la rc~rod~.:"cion de ~ani!estaciones cl:nicas 



(Ourot e..t dl...s.., }q9]). Estos Ultimes datos amplifican las ventajas 

de los estos roedores como modelo experimental y permitirá un 

análisis más fino de los factores de patogenicidad del parásito que 

desempeñan un p~pcl relevante en el curso de la giardiasis 

experimental y cllnica. 

Con rcspc;::-to a la respuesta inmunológica mediada por lgs 

circulantes específicos ('n los animales infectados, ésta fue 

cincticarn.cnte sindlrtr oi'l'.pleando trna. u otra ccp,1 infectante del 

paxa~ito de acuerd~ con el ;in.'ilisis par ELISA, aunque existieron 

di!~rencias cuantitativas en etapas tardías de la patencia de la 

infecC'iéln. t!n d:i.t:::o quC' va.le 13 ~~;1u a.iladir fue que se observo una 

tendencia aparente a persistencia de lgs, i.e. se detectaron Igs 

anti-!l..~ .lrur\h.l_L.'\ a niv('les aun significativos (DO.,;: cere,;,na.s a 0.3) 

hasta .; meses dc_-spue-s d{'- la inoculacion {datoz no r.iostrados). Este 

fenonieno puede dest:'mp€'har un papel biológico i1?1portante en la 

infeccion, ya que Sú ha reportado anteriornente resistencia a la 

reinfeccion en jcrb~s desafiados ya se>," imrt:'diatar:icnte después de 

recibir la terapia curativa (.~ggan•al y Nash, 1957b) o aún 8 meses 

dt"'spuf>s de la i:-;fc.::clon prir.idria {Belcsevic ~-ª..L._, 1963) y Le""'is 

y cols. ( l 9S7) han observado que la adr:inistracion Ce agentes 

inounodcprcscres co:r..c drogas tipo corticosteroides en los jerbos 

puede contribuir decisivarr.cnte a la susceptibilidad a reinfección 

experi~cntal. Si bien los datos sorre los t.itulos de Igs 

.. -in:ulant.cs de cst.c estudio re!uerzan el hechc ::3e cr-..:.c este 

p~r.i:net1·0 es diagnost.ica~ent.e conveniente para indicar exposición 

del hosFedcro al p3rasito, se deben establece~ trabajos futuros 
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para determinar su posible valor pronóstico en infecciones pasadas 

o actuales, asi como para evaluar la correlación de datos 

serológicos y clinicos en estudios transversales/experimentales y 

longitudinales/ epidemiológicos. 

El presente trabajo constituye el primer reporte sobre 

rcco11ocimicnto antigónico especifico por Igs circulantes en jerbos 

infectados con Y.l.I\.IltiJ.\. Los ensayos longitudinales de IET e IPP 

mostraron resultados virtualmente m[ts diferenciales que los 

obtenidos por ELISA. De esta forma, patrones co~plejos de Ags (~20 

con la cepa P-1 y ::::Jo con la cepa WB) fueron progresiva y 

consistcntcraentc rcuctivos con los sueros de los animales en 

ensayos de IET, aunque este repertorio fue rná.s limitado (5 con la 

cepa P-1 y 7 con la cepa ~B) en cnsJ~·os de TPP. Estos datos son 

E"Xplicatilcs desde el punto de vista de que el ensayo de IET permite 

visunlízai· interacciones Ag-Ig que involucrnn varios isotipos de Ig 

(Igll~IgG+IgH) t:iientras que el ensayo de IPP involucra 

principal~ente Igs de isotipo IgG dada la afinidad a ella de la 

proteína A de ~.Jti?.tu:.Lococcu~ aureus usada como coprecipitador 

(Jenscn, 1959) 1 aunque Igs de isotipo IgM también son detectables 

en este siste~a (M. en c. Lilian Yépe~ Mulia, comunicación 

por:scnal) ¡ ade~ás, el r.:osaico de componentes antigénicos es mas 

complejo en extractas solubles totales que en 

superficie radionarcados. Sin e~bargo, el hecho 

aquellos de 

de haberse 

obscrvndo con a~bos ensai·os diferencias cualitativas y 

cuantitativas en los patrones de reconocimiento en función de la 

cepa infectant-e del para.sito pernite sugerir que estas dos cepas de 
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Q..... l..a.m.Q.li.o. indujeron en los jerbos inoculados respuestas inmunes 

humorales parcialmente cepa-dependientes. Aggan.·al y Nash {l987b) 

obtuvieron una conclusión semejante, aunque en su trabajo se 

manejaron enSi\)'OS de detéccion de lgs (ELISA, IF ;•de citotoxicidad 

dt:'pendicntc de Compl er:iento) err.pleando un conjugado 

hc.•tcrocspec1 fico, esto es, prepara.do contra Igs de haTi\ster, 

mientras que en cst.e analisis se utilizó un conjugado 

homo~sp~cifico {contra I9s de jerbo} sog~n se ha rncncionaJo. 

En resurn.:-·n, 1os datos obtenidos a partir dE'l modelo de 

in!cc=:ion cxperi:r.c;,nta~ er.;plcado en este trabajo sugieren que 

existc-n trofo:o1tos de C(·pas o aisla.des de ~ larnbl U1 que son 

cJpaces de inducir un3 int~nsidad de infeccion diferente en los 

:;~:-~.:-e, .!e .;.;...,,l ~ • .._. tt.:d.~1..-lono con respuestas r.::ediadas por Igs 

circulantes CUA~!itativa~Pntc y cua1itativa~ente distintas, y le 

ant~rior pojr1a estar influido directamente por diferencias 

antigcnicas prcst:-ntcs en l.:is aislados de este p:-otozoario. Estos 

da~os guarjan buena ~cr~elac1cn con las observaciones hechas por 

r;,l~.n y cols. (1987) en su estudio de giardiasis experimental en 

humanos, aunque en dicho trabajo la heterogeneidad genctica de los 

individuos es un factor distintivo. Tocando e~ cuenta lo expuesto, 

los jerbos ~ongolicos p~c~~n ccns1derarsc ~n ~odelo aninal idóneo 

de giardiasis experimental. 

El nivel final de analisis en el presente est.udio involucró la 

determinacicn de la pr-e:.~:ic1a Ce Igs anti-~ lª..Lt?..l_iE y de 

rc-conoci:r.icnto antigenico en r;-,ucstras séricas a partir de un 

estuJio transversal de ;i~rdi3sis clinica efec~~ado sobre una 
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población de individuos en edad pediátrica. Un nU~ero de estudios 

precedentes han mostrad~ que ~ ~. si bien es un parásito 

intt"stinal "estricto", es capaz de inducir respuesta inmunológica 

:;.iste;:;ica dC" rg~; circulantes por mecanismos no dilucidados 

ac-tu.llrncntt.?. En esta !onr .. 1, \'iH"iñS tccnicas seroinrnunologicas han 

sido proptic·stas para fines diagnosticas con base- en estudios 

C'pider.iiologicos de tipo transversal (Visvcs\•ara y cols., 1980: 

Sttith y col s .. . F 1 8:: !'ev.i!'-.J.Jos en reporte de la KHO, 1986). 

LJ. tt·c-nic~"'- de F.L!SA se empleó en el prcsi:nte trabajo para 

dct~rr:dna:· los ni\•clc5 de> lgs totales {IgG+lgA+IgM) en las r..ucstras 

soricas ~~11cionadas en func:cn d~ ~u ~lta scnsitilidad 1se utilizo 

el cquivalcnt~ de ~0,000 celu}as co:o Ag y 1 µl je suero por pozo). 

Asinis~o, en un~ nayor1a de casos (35/~l=~S.Jil los titul~s fu~ron 

dis.:-r1lT'1n~bles di rC':'t<'l.~,cntt> d12 aque:lc-s .:orrespondientcs a las 

::-iuüst1·as control aun C".,:!r.sider-ando J d.:-sviaciones estándar sobre la 

mC'dia en ~stos ~lt.imos, indicando una especificidad alta para el 

rnt":·todo des-.·rit.o. L:ls le.::ur.~s de D...i.,~: fueron ::-clativa.:r.cnte 

scmcjant~s pJra una ~~cstra scr1ca confrontada con Ags de las dos 

cepas de g .lF.r.bl .ia c<:-plcad.1s, confir:::ar..:!,:. estos datos la e>:istencia 

de :-eactividJ.d serC"lo::¡ica cruzada hacia aislados diferentes del 

p.'lrdsito. Sin co:-.bargo, no se determinó ninguna correlación entre 

los niveles de lgs ar.ti-~ la:--J2J ... 1Ji y la sintornatolog1a del 

individuo dv1 cual se cbtuvo la muestra. Esto puede estar influído 

desde el punto dP vi~~:'! c:;::.;.~itdtivo por el tipo de estudio 

real .izado (t.rans\'ersal) dadci que el t.ítulo de Igs puede encontrarse 

r..odi ficado con el t.ie.r.po post-infección en el que se colectó el 
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suero, asi como por el fondo genético de los individuos 

involucrados en el analisis (i.e. no son singénicos). El tilti~o 

fact:'.lr también podria int:luir 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 inducción de isotipos 

de lgs variables de indi\'iduc a individuo, aunque del mismo modo se 

observo un grado de variabilidad en el cuadro clinico inducido por 

la inf eccion. 

Con base en lo anterior, se puede sugerir que esta mctodologia 

puede ser capa: de detectar con confiabilidad no solamente la 

infcccion pcr -º-.:._ l~lL~ en hur.,ano5 sino aqllellos casos sin una. 

s.!ntc-:-:-3tc.!o:;:.:! :!soc::i..:!.l !::. ;::;.;.:i.; .z:.s i:;1¡:...:ir-tante desde un enfoque 

epidc-!':'!iologico, s1 bien se rc·quiere t.odavia determinar su posible 

utilidad pronostica. Estu~ios recientC>s sugieren quo el análisis 

por isotip~s de lgs espcc:ficos puedc·n apo:=-tar datos relevantes al 

respecto: p.cj. niveles sericos dltos de IgH anti-~ lamblia 

pareC'cn ser indi.:at1·~·os en casos agudos (Gol:,1 ~ ~. 19S6) y en la 

etapa pcd:atr1ca del indi'dduo (Jar.off il ª-1...:_, 1990}; aparenter:.ente 

los niveles de IgG no discriminan infecciones actuales de las 

previas (GoJ.:a g_!. iLk· 1986). 

El :-econoci:niC>!1~0 ant.igénico de los sueros hur.ia.nos probados 

hacia trofozoitos de las cepas P-l y WB del parasito fue por lo 

general complejo y variante en un número de indiv1duos en los 

ensayos de IET y r.iuy restringido y hc~.ogénco en el analisis por 

IPP, no encontrandose tar..poco en estos datos ccrrelacion entre la 

sin~or..atolog1a del individuo y los pdtrones de rcactividad 
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antigónica. Con respecto a la complejidad del reconocimiento por 

IE1' ésta no se ha explicado actualmente, aunque existen algunas 

posibilidades tales como la presencia de un mosaico complejo de 

detcrttinantes antigcnicos (cpitopes) presentes en los extractos o 

bien la presencia de una especie particular de epltopc compartido 

por \'3rios Ags. Sin embargo, no puC'de descartarse la posibilidad de 

que por lo zr,cnos algunos de estos determinantes puedan esta.r 

gllicosilodo:;, lo cual es posible en función de los resultados 

obtenidos por· rc.1ct ividad ante lectinas. Ensayos futuros sobre 

bioqu.imi.:-a de cpitopC's (v.gr. prcincubacion de Ags con proteinasas, 

cndo~lucosidasas y mctapC'ryodato de Sodio) podrían dar r~sultados 

relcv.i.ntcs en c.:. te· scnt ido. Por parte., la variabilidad en el 

est1:d1~, 351 co~o par factores propios potencialcente presentes en 

l::t intcraccion º--·~ 1.fu~:..t'J _ _i_~-humano: la heterogeneidad genética de los 

individuos que puede ir..pl icar una. respuesta ampliamente variable al 

por 51 co::iplcjc patron de dC'tcrr.:inantes antigénicos que se 

pn•scnt:m dura.nt{' el cu!"so de la infección, el balance de los 

di!er~ntcs isotipos de Jgs con distinta afinidad y el propio titulo 

de lgs en el rnom~nto de colección del suero adc~ás de que, cerno se 

observó C>n esta fase de: estudio, una sola muestra sérica presentó 

rcactividad cuantitativamente y cualitativamente diferente ante las 

cep3:. P-1 y W-B, lo cual indica la participación de la 

het.crogeneidaj antigenica del parásito cr. este fenó::ieno. 

En los autorradiograr.ias de lPP so dctcrr.iinaron dos cortponentes 

inmunogenicos de superficie de 63 Kd y 35 Kd para la cepa P-l que 
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no se observaron con la cepa wn, mientras qiie los ~gs de 82 y 55 Kd 

fuoron reconocidos constantemente por las muestras séricas. Estas 

observZ\ciones, ltlás que contradictorias a las obtenidas con el 

ensayo de IET, pu~den ser complC'mcntarias, i .e. en los extractos 

:;.ollibles St.'.' pui>dí'n cncontr,'\r v<trios precursores de los cotnponentcs 

da SU\)crficie que ya contengan los epitopcs, de tal forma que en 

IJ::T so observen varias b3.ndas de Ag y por lPP un repertorio más 

limitado, nunque debe considcran:oe el hecho de que los Ags de 

s~ipcr! iciC' n.c..:-t-.f>ihlc-!> al marcaje con '~~'i¡ deb1.~n c.:.ntcncr residuos de 

histidin.'\ y princip:llr.,ent.c tiro!:'ina (Marchalonis 1 1969). Oc 

cu • .,, lquicr ?:\3ncri'I., c$tc:: c;-.;:-,.:>;y ... -. t.'\mb ic-:-i pcrr.li t io dcte.nninar la 

,¡:ixistonci~ de ht. ... t~:-CHJcncidad ant-igenica en estas dos cepas de ~ 

l.Ain!ü.ia, ~s1 como dcti"Ctdr rcact ivida.d en indi\•iduos con infección 

no sintom.:\t ic:'\. 

i\ün considerando los p;:itcncialcs de- v."'lriabilidad anteriores, 

uno de los dates mas imp~r~antes en este tipo de análisis es la 

id-L!nti!icacion de J\gs del organismo intect.dnt.e que son 

in~unC\9c:-nico~. des.de el punt,o de vista de su reactivida.d y la 

frccucncil'\ con que son in::\m0detcctados. As1, los sueros humanos 

c.mplc,.,,dos. en ~:'ití? estudio re ..... onocicron con mayor intensidad y 

!rec'.~f'ncia lcis ..:-omponcnt.cs de 1J3, 92, 55, .:;5 y 36 1'\d en la prueba 

de lf'T, )' !\qucllos dí" S2 y $5 Kd e~ el ens~yo de IPP en las cepas 

f'-l y \.i!\ dt< ~ ~~. Cabe destac3r que en la fase de 

;;~n'l..:t.::-ri=:¡,,::!c-n inn-,•.m:ilo~ica lon~itud.inal del t:'lodelo anir.al de 

jerb~s. :ü:ingol ic.:'\s se d~tennin;:iron como Ags relevant:es, en base a 

lC'I:;. crit.~rieos. r.tencionad~s. los ~on-.pvnc:::::.c~ de 150-180, l3J, 121, 
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92, 82, 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, 82, 65, 55 y 45 Kd) pueden ser propuestos como posibles 

marcadores inmunológicos en giardiasis tanto clinica como 

e~¡lerimental a partir del presente trabajo. Oc hecho, algunos de 

estos componentes han sido detect~dos y utilizados probablemente 

por otros investigadores, v. gr. el Ag de 82 Kd y similares 

{Einfeld y s~ibbs (1984); Edson il l!.L. (1986): Clark y Holberton 

(1986): Kurnkum il l!.L. (1988a): Kuml:um tl l!.h (198Sb)], el de 65 Kd. 

[Rosoff y Stibbs ( 1986a y 1986b)] y el de 55-56 Kd. [Kumkum tl AL. 

(198Sa); Vinayak ti AL (1989)). De 1:1.ancra inversa, existen 

estudios sobre giardiasis en humanos donde otros componentes han 

sido detectados en frecuencia mayoritaria, co1:1.o en el caso del Ag 

de 31 Kd. (TaJ•lor y Wenman, 1987}, el cual si fue detectado en el 

presente estudio aunque no entre los principales inmun6genost 

rec1procamente, estos autores también detectaron los componentes de 

80 (u 62} 'l' 55 Kd en sus perfiles nntigénicos de la cepa WB de 2..t. 

~. Una fuente importante de variabilidad entre estos datos 

puede ser la metodologia de preparación de Ags solubles totales y 

de superficie (en aquel estudio se sonicaron trofozoitos en PBS sin 

adición de inhibidores de proteasas, mismos que si se utilizaron en 

este trabajo). Este aspecto se ha discutido previamente. 

I:x!st:c un!'l !l>erie de perspectivas y alternativas de tipo básico 

cor.o aplicado a partir de los datos del presente estudio en 

conjunto con los antecedentes relacionados, y actualmente se tiene 

un grado de avance en los 1:1isrnos. En p1-ir.:era instancia, los 

124 



estudios longitudinales con seguimiento clinico e inmunológico 

pueden dar información adicional de gran valor en relación a los 

Ags de G .l..a.tmli.D. que son reconocidos durante el curso de la 

infección humana, además de proporcionar datos significativos sobre 

el valor diagnóstico y pronóstico de una serie de ensayos 

scrológicos (basados en la detección de Igs) o de tipo coprológicos 

[basados en captura de Ags (Craft y Nelson, 1982; Rosoff y Stibbs, 

19S6a: Janoff y cols., 1989) o en el uso de sondas de ONA (Butcher 

y Farthing, 1989: Lewis y cols., 1990)]. 

En estos estudios se pueden incluir herramientas de Ingenieria 

Genetica, i.e. la construcción de genotecas de DNA (genómicas) y 

las de cONA (de expresión). A partir de estas Ultimas se pueden 

inmunoseleccionar proteinas recombinantes y subclonar en vectores 

de expresión adecuados el gene(s) que codifican para los Ags 

propuestos con el fin de producir éstos en forma llLás pura, 

económica y en cantidades suficientes para estos estudios. En el 

laboratorio de la ora. Guadalupe ortega-Pierres se ha logrado 

caracterizar parte de un gen que codifica para una región 

antigénica, hidrofóbica, rica en cisteina (probablemente expuesta 

en la superficie del trofozoito) e inmunolocalizada en un Ag de 65 

Kd de la cepa P-1 de !ii_ ~ (M. en c .. Ramón Coral-VAzquez, 

1990), =ientras que Gillin y cols. (1990) han reportado la 

clonacion de un gen que codifica un deten;.ina~te{s) antigénico(s) 

presentes en dos prote1nas de superficie de trofozoítos de la cepa 

WB accesibles al ~arcaje con 1~I (con PK de 85 y =66 Kd) y cuyo 

producto es una proteina recombinante de 72.S Kd rica en cisteina. 
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Estos genes pueden tener una relación con la expresión de los Ags 

de 82 y 65 Kd que se han identificado en el presente estudio y en 

otros más sobre 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 diseño de sistemas preliminares de inmunoprofilaxis 

experimental para la giardiasis empleando el modelo animal de 

jerbos mongolicos. Esta estrategia ha dado resultado en infecciones 

experimentales con otros protozoarios incluyendo plasrnodium (Holden 

y Frecman, 1981), 1'-Qx~ 9.QlliUJ. (Handman y cols., 1980), '.L.. 

s;ru_¡j_ (Scott y snary, 1979) y t.. histolytica (Petri y Ravdin, 

1991), asi como en el organismo que infecta roedores, ~ mu:.i.§. 

(Roberts-Thomson y cols., 1976b; Butscher y Faubert, 1988). 

con lo anterior, se debe tocar en cuenta que las diferentes 

estrategias de control epidemiológico de largo plazo para la 

giardiasis, particulan:iente en paises en Vias de desarrollo como el 

nuestro (revisado por Stevens, 1985}, deben considerar no solamente 

las fuentes de infección entre humanos, sino aquellas entre humanos 

y animales (Faubert, Bemrick y Erlandsen, 1988) involucrando 

sistemas comunitarios de depuración de agua potable y mejoramiento 

de condiciones higiénicas de la población y alimentos de consumo. 

Por ahora no se cuenta con un método preventivo artificial para la 

cnfcnncdad y si con una serie de agentes para su tratamiento; pero 

los antecedentes ofrecen una perspectiva promisoria enfocada a 

evitar con anticipación los efectos clinicos o subclinicos (e 

indirectamente ccono~icos) causados por esta enfermedad. 
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VI, CONCLUSIONES 

l. L.J c!lcien~la en la obtenc1on de extractos de proteinas 

solubles 'totales de t1·ofozoitos de ~ ~ fue semejante al 

cot:parar las cepas P-1 y WB, existiendo diferencias al comparar los 

métodos empleados para ello. En particular, la adición de agentes 

solubilizantes como son los detergentes tritón X-100 al o.S\, 

desoxicolato de sodio al 2\ y acido acético favoreció la eficiencia 

de cxtrdcción proteinica. 

2. El análisis electroforético de los extractos solubles 

totales obtenidos de las dos cepas del pardsito mostró una gran 

complejidad antigénica (52 a 63 co~ponentes), así como diferencias 

cuantitativas }" cualitativas entre ellas. En ensayos similares en 

de.ble dimension se detectaron aproxir.iadarnente 100 componentes 

utili:ando extractos con ácido acético, dentro de un rango de PM de 

10 a 240 Kd. La tinción ?AS revelo el carácter glucoproteinico de 

un gran nUrnero de Ags del parasito. La reacción con lectinas mostró 

que el carbohidrato terminal en estos A9s de .G..i. ~ fue la N

aceti l-O-gl ucosa~in~. 

l. El anal is is de extractos subcelulares enriquecidos en 

co?llponentes de membrana, citosol y citoesqueleto de trofozoitos de 

las cepas P-1 y liB de !L. ~ mostraron diferencias antigénicas 

entre ellos, y e>:istió una r..a:for variabilidad en el prirr.ero al 

co::iparar las cepas. El :cétodo er:pleado pe:n:iitió det.en:iinar un 

contenido de ~;e pg. de proteina por célula. 
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4. Los componentes de superficie celular de trofozoitos de~ 

1...An.b.l.iA accesibles al oarcaje con 11~r fueron obtenidos con mejor 

eficiencia al emplear detergentes solubilizantes de me~brana 

(tri ton X-100 y desoxicolato de Sodio). El numero de proteinas 

marcadas fue limitado (hasta 17 bandas en el rango de PM de 10 a 

2.;o l\d) y varias de ellas r.:ostraron sensibilidad al agente 8-

~crcaptoctanol, lo que sugiere la presencia de puentes disulfuro 

y;o residuos de cisteina en éstas. se detectaron diferencias 

antigénicas cuantitativas en las 2 cepas, en especial a nivel de 

cooponentes de alto PM. 

5. Los trofozoitos de las cepas P-1 y WB de Si.:_ ~ 

presentaron heterogeneidad antigénica tanto de tipo cualitativo 

(determinada al er.1plear electroforesis bidimensional) cor.i.o 

cuantitativo (detectado por nedio de densito~etria en extractos 

solubles totales, subcelulares y radio:warcados). 

6. El procedi:r.iiento para obtención de extractos antigénicos de 

~ lan.blia que involucra sonicacién con el uso de detergentes 

(tritón X-100 o desoxicolato de Sodio) presentó ~ejores resultados 

en cuanto a reactividad en ensayos scroló9icos de giardiasis 

experi~ental y clinica. 
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7. En la infección experimental de jerbos mongólicos 

singCnicos utilizando trofozoitos de fL. l.i'iMblia administrados via 

intragástrica, se determinó una alta susceptibilidad de los 

animales, especialmente machos, a la dosis infectante utilizada. 

Los periodos observados· de prepatencia y patencia con picos de 

expulsión de quistes, asociados con autolir.i.itancia y expulsión 

intermitente d~ estos, semejan notablemente a los registrados en 

giardiasis hu~ana. Por lo anterior, los jerbos mongólicos pueden 

considerarse un modelo animal idóneo de giardiasis experimental. 

s. Los jerbos infectados con la cepa WB expulsaron 

concentraciones de quistes en heces más altas que aquellos 

infectados con la cepa P-1, sugiriendo esto una intensidad de 

infeccion diferente inducida por la cepa infectante de g_~ ~. 

Asi, estas dos cepas mostraron una heterogeneidad en su 

comportamiento biológico que podria estar relacionada a la 

heterogeneidad antigenica detectada en ellas. 

9. Les patrones cin~ticos de aparición de Igs circulantes en 

los jerbos infectados fue ligeramente diferencial con la cepa 

infectante. Sin cwbargo, la especificidad antigénica de estos fue 

distinta desde el punto de vista cuantitativo y cualitativo, tanto 

con Ags solubles totales como radiotarcados del para.sito. Las 

respuest.as inmuni::.:. hur..<.adlcs inducidas !..;.ere;, p.41.:-ci.:il::c:-.tc ce;:~-

dependiE:nt.es y ésto tar..bién puede estar relacionado con la 

heterogen~idad antigCnica de estas cepas de~ la~blia. 
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10. En el analisis scroinmunol6gico de ~uestras obtenidas en 

el estudio transversal de giardiasis clinica, no se encontró 

relación entre la presentación de la infcc=ión (sintor.i.atica o 

asintomatica) y el titulo de lgs circulantes ni el patrón de 

reconocimiento antigenico. Sin enbargo, lo;. sueros individuales 

reconocieron patrones antigenicos con diferQncias cuantitativas y 

cualitativas ante las cepas P-l y WB sugiriéndose asi la 

participación, por lo r.ienos parcial, de la heterogeneidad 

3ntigenica del parásito en la inducción d~ respuestas inr.unológicas 

variables en casos identificados clinicar.;t:>nte. 

11. Se dete~tarcn ~gs de trofo~oitos de ~ ~ con PM de 

133, 92, 82, 65, 55 y 4:, Kd que fueron preferencialmente 

reconocidos por sueros tanto de individuos con giardiasis co~o de 

jerbos ~ongólicos infectados experimentalnentc. Considerando estas 

observaciones, asi co:c est.udios de otros grupos en relación a los 

Ags ~encionados, se sugiere que éstos pueden ser empleados en el 

desarrollo de ensayos de inr.,unodiagn6st.ico más eficientes y en 

ensayos de inmunoprof ilaxis de esta enfen:iedad. 

130 



EJ;ACTIVOS Y SOLQCIO!{ES CQHPLEMENIARIOS 

Los reactivos e~plcados en este trabajo fueron de alta 

pure:.a. Solamente se indica la marca respectiva, tanto en el 

tc~to como en este apartado, cuando se trata de alguna de las 

presentaciones del reactivo mas recomendables para su uso. 

•Medio TYI-6-33 suple.=entaoo con bilis (~TCC t 1404) 
Bilis bovina. bacteriológica (Sigma Cher... Co.) •.• o.s g. 
Tripticasa (cascin digest peptone, BBL} .•......•. 20 g. 
Extracto de levadura (BBL) •.•.................••. 10 g. 
Dextrosa (Baker An.) •.•••••••.••••.•••.••.••••••• 10 g. 
Cloruro de Sodio .••••••••••.••••••.••••••••••••••• 2 g. 
Cistcina-~onoclorhidrato ...•.•...••........•...••• 2 g. 
Acido ascorbico (Merck) .•••••.....•.••••••.••••. O .1 g. 
Fosfato de Potasio ~onobasico (Baker An.) .••...• 0.6 g. 
Fosfato de Potasio dibásico (Baker An.) ..•••...•.• l g. 
Citrato férrico de amonio (Baker An.) •..•.•.•••• 23 mg. 
-Disolver en H~O bidestilada hasta soo ml. 
-Ajustar pH a 6.~-6.9 y aforar a 900 ral. 
-Filtrar en membrana de 0.22 um. de diámetro de poro 
-Realizar prueba de esterilidad 
-Coltpletar con 100 ml. de suero bovino descomplementado 

(HyClone) y 1 ml. de stock de penicilina (SO,OOO Ul)
estrcptorr.icina (50 mg.). Almacenar a 4Dc hasta su uso. 
Es estable por 2 semanas una vez completado. 

•Amortiquador de Fosfatos-Salina (PBS) (Stock lOX] 
Cloruro de Sodio .....•...••......•.•.•.. , . . . . • • • . SO g. 
Cloruro de Potasio ...••... , ..••.•.•..•....•.••.... 2 g. 
Fosfato de Sodio dibasico 

heptahidratado ....•.•...• , •.•....•...••..• 21. 7 g. 
6 dodecahidratado ........................... 28.98 g. 

Fosfato de Potasio monobásico ..................... 2 g. 
-Dis-olver en lt,O bidest.ilada hasta SOO ml. 
-Ajustar pH a '1.2 y aforar a l lt. 
-Para su uso como PBS lX, disolver 1:10 con HzO 
bidestilada. Es estable por varias semanas. 

•M~~cla cr6:ics [reRetivo limpia~or ~· ~eido Crómico] 
Oicrorr.at.v de P:-ta~io .••.........•...........•... 100 g. 
Acid~ Fulf~ri~o, concentrado .....••...•..••.... 250 ~1. 
H.,O bidest i lada. • • • • • • • • . • • • . • • • • • • • • • • • • • . • • . • 750 tnl. 
-Agreg3r el H..,O al dicro:r.ato y mezclar 
-Agregar lentamente el ácido y ~ezclar hasta la 
disolución co~plc~~ del dicromato. 

-De.jar enfriar 13 solución y almacenar a TA, protegida 
de la luz. Es cstab)e por tiempo indefinido. 
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•sulfato de Zinc al 33\ 
Sulfato de Zinc heptahidratado {Mcrck) ..•......• 330 g. 
HiO bidesti lada c. b.p ...•..•...........•......•.. 1 lt. 
-Revisar periódicamente su densidad (1.16-1.20), La 
solución es estable por varias semanas. 

•Luqol (aoluoién iodinada de Oobell] 
Yodo •••••••••••••••••••.••••••••••••••••••••••••• 4 g. 
Yoduro de Potasio ......•.... , .•..............•..• a g. 
H,o bidestilada c.b.p ......................... 200 ml. 
-Disolver completamente el yoduro de Potasio en el H20 

y agregar posteriormente el Yodo. Al~acenar a TA, 
protegida de la luz. Es estable por varios r:ieses. 

•PBS 0,1M, pH 6,8 
Fosfato de Sodio rnonobasico tetrahidratado .•... 1.JS 9. 
Fosfato de Sodio dibásico dod~cahidratado •... 3.5815 g. 
Cloruro de Sodio •••.••.•.••••••.••...•••••••••• 560 mg. 
-Disolver en H2o bidestilada hasta so ml. 
-Ajustar pH a 6.S y aforar a 100 ml. 
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TECNICAS COMPLEMENTARIAS 

•DETERMINACION DE PROTEINAS CON EL REACTIVO DE FENOL SEGOll FOLIN 
[ENSAYO DE LOWRY MODIFICADO]* 

-Preparar las siguientes soluciones: 
SOLUCIONA: Sulfato de Cobre heptahidratado al 0.5\: en 

H20 bidestilada. 
SOLUCIOtJ B: Carbonato de Sodio al 2\ en Hidróxido de 

Sodio O.lN. 
SOLUCION e: Tartrato de Sodio y Potasio al 2\: en H20 

bidestilada. 
SOLUCION O: Mezclar l vol. de A con 1 vol. de C. 
SOLUCION E: Me.:clar 50 vol. de B con 1 vol. de o. 
REACTIVO DE FOLIN-CIOCALTEU: Diluir l: 2 con H20. 
SOLUCION PATRON DE BSA: BSA en H,o (l t>q./ml.) 

-Procesar la serie de tubos de acuerdo al siguiente formato: 
--------

Tubo • 2 3 4 5 6 7 
BSA ( l rng/ml) 10 20 40 60 80 100 - µl 
H20 bid. 500 490 480 460 440 420 400 490 µl 
Muestra lO'ul 
Detergente .. 5 5 5 5 5 5 5 - µl 
Solucion E 2.5 2. 5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 l:l] 

Puede modificarse, En su caso se ajusta el volutt.en de H20 para 
completar 500 µl. 
••si el extracto fue obtenido en presencia de Tritón X-100 0.5,, 
se debe agregar la cantidad indicada de Tritón X-100 al 10\. Si se 
obtuvo con NaOOC 2\, se deben agregar 50 µl. de NaDOC al 10\. 

-Mezclar cada tubo y dejar t"eposar 10 min. a TA. 
-Agregar a cada tubo 250 µl. de Reactivo de Folin-Ciocalteu (Siqn¡a 
o Mcrck) diluido 1:2 y 500 µl. de SOS al 5\. Agitar en vortex y 
dejar reposar 30 min.a TA. 
-Leer absorbencia a 750 nm. 
-La concentración de la muestra problema se obtiene por 
interpolación con la curva patrón de BSA (10 a 100 µq.). 

•ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES PLANOS DE POLIACRILAMIDA
SDS [SDS-PAGBJ• 

·~. Preparación da geles con concentración constante de 

-Preparar las 
SOLUCION 
SOWCION 

SOLUCION 
SC>LUCION 
SOLUCION 
SOU1ClON 

Acrilaaida (10\)• 
siguientes soluciones: 
A: Acrilamida (Bio-Rad) al 30\ en H2o bidestilada. 
B: N,N 1 -metilén-bisacrilamida (Bio-Rad) al 2\ en 

H O bidestilada. 
S: sbs al 20t ~n H2o bidestilada. 
GE: Trizma base lM, pH 8.8. 
GC: Trizma base lM, pH 6.S. 
APS: Persulfato de a~onio 10\ en H20 bidestilada. 
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-Preparar los qeles resolvedor )• concentrador de acuerdo al 
siguiente formato: 

Sol. A 
Sol. B 
Sol, GE 
Sol. GC 
u,o bid. 
Sol, S 

GEL RESOLVEOOR 
(30 ml. J 

10 ml. 
4 ml. 

11.25 ml. 

GEL CONCENTRADOR 
(10 ml.) 
l. 7 ml. 
o. 7 rol. 

1.25 rol. 

TEMED (Bio-Rad) 
Sol, APS 

~. 4 ml. 
150 µl. 

13 µl. 
90 ~il. 

6. s ml. 
50 µl. 
10 µl. 
50 µl. 

NOTA: E~ conveniente deacrar la solución antes de agregar el TEMED. 
El gel rcsolvedor polimeri~a en aproximadam~nte 30 min. y el gel 
concentrador en 20 min. maximo. 

•B. Preparación de geles con un qradiente continuo de 
Acrillllllida (S-15\I* 

-Preparar las siguientes soluciones: 
AMORTIGUADOR DE GEL CONCENTRADOR [BGC SXJ 

Trizma b3sc 2m, pH 6.$ ........... 50 ml. 
sos 20\. • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • . 4 ml. 

AMDRT~b~,.,~~esot/';:E'i'.' R:,,·:C,/;~·ÚxJR. 'r'Bi{E' 
05x~00 ml · 

Trizma base 2m, pH S.s ........ 187.5 ml. 
sos 20\ •••••••••••••.••••••••••.•. 5 ml. 
!110 bidestilada c.b.p ........... 200 ml. 

SOLUCION ACRILAMlDA-BISACRILAMIDA-GLICEROL [ABG] 
Acrilamida• ...•................... 60 9. 
N,N'-metilén-bisacrilamida ....... 1.6 g. 

~3.~c~~~~~~i·l·ª·~~ .~ .. ~--~·::.".".".".'.".".".'. ~ºo ~11'. 
H.O bidestilada c.b.p ....•...... 200 rol. 
Filtrar en Milliporc o ~hatman i l 

·se debe manejar con precaución (neurotóxica). 

~~~;ig~A~~:O~e~~~i~ºc~:r:m~~~~s 1~~ne~r~á~e~~~e~~~\~~~~ o 
de concentración constante de acrilamida). 

Trizma base 2M, pH 6.S 
sos 20\ 
Glic~rv:: 
Colorante (a=ul de bro
~ofcnol o pironina Y) 
HzO bidestilada c.b.p. 

2X 5X 
312 ~l. 780 µl. 

l ml. 2. 5 ml. 
388 µl. 970 Jll. 

C.CC:002\ 
(c.f.) 

5 :::l. s ml. 



-Preparar los geles de acuerdo con el siguiente fonnato: 

GEL RESOL\'EDOR GEL CONCENTRADOR 
(JO ml.) (10 ml.J 

5, 15t 
BGE 5X 3 .4 1:11. 3. 4 ml. 
aac ax l. 25 ml. 
~~ bidest i 1 ada 10. 85 ml. 5.15 ml. 7.085 ml. 

2.85 ml. 8. 55 mi. l. 66 ml. 
TEMED ~ µl. 4 µl. 5 µ!. 
APS 17 µl. 17 µl. 50 µl. 

UOTA: Es conveniente deaerar la solución antes de agregar el TEMED. 
El gel resolvedor polimeriza en aproximadamente 45 rnin. y el gel 
concentrador en 20 T:iln. maximo. El gel resol \•edor se prepara 
empleando un fonnador de gradientes conectado a una bomba 
peristaltica la cual vierte la mezcla en el depósito para el gel. 

*TINCIOH DE CARBOHIDRATOS CON ACIOO PERYODICO-SCHIFF [PASJ EH 
GELES TIPO SDS-PAGE• 

-Preparación del reactivo de Schiff: 
l. Disolver l g. de fucsina básica en 200 ml. de H~O 

bidestilada en ebullición. Agitar 5 min. y en!rJar hasta 
so0c. 

2. Filtrar y agregar al filtrado 20 ml. de HCl lN. 
(preparado agregando 1.7 ml. de HCl fumante a 18.J ml. de 
H20). Enfriar hasta 2sºc y adicionar l g. de 
metabisulfito de Sodio o Potasio (fresco}. Dejar reposar 
la solución en la obscuridad por 12-24 hrs. 

J. Agregar 2 g. de Carbón activado, agitar l min., filtrar y 
almacenar a TA. 

-Procedimiento de tinci6n: 
l. 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 l hr. 
J. Surncrgir el gel plano en ácido peryódico acuoso al 2\, y 

almacenar a 4ºC por 45 min. 
4. Colocar el gel inmediatamente en el reactivo de Schiff, y 

refrigerarlo por ~5 min. (No enjuagar la solución de 
<icido pcryódico antes de colocar el gel en el reactivo). 

5. Desteñir el del plano a TA en 2 o J cambios de ácido 
acético al 10.\. Para desteñir con ma}•or rapidez, sumergir 
el gel en una solución conteniendo 50 ml. de HCl lN, 5 g. 
de metabisulfito de Potasio en 950 ~l. de H O, la cual 
debe estar fresca para resultados óptimos. fst~ p~c~cso 
resulta en un dc~cñi~icnto mas bien rapido, por lo cual 
se debe cuidar no desteñir de~asiado el gel. 

6. Almacenar los geles en un refrigerador para retención 
prolongada de las bandas. Los geles sobreteñidos o 
desteñidos pueden volver a ser teñidos. 
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•AUTORRAOIOGRAFIA INDIRECTA Y REVELADO DE PLACAS DE RAYOS-X PARA 
GELES TIPO SDS-P~OE CON 1~I• 

-Para autorradiografia indirecta: 
l. Correr clectroforéticamente los Ags radiomarcados como se 

acostumbra. 
2. Teñir las proteinas separadas de acuerdo con los 

protocolos convencionales. 
3. Una vez desteñido el gel, lavarlo 3 veces con H20 

bidcstilada por espacio de 30 nin. en agitación. 
4. Tratar el gel con solución de Salicilato de Sodio lM, pH 

6.0 durante 30 min. en agitacion. 
S. Equilibrar con glicerol J\-metanol 30\ 5 min. con 

agitación. 
6. Proceder al secado del gel. 

-Para el revelado de las placas: 
l. Dejar el cassette con el gel secado y pelicula a TA por 

espacio de 1-2 hrs. 
2. En condiciones de obscuridad o bajo luz con filtro para 

fotografía, sumergir la placa en la solucion reveladora 
(revelador y reforzador Koda~: GBX 6 Kodak Oektol 1:2 en 
H2o) durante l. 5 min. 

3. Enjuagar con H20 corriente por J rnin. 
4. Sumergir la placa en solución fijadora (~ijador y 

reforzador Kodak GBX) por espacio de 3 m1n. 
s. Lavar la placa extcnsivar.iente con H20 corriente. 

•TrNcION DE PAPEL DE NITROCELULOSA [NCP] CON Ag TRANSFERrDO A 
PARTIR DE GELES TIPO SDS-PAGE* 

-Para la tinción con amido black: 
l. Inmediatamente después de la transferencia de proteinas, 

teñir el NCP con solución de amido black (negro azul de 
na!tol (Sigma cnern. co.] 0.1, p/v, metanol ~5\ v/v, acido 
acético 10\ v/v) durante 5 ~in. en agitación. 

2. Desteñir con metanol 45\-ácido acético 10\ por 15 min. 
hasta observarse un fondo claro. 

3. Lavar extensivamente con H:O bidestilada en agitación. 

-Para la tinción con tinta india: 
1. Lavar el NCP 2 veces con tv.1een 20 al 0.3.\ en PBS (10 min. 

cada lavado). 
2. Teñir e:npleando PBS-t .. ·een 20 0.3.\. con l µ.l. de tinta 

india (Pelikan) por ~l. de la solución durante l hr. 
J. Lavar extensivamente con H20 bidestilada. 
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•PRUEBA DE VIABILIDAD BASADA EN EXCLUSION DEL AZUL DB TRXPANO* 

l. Cosechar la~ células y lavarlas 2 veces con PBS. 
2. Contar las células. 
J. Preparar control de células muertas incubando Sxl06 trofozoitos 
en 1.5 ml. de PBS a S6°c en baño Maria por 30 min. Dejar enfriar. 
4. En un tubo Epperdorr"'~ colocar 9 vol. de la suspensión celular 
y agregar l vol. de solución de azul de tripano al 0.4\ en PBS. 
Agitar en vortex para mezclar adecuadamente. 
s. Esperar 5 min. a fin de permitir que las células muertas 
incorporen la tinta. 
6. Contar las células vivas y tl'luertas bajo observación microscópica 
en un total cornbin3do rn1nirno de 200-JOO. La viabilidad se calcula 
con la siguiente formula: 

DE CElUU.S 
VIABLES 

t de céls. vivas contadas x 100 
t total de células contadas 

Corno la 1:1cr.i.b:rana de una cClula viva es imperneable a este 
colorante, aquella aparecerá. incolora en presencia del azul de 
tripa no. 

•CRIOPRESERVACION DE TROF020IT09 DE g_. ~ EN NXTROGENO 
LIQUIDO• 

- Para la criopreservación: 
l. cultivar los trofozoitos en medio TYI-S-33 como se 

acostumbra, hasta la fase logaritrnica de crecimiento. 
2. Enfriar los tubos de cultivo por 30 min. en baño de 

hielo-agua. 
3. Centrifugar los tubos a 2000 R.P.M. durante 10 min. a 

4°C. Retirar el sobrenadante y contar los trofozoitos en 
cámara de Neubauer. 

~. Agregar a la pastilla celular medio TYI-S-JJ adicionado 
con dimetil-sulfóxido (DMSO) al 10\ (en ra%ón de 1 ~l. 
por cada 5 x lOb trofozoitos). Resuspender perfectamente 
la pastilla. 

5. Transferir el contenido a criotubos Nunc- de 1.8 gl. de 
capacidad. Enfriar rápidamente en baño de hielo-agua. 

6. Alnacenar los tubos de inmediato en ultracongelador a 
te~peratura de -7o0c durante una noche. 

7. Transferir los criotubos a inmersión en Nitrógeno liquido 
)' almacenarles hasta su descongelación. Bajo estas 
condiciones, pueden pe~anecer viables hasta por 3 años. 
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- Para la descongelacion: 
l. Colocar los criotubos a un baño a J7°c hasta su fusión 

completa (tai:ibién se puede hacer a TA). 
2. Transferir el medio con celulas a un tubo conico de 15 

ml. conteniendo l el. de ~edio TYI-S-33 fresco. 
3. Centrifugar los tubos a 2000 R.P.M. por 5 min. a TA. 
4. Decantar el sobrenadante y llenar con 15 ml. de medio 

TYI-S-33 fresco. 
5. Revisar los trofozoitos en el microscopio óptico. 
6. Incubar los tubos a J?~C como se acostumbra. 
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