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RESUMEN

Considerando que el disco ventral de Giardia /amblia participa en forma
importante en el mecanismo de patogenicidad del parésito, el présente trabajo
tuvo por objeto obtener las proteinas que lo integran, fundamentalimente giardinas
y tubulinas. Para ello se llevé a cabo el aislamiento de las protelnas totales de
citoesqueleto por el método de Holberton y Ward ', apartir de las cuales se
seleccionaron las proteinas -de interés -mediante separacién isoeléctrica y
electroforética. Con las diferentes fracciones isoelectroenfocadas de glardinas y
tubulinas se inmunizaron gerbos (Meriones unguiculatus} y se demostré por la
técnica de inmunofiuorescencia que los anticuerpos antifracciones protéicas del
citoesqueleto reconocieron antigenos soméiticos y de la periféria del disco ventral,
corroborando lo anterior con el método de marcaje con biotina de las protelinas de
membrana la cual revelé que los antigenos de elevado peso molecular se
encueniran expuestos en la superficie del parésito de igual manera que giardinas
y tubulinas, pero en concentracién pequefia o bien exteriorizando algunos
epitépos. Con base en los resultados obtenidos se concluye que existen tipos de
giardinas y tubulinas que ademds de constituir el disco ventral de Giardia lamblia
se localizan extrinsecamente en la membrana del trofozoito por lo que pudieran
participar activamente en el proceso de adhesién del pardsito a la mucosa
duodenal del hospedero.



INTRODUCCION

A pesar de los avances en el desarrollo sconémico, de las espectativas de vida y
de la creacién de diversos programas de salud, las enfermedades producidas por
parésilos siguen siendo un grave problema de salud en América Latina. La
giardiasis en nuestro pals presenta caracteristicas endémicas que obedecen en
gran medida a las condiciones ambientales o socioeconémicas, estado
nutricional, hdbitos higlénicos y de manera especial a factores relacionados con el
parédsito y la dindmica de transmisién. Glard/a /amblia es el agente causal de esta
enfermedad y es considerado como uno de los eucariontes evolutivamente més
primitivos, capaz de desarrollar procesos de adaptacién muy eficientes que le
permitan coexistir con su hospedero, de tal manera que en funcién de esta
relacién huésped-pardsito, la enfermedad puede ser asintomética en algunos
individuos o bien manifestar cuadros agudos y crénicos asociados a episodios
diarréicos y sindrome de malabsorci6n intestinal.

La asociacién de giardiasis con alteraciones importantes en el desarrollo
nutricional del nific en la etapa preescolar, asi como la carencia de métodos de
diagndstico y tratamiento de esta infeccién, son algunos de los factores qus han
propiciado una ardua labor de investigacién en las dos Ultimas decadas. Entre las
aportaciones mas relevantes de estos estudios estd el conocimiento de antigenos
de membrana y citoesqueleto del pardsito destacando estos Gltimos aquellos que
constituyen el disco ventral. La importancia de estas proteinas radica en su
posible participacién en el fenémeno de adherencia del protozoario y en su
capacidad de inducir la respuesta inmune.



MARCO TEORICO

Hasta ahora se sabe que Giardia lamblia se adhiere a las microvellosidades de
las células epiteliales de la mucosa intestinal por medio del disco ventral,
originando ‘'una serie de alteraciones morfofisiolégicas que ftraen como
consecuencia un sindrome de malabsorcidn, lo que retarda el crecimiento y
desarrolio del huésped’. Por tal motivo en aflos recientes e! estudio de dicha
estructura se ha convertido en un tema de investigacién de gran relevancia. Cabe
sefalar, que constituye la parte meduiar dei citoesqueleto de Giardia lamblia y
que se integra predominantemente por giardinas y tubulinas, proteinas que se
esncuentran distribuidas en todo el disco formando parte de microtiras y
microtibulos respectivamente.

Se ha reportado que anticuerpos de individuos infectados con Glardia lamblia
recanocen notablemente proteinas con pesos moleculares comprendidos en el
rango de ios reportados para giardinas y tubutinas’. Bajo esta premisa surgié el
interés de esclarecer si estas proteinas juegan un papel importante desde el
punto de vista inmunolégico, ademas de integrar el citoesquelsto de Giardia, esto
tiene importancia porque pudiese conferir proteccién contra esta parasitosis.

GENERALIDADES

La giardiasis es una enfermedad de distribucién cosmopolita considerada en
afios recientes como una causa importante de diarrea™”. El agente etioldgico es
un protozoario entérico flagelado Wamado Giardia lamblia cuyo término rinde
homenaje a dos cientificos europeos del siglo XX que se dedicaron a su estudio:
el Francés Alfred Glard y el Checoslovaco Vilem Lambl’.

El género Giardia pertenece al orden Diplomonadida y a la familia Hexamitidae
por poseer dos ntcleos adyacentes en el mismo plano transversal y simetria



bilateral, a la clase Zoomastigophorea debido a que tiene flagelos como medio de
locomocién ® ‘

Morfologla. Adopta dos formas, una ‘de quiste que es infectante y una de
trofozolto que es patégena. El trofozolto tiene forma de pera, mide de 9 a 21 n de
largo por 5 a 15 de ancho y 2 a 4 1 de espesor, es redondeado en su porcién
anterior y afilado en la posterior. La superficie dorsal es convexa y tres cuartas
partes de la superficie ventral anterior estd ocupada por un disco adhesivo
céncavo el cual semeja a una ventosa que sirve de anclaje al organismo(figura
1). Los dos nlicleos situados uno a cada lado de la linea media en la regidn
anterior son ovoides y contienen un cariosoma central formado por una masa
densa de cromatina; la membrana nuclear estd parcialmente cubierta con
ribosomas’ . A partir de cuatro pares de blefaroplastos (kinetosomas o cuerpos
basales) localizados entre los nlcleos a ambos lados de la linea media se
originan cuatro pares de axonemas (intracitoplasmaticos) los que dan lugar a los
flagelos y éstos se designan de acuerdo a su disposicién: anterior, posterior,
ventral y caudal™ EI trofozoito tiene también otras estructuras como son:

a) los cuerpos parabasales (cuerpo medio) que son estructuras microtubulares en
forma de media luna situados dorsalmente a los axonemas caudales.

b) el funis constituido por dos microtibulos que acompafian a los axonemas
caudales en su posicion ventral y dorsal (figura 2).

c) estructuras citoplasmaticas como ribosomas, granulos de glucégeno, reticulo
endoplasmico rugoso, vacuolas lisosomales distribuidas a lo largo de la
superficie ventral y dorsal, en su interior tienen enzimas con actividad de
hidrolasa, entre éstas: fosfatasa d4cida, DNAasa, RNAasa, proteinas tiol
dependientes (cisteina) y tiol independientss. No se han identificado
mitocondrias, peroxisomas, reticulo endoplasmico liso ni nucleolos. Existe la
posibilidad de que el aparato de Golgi si esté presente en el trofozofto debido



a que se ha demostrado un transporte organizado de proteinas hacia los
lisosomas y superficie del protozonrio". :

Fig. 1 Reconstruccién perspectiva del disco ventral, visto por detrés de I b dorsal.
anterior (As), ventral (Av), p {ateral (Ap). M ventral {mv). Microtibulos que rodean 8 los
axonemas caudaies (1-4). Cuerpo medio (cm), flagelo ventral (#v). Fuente : Holberton DV (1073)




Fig. 2 Ultraestructura del trofozolto de Giardia /ambiie. A} Vista ventral. Kinetosomas (K), nucleos (n),
axonemas (s), funis (fn), disco ventral (dv), flagelo ventral (tv), grieta | (gve), las digestiy
{vd), flanco ventroisteral (), fagelo caudal (fcl). 8) Vista dorsal. Placas marginales (pm), flagelos: anterior
(fa), posterior (fp), caudal (fc) y ventrs! (fv). Fuente: Kreister JP (1972), Feely DE (1982).

El quiste es ovoide y mide de 8 a 12 p de largo por 7 @ 10 de ancho, esta envuelto
por una pared quistica integrada por una capa externa filamentosa y una interna
membranosa. Contiene en su interior vacuolas, ribosomas, axonemas flagelares,
funis y cuerpos parabasales“.
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Ciclo de vida. La forma infectiva es el quiste maduro que debe ser ingerido por
via oral. Una vez que el quiste llega al estdmago, se inicia el proceso de
desenquistamiento que concluye en el duodeno; durante dicho proceso un
trofozoito tetranucieado se mueve dentro del quiste lo rompe por su parte
posterior y sale. Al quedar libre, su citoplasma se divide mediante fision binaria
longitudinal, llevdndose a cabo la distribucién de nicleos, axonemas y
estructuras que formaran el disco ventral y finalmente, por citocinesis resultarén

dos trofozoltos hijos (figura 3)

Flig.3 Divisi6n de trofozoltos de Giardia lamblia mediante fision binaria longitudinal. Microscopla de contraste
de fases (100 x).

Debido al rdpido movimiento de sus flagelos, el trofozoito se desplaza
activamente de un lugar a otro y cuando aplica su disco ventral sobre el epitelio
duodenal se fija firmemente a éste; simultdneamente ocurre la divisién nuclear y
celular que generara otros dos trofozoitos y asi sucesivamente. Algunos de ellos
permanecen adheridos a las microvellosidades y otros son arrastrados por el
transito intestinal. Al llegar a la parte media a baja del yeyuno se produce el
engquistamiento, sin embargo en ocasiones no se logra, particularmente cuando el
peristaltismo esta acelerado. Durante el enquistamiento los flagelos se retraen, el
disco ventral y los cuerpos medios se desorganizan, el citoplasma se condensa,
se secreta una membrana fina y hialina (pared quistica) y los ntcleos se

dividen'"
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Disco ventral y mecanismo de adherencias. Ei sitic de adherencia del trofozolto
on Ia mucosa intestinal del huésped es el disco veniral. Esta estructura esté
constituida bésicamente de microtibulos situados en posicién adyacente a Ia
membrana plasmitica y perpendicularmente a ellos emergen las microtiras hacia
ol interior del citoplasma. ‘Estas Glimas estén interconectadas por puentes
cruzados y se considera que dichos puentes le dan rigidez al disco y contribuyen
a una de sus principales funciones como parte del citoesqueleto  de!
pardsito(figura 4). Estudios de microscopia electrénica muestran la disposicién de
las microtiras enrolladas concéntricamente a manera de espiral hacia un centro
comun, su origen es de la orilla mas externa de! disco terminando en un punto
distal sobre el margen intomo" (figura 5).

1. Microtiras

2. Puentes cruzados

3. Microtibuios

Fig 4. A) Fotogrefia en mi plo de {ectrénica de un troft de Glardia lamblia intacto en
seccion transversal. Se observan: flagelos (f), ndcleos (n) y disco ventral (d). En ol cuadro superior zquierdo
se muesiran mmaurua )dol disco ventral fijadas con &cido ténico; mr), {mt) ¥
puentes dos (c). Esq que enfl las princip A |. Fuente:
Eroutiey (1993). del disco veniral




Fig.5. Microtiras del disco ventral enrolladas concéntricamente & manera de espira! hacia un centro comdn.
Fuente: Holberton D.V. (1981).

El componente principal de los microtubulos es la tubulina, heterodimero de 110 a
120 KDa. en promedio, formado por dos monémeros del mismo peso molecular
(55 KDa. ), alfa y beta lubulina". La tubulina que integra los diferentes organelos
microtubulares del citoesqueleto (flagelos, disco, cuerpo medio y funis) no es la
misma para cada uno de ellos sino que difiere en la composicién de algunos
aminoécidos, o bien, en algunas especies se han generado otros por modificacion
de cadenas laterales (reacciones de glicosilacién, fosforilaciénetc); de ahi que
estas clases de tubulina posean distintos puntos isoeléctricos y/o pesos
moleculares. Se ha encontrado que la tubulina que integra el disco ventral se
constituye a su vez de 5 variantes isoeléctricas con rango entre 560 y 575 Las
microtiras se componen de giardinas que son un grupo de proteinas con pesos
moleculares entre 28 y 39 kDa, con un punto isoeléctrico de 580a 6.20, contiene
una cantidad elevada de leucina, la que le confiere una estructura terciaria de tipo
helicoidal elongada". Se ha sugerido que las giardinas sa presentan en las
microtiras en una concentracion superior al 40% y copolimerizan con la tubulina
en forma laminar en una relacién de 2 a 3 moléculas de giardinas por cada dimero
de tubulina, incluyéndose su interaccién con otras protelnas como las MAP's
(proteinas asociadas a microtibulos). Sin embargo mediante inmunocitoquimica
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con anticuerpos antitubulina y antigiardina se pone de manifiesto que la tubulina
se localiza solamente en los microtibulos pero no en las microtiras y se muestran
anticuerpos antigiardina enlazados claramente a las orillas de las microtiras,
extendiéndose de la superficie ciloplasméatica al microtubulo bnaln
Probablemente la interaccién giardina-tubulina es tal que la cara extema de la
microtira corresponde a la superficie interna del microtibulo.

La funcién del disco en el mecanismo de adherencia no es clara y para explicarlo
se han propuesto diferentes modelos:

« Flexibilidad de las orillas del disco ventral donde se han localizado proteinas
contrdctiles: actina, alfa actinina, miosina y tropomiosina. Por microscopia
electrénica se observa cémo las oriilas del disco ventral interdigitan con las
microvellosidades de la célula huésped y las deforma dejando una imagen en
espejo de estas orillas sobre los microvellosz'.

o Fuerza de succién generada por el movimiento sincrénico sinusoidal del flagelo
ventral, el cual induce a un fuerte flujo de fiuldos a través de los canales
laterales y la grieta ventrocaudal. Dicho flujo resulta en una progresiva
acumulacién de fuerza viscosa la cual es maxima cerca del portal, en la
"garganta" de la grieta ventrocaudal, io que indica que la fuerza de succién
alcanza un valor méximo en este sitio, dicha fuerza es comunicada
hidrostéticamente a través del portal a la cdmara ventralz2 (figura 6).

Interacciones mediadas por receptor. Se demostrd que trofozoitos de Giardia
lamblia cepa P-1 se adhieren a eritrocitos de conejo mediante una lectina
asociada a membrana con afinidad especifica hacla residuos glucosil y
manosil, si bien es cierto que los primeros no estan presentes sobre las células
de epitelio intestinal humano, los residuos D-manosil sf lo estdn y pueden servir
como posibles sitios receptores para dicha leclina, ademds éstos se
encuentran principalmente en células pobremente diferenciadas { inmaduras )
de las criptas de Lieberkum, que son productc de recambio celular
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incrementado a este nivel por la presencia del pardsito. Quizd esta lectina
participe de manera complementaria en la adherencia mediada por el disco
ventral y que incluso contribuya a un dafio funcional y/o morfolégico en el
intestino delgado de algunos pacientes con giardiasis, semejante a lo que
ocasionan algunas lectinas vegetales en intestino delgado de mamlferos”.
Posiblemente la carga iénica localizada en la superficie de trofozoitos de
Giardia lamblia esté involucrada en la adhesién a céjulas epiteliales de
intestino delgado. Sin embargo poco se sabe sobre la estructura de la
superficie celular de este- protozoario;.-andlisis citoquimicos ponen de
manifiesto una prominente cubierta superficial que se tifie con colorantes
catidnicos tales como rojo de rutenio y ferritina catiénica, sugieriendo la
existencia de una carga negativa completa la cual también es demostrada por
electroforasis celular .
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Fig. 8 Adherencia del trofazolto de Gisrcva lambils . EI movimiento sinusoidal de! flagelo ventrs! induce un
flujo de fluidos a través del canal lateral (LC) y la grieta ventrocauda! (VcG, flechas iargas). La fuerza de
succlén generada por este flujo es transmitide a través del portal (P) h-clu ia camara (VC) del disco
sdhesivo (flechas pequefias). A) Las dreas breadas indican dhesi6n de Giardia con el
sustrato. Fuente: Krester JP (1972), Holberton DV (1873).

__El mecanismo de adherencia depende del metabolismo activo y es inhibido por
oxigeno, temperatura y concentraciones de cisteina reducidasm'. asl como
agentes farmacolégicos. Se cree que los benzimidazoles® interaccionan con la
beta tubulina del disco, pero no la que se encuentra en flagelos lo que sugiere



que esta Gltima no posee el sitio de enlace para benzimidazoles y es una
evidencia mas de que el disco y los flagelos contienen distintas tubulinas, lo que
demuestra también que el movimiento flagelar no es suficiente para que la giardia
se adhiera.
__Epidemiologia. L.a giardiasis es de distribucion cosmopolita con cifras de
frecuencia muy variable dependiendo, principalmente, de las condiciones
sanitarias y el nivel educativo de cada regién. En climas célidos su prevalencia es
mayor, no obstante, se han sucitado epidemias en regiones montafiosas de clima
frio, transmitidas por agua que ha sido purificada por un sistema inadecuado. La
infeccién es més frecuente en edades pedidtricas que en el adulto; se puede
presentar desde la lactancia pero tiene sus picos maximos de prevalencia en los
preescolares y escolares”. EI mecanismo de transmisién mas comin es a través
de agua y alimentos contaminados con quistesmw. Se da también por transmision
interpersonal en grupos con mala higiene fecal-oral, como nifios pequeiios en
guarderlasu. homosexuales masculinos sexualmente activos y personas en
instituciones de custodiau. Algunos animales salvajes infectados, castores y
animales domésticos también pueden ser portadores de la infeccién.“
__Patogenia. Los mecanismos por los cuales Giardia lamblia ejerce su accién
patdégena pueden ser explicados por las siguientes teorias;
e Obstruccion mecanica. Ocasionada por una cantidad masiva de parasitos que
recubren la mucosa intestinal provocando malabsorciénas.
¢ Dario a la mucosa. Los trofozoitos al adherirse al epitelio intestinal acortan las
microvellosidades lo que resulta en irritacion de la mucosa causando una
produccién excesiva de moco, alteracién en el proceso de maduracién de las
células, asi como disminucién en la actividad de disacaridasas y otras enzimas
presentes en el borde en cepillo de las células epitelialesu. También se
presentan focos inflamatorios en las criptas y lamina propia. Con muy poca
frecuencia se han encontrado escasos parasitos en el interior de las células de
la mucosa, bases de criptas y submucosam,



o Interaccién pardsito-huésped. Existe una compstencia por nutriontor entre el
flagelado y la mucosa intestinal, los cuaies son necesarios tanto para la funcién
celular epitelial como para’el metabolismo del protozoario. Algunos sindromes
de deficiencias inmunitarias se han relacionado con la giardiasis, como es el
caso de la hipogammaglubulinemia, particularmente de las clases IgA @ lgM“‘”
Otros factores que influyen son: la hipoclorhidria, malabsorcién de\lactosa y
malnutricién o1 i

o Proliferacién de bacterias. Giardia lamblia favorece la colonizacién de’ duodeno
por bacterias |o que trae como-consecuencia desconjugacién de nl#s biligres
provocando malabsorcién de grasas a0

Inmunologla. La importancia de la participacién del sistema inmune del

hospedero se ve reflejada en la elevada susceptibilidad a la giardjasis que
presentan individuos con inmunodeficiencias o malnutricién , por otro lado a la
baja incidencia de la enfermedad en sujetos expuestos repetidamente ‘a Giardia

lamblia y en nifios cuyas madres han sido infectadas por el partsito“. !
|
Se ha demostrade que los principales mecanismos de respuesta inmune del

hospedero que contribuyen a la erradicacién del pardsito son, bdsicamente:
fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos(CCDA) y fijacién de
complemento“, en los cuales se ven involucradas tanto la respuesta inmune
humoral como celular. Sin embargo para comprender que tipo de células estdn
involucradas en estos procesos y cual es la secuencia de los mismos, es
necesario conocer el ambiente inmunolégico a nivel duodenal por ser 8l hébitat
48
del flagelado (figura 7). r

Se sabe que un 25% del intestino delgado se integra por tejido finfoide™ ‘ y éste a
8u vez se constituye por;

1.Placas de Peyer : agrupacién organizada de foliculos linfoides no enca}asulados
que se encuentran separados del contenido luminal por células epiteliales



membranosas llamadas "células M", que carecen de microvellos sobre su
superficie, son pinociticas y transportan macromoléculas y material particulado
del lumen intestinal a ias placas de Peyer,

2.Células linfoides de la lémina propia: linfocitos B, T, células plasmiticas,
macréfagos, mastocitos y sosinéfilos. o

3.Linfocitos intraepiteliales.

4,Nédulos linfoides mesentéricos.

Fig. 7. A) Disg de la duodensl. B) S transversal de un vello del intestino
deigado el cual muestra sus células constituyentes. C) Superficle de! epltelio a nive! de lémine propia que
enmarca la posicion de las célulss M*como puerta de enirads pare gue of sntigeno llegue o las places de
Peyer. Fuente: Sircus W (1083), Shorter RG (1985).
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El procesamiento de antigenos y los eventos celulares iniciales de !a respuesta
inmune ocurren en las placas de Peyer“. Estudios "in vitro" que evaluan la
respuesta de dichas placas a la infeccién por G. muris revelan que en ratones
infectados el nimero de leucocitos-fué mas del doble entre el séptimo y décimo
dia postinoculacién de quistes, observandose que las proporciones de las celulas
T cooperadoras y supresoras no variaroﬁ, no asl en las células B, pues las
productoras de IgM rapidamente proliferaron alcanzando un méximo al séptimo
dia y las IgA llegaron a niveles méximos entre el onceavo y catorceavo dia
postinoculacién; subsecuentemente las células productoras de IgM llegaron en
forma gradual a niveles basales mientras que las productoras de IgA
permanecieron elevadas. Transcurridas cinco semanas ambas céiulas B se
encontraron en niveles normalas“.

Se ha demostrado que los macréfagos fagocitan en forma espontanea al
parésllow. Algunos autores sefialan que los granulocitos solo lo hacen en
presencia de anticuerpos, es decir, su participacién se da por CCDA"'“. La igG
es el isotipo de inmunoglobulina que interviene predominantemente en este
mecanismo ya que, en ausencia de la misma, la citotoxicidad de granulocitos se
reduce hasta un 80-90% , el porcentaje restante refiere la posible participacién de

otras inmunoglobulinas como IgM e lgA”.

La destruccién del pardsito via fijacion de complemento, puede llevarse a cabo
por via clésica o alterna. En la primera participan IgG e IgM y de manera
importante los factores Cq, C2 y C4; se encontré que en suero de individuos no
infectados deficientes de C2 y C4 la lisis de los trofozoltos disminuyé un 36 y 46%
respectivamente mientras que la deplecién de C4 anulé el efecto litico. En la via
alterna destaca Ia participacién del factor B, debido a que en suero humano
depletado de éste y deficiente de C2 no ocurrié la lisis. En la presencia de Cgla
destruccién del parasito se da en un 56% pero aunado a Cg aumenta a 98%“’“.
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Posiblemente la funcién principal de la IgA en el iimen intestinal sea bloquear la
adherencia del trofozolto al epiteliou y quizé participe en fijacién de complemento
por via alterna.

Se proponen tres_diferentes rutas_sobre la interaccion entre el parasito y las
células inmunes del huésped:

o Los antigenos a través de las células M, llegan a placas de Peyer en donde
son procesados por células presentadoras de antigeno mostrandolo al linfocito
T, el que por medio de linfocinas activa otras células, como las células By T
que participan en CCDA. Tal vez dichos antigenos sean productos de
excrecion y secrecién del parési1057 debido a que es imposible que el
trofozolto penetre 1a célula M (figura 8).

e Los trofozoitos de G. lamblia quizé sean capaces de penetrar por diapédesis
células epiteliales a nivel de sitios: de descamacion después de los cual se
enfrentan a células del sistema inmune™. Por otra parte se ha demostrado que
productos de lisis del pardsito son quimiotacticos para neutréfilos y
macréfagos lo que potencia la respuesta inmune local (figura 9).

s Se ha observado que linfocitos intraepiteliales salen al lumen intestinal y son
capaces de adherirse a la superficie dorsal del.parasito; se desconoce su
naturaleza pero un dato importante es que pudiera tratarse de un linfocito T
citotéxico que interaccionara con la lectina de! parasito (figura 10).

La participacion en forma masiva de todas las células involucradas en la
respuesta inmune a nivel duodenal es la responsable del proceso inflamatorio que
presentan individuos con giardiasis
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Fig. 8 Trofozolto de Giardie lemble (G) adherido a los miciovellos de las célulss epiteliales. Nétese ia
presencia de células™™" cuya supaerficie no presenta vellos, asl como le imagen ‘en espejo” del disco
adhesivo (flecha) (x 4,109). Fuents: Owen RL (1879).

Fig 8. Trofozolto de Glardia lambka que se Introduce por diapedesis en el surco de la mucosa situado
I Imente & un vello int (x 5,282). Fuente: Owen RL (1979).
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Fig. 10 Dos trofazoltos de Giardia(G) en seccitn sagital y un linfocito pequefio (L) sobra ef borde de los

de células epit (C). Disco (D), flanco citop (F) (x7,421). En el cuadro
inferior derecho un linfocito s encuenira adherido a la superficie dorsal del pardsito (x7,200). Fuente: Qwen
RL (1079).
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Cuadro clinico. La manifestacién clinica de la giardiasis puede variar desde una
infeccion asintomética hasta una diarrea crénica con malabsorcién, lo cual se
atribuye a factores del huésped (estado nutricional y/o inmunolébgico) y a la
patogenicidad del parasito (tlpo de cepay ciertos antigenos de superficie), puede
durar dias o incluso meses. EI per[odo de incubacién dura en promedio de una a
dos semanas. Durante la etapa aguda las evacuaciones son diarréicas,
explosivas, acuosas, grasosas, de olor fétido , amarillas con moco; cursando el
paciente con distensién abdominal, ndusea, vémito o disminucién del apetito,
pérdida de peso, retraso en el crecimiento corporal y en algunos casos fiebre y
cefalea. En la fase crénica se encuentran los sintomas exacerbados ademds de
mialgias y cuadros alérgicos. Las manifestaciones extraintestinales son muy raras
pero cuando ocurren tienen complicaciones de tipo inmunolégico como urticaria
con eosinofilia y rash eritematoso, entre olrosso'°o

Diagnéstico. Suele hacerse mediante examen microscépico con el hallazgo de
quistes en las heces formadas obtenidos por métodos coproparasitoscépicos
(CPS) de concentracién en serie de tres o mas, empleando suifato de zinc" [¢]
formalina-é(ern. Cuando las evacuaciones son liquidas, es recomendabls realizar
un frotis en fresco para la blisqueda de trofozoitos. El diagndstico de giardiasis en
pacientes con diarrea crénica que muestran andlisis CPS negativos puede ser
establecido por examen de contenido duodenal mediante uso de la cdpsula de
gelatina de Beal o por aspiracién duodenaln'u; en casos extremos la biopsia
puede ser necesaria. Existen otras técnicas de gran sensibilidad y especificidad
como son: EL!SA“”, inmunoﬂuorescencia“ y conlrainmunoelectroforesis“, por
medio de las cuales es posible detectar antigenos de Giardia en heces utilizando
anticuerpos totales o monoespecificos, asi como anticuerpos antitrofozolto.
Recientemente se ha implementado Ia técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para detectar fragmentos especificos del DNA del parésitom.



Tratamiento. Los agentes efectivos para el tratamiento de pacientes con
giardiasis son:

Quinacrina. El mecanismo de accién posiblemente es debido a su efecto
sobrecomponentes de |a respiracién del pardsito como la flavoproteina y quinona.
Algunos de los efectos colaterales en el paciente incluyen vémito, cefalea,
transtornos Intestlﬁales. coloracién amarilla de piel, rara vez psicosis téxica de
exitacion 6 deprellén".

Metronidazol. Se ha propuesto una interaccién con ef DNA del pardsito asl como
de Ilas enzimas involucradas ‘en [a réspiracion del mismo, es mutagénico en
bacterias y carcinégeno en ratones a dosis elevadas y por periodos prolongados,;
de manera ocasional, en el paciente pusde provocar cefalea, nausea, vértigo,
diarrea, sabor metélico, etc. =

Furazoiidona. Probablemente actua por inhibicién de la respiracién anaerébica
del protozoario. Las reacciones secundarias son: nduseas, fiebre, diarrea y
vémito”. _

Mebendazol. Se cree que su interaccion es a nivel de beta-tubulina
particularmente microtiibulos del disco ventral, evitando con ello la adherencia de!
pardsito. Los efactos secundarios son dosis elevadas incluyen reacciones
alérgicas como alopecia y neutropenia reversible, Se han observadc efectos
embriotéxicos y teratogénicos en ratas preﬂadas".
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si las proteinas del disco ventral, giardinas y tubulinas con pesos moleculares
comprendidos entre 30 y 45 kDa participan en la respuesta inmune por la
cercania de las placas de Peyer de la mucosa intestinal, los anticuerpos
policlonales reactivos obtenidos-en’contra“de ellas serdn un indicador de su
capacidad inmunogénica y se mostrard por inmunofluorescencia; ésto favorecerd
la susceptibilidad de conferir proteccién por su ubicacién en la mucosa intestinal.

Se ha descrito el método de separacién de protelnas por cromatografia en
filtracién en gel con resultados no muy alentadores ' por lo que se propone

en geles de acrilamida-poliacrilamida, con la finalidad de separar selectivamente

sustituir esta técnica por la de isoelectroenfoque en rotofor previa a electroforesis

giardinas y tubulinas del resto de proteinas del citoesqueleto. Si inicamente se
tilizara la segunda técnica no seria posible alcanzar tal resolucién debido a la
levada proximidad de pesos moleculares de estas proteinas.

................ s B TR Rk ot A Ao 5, :
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OBJETIVOS

e Apartir de cultivos de Giardia /lamblia cepa P-1 obtener proteinas totales de
citoesqueleto y en funcién -de su punto isceléctrico y peso molecular, separar
giardinas y tubulinas.

« Obtener diferentes variantes isoeléctricas de giardinas y tubulinas mediante
reisoelectroenfoque en rotofor.

¢ Determinar si las giardinas y tubulinas del disco ventral de Giardia lamblia
tienen epltopos expuestos que induzcan la respuesta inmune, formando
anticuerpos especificos.
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HIPOTESIS

e Las glardinas y tubulinas. que integran el citoesqueleto de Giardia lamblia
pueden ser obtenidas a partir de proteinas totales de citcesqueleto con base
en sus diferencias de punto isoeléctrico y peso molecutar.

o El reisoelectroenfoque permitird separar las variantes isoeléctricas de las
giardinas y tubulinas.

e Los epltopos expuestos de las giardinas y tubulinas del disco ventral, inducirén
o faciitarén la respuesta inmune formando anticuerpos especificos.



DISERO EXPERIMENTAL
TIPO DE ESTUDIO:
o Transversal
o Experimental
¢ Prospectivo

o Descriptivo

POBLACION:
e gerbos conpesode20a60g
e trofozoitos de Giardia lamblia cepa Portland (P-1)

MATERIAL

e tubos Falcon de 15y 50 ql.

o micropipetas Gilson de 10, 100, 1000 nl.

e centricones Amicon-30 CF-25

o tubos Eppendorf

e jeringa Robbins de 25 pl.

* jeringas desechables de 1, 3y 5 ml.

o tubos de ensaye de 13 x 100

o pipetas graduadas de 5, 10y 25 ml.

e vasos de precipitado de 100, 250 y 500 ml.
o matraces volumetricos de 25, §0, 100, 500 y 1000 ml.
¢ botelia para cultivo de giardias.
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e membrana de nitrocelulosa poro 0.45u BIO-RAD

EQuiPO

centrifuga Sorvall-RT600B-Dupon LKB
ultracentrifuga TL-100 Beckman

rotofor TM preparativo BIO-RAD
espectrofotémetro U.V. DU 640 Beckman

fuente de poder LKB

camara de electroforesis Mini Protean Il BIO-RAD
cémara de transferencia TE 22 Mini Trasphor Hoefer
potenciémetro 12 pH/ ISE Meter Beckman
microcentrifuga Nanofuge Hoefer

vortex Fisher Scientific Genie 2

reciclador Muititemp Il LKB

microscopio de contraste de fases BH-2 Olimpus
balanza analitica Mettler AE 163

autoclave Medi-L.ab

estufa de CO2

REACTIVOS Y SOLUCIONES

inhibidores enzimaticos: p-hidroximercuril &cido benzoico (PHMB) y fluoruro de
fenilmetil sulfonilo (PMSF)

amortiguador de fosfatos salino (PBS )

amortiguador de fosfatos salino + tween 20 (PBST)

solucién TEDAMP ( Tris-HCI 10 mM, EDTA 2mM, ditiotreitol 2 mM, ATP 1 mM,
MgSO4 2 mM, KCI 150 mM ) pH final 7.8

solucién TEDAMP + 0.5% de tritén X-100
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dodeciisulfato de sodio (SDS) al 1.5y 10%

anfolinas Bio-lyte con pH de 6 a 8 y de 3 a 10 BIO-RAD
acrilamida-bisacritamida al 30%

solucién Tris-HCI pH 6.8

solucidn Tris-HCI pH 8.8

N,N,N,N-tetrametiletitendiamina { TEMED)

persulfato de sodio al 10%

solucién tefiidora para geles (azul de Coomassie/dcido acético/ metanol)
solucién decolorante (dcido acético/metanol)

amortiguador para electroforesis (Tris/SDS/glicina)

amortiguador de Towbin (Tris/glicina/metanot)

kit para Inmunocitoquimica (anti-lgG biotinilado de ratén, complejo
estreptavidina-peroxidasa de rdbano, peréxido de hidrégeno al 3% y 4-cloro-1-
naftol) SIGMA

solucién diamino de plata ( NaOH al 36%, NH4OH al 35% y AgNO3 al 20%)
solucién reductora (&cido citrico al 1% y formaldehido al 36%

solucidn fijadora (4cido tricloroacético al 20%)

metanol al 50%

solucién de écido citrico al 10% y metanol al 45%

anti-lgG fluoresceinado de ratén SIGMA

tiras reactivas de pH con rango de 0-14 y de §-10 MERCK

3-3' diaminobencidina

colorante azul de Evans

acetona

éster de N-hidroxisuccinimida biotina

dimetilsulféxido
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TECNICAS

Obtenci6n de protelnas del citoesqueleto.

Cultivar los trofozoitos de Giardia lamblia cepa Portland-1 axénicamente a 37°C
en medio TYI-S-33 suplementado con bilisn'" A las 72 hrs. cosechar por
centrifugacién a 1500 x g, 30 min.a 4°C y ajustar 1 x10' organismos/mi, lavar tres
veces con PBS (Na;HPO, 10mM, NaCi 150 mM) pH 7 .4; en seguida adicionar una
mezcla de inhibidores enzimaticos, PHB (p-hidroximercuril acido benzoico) y
PMSF (fluoruro de fenilmetil sulfonilo) a una concentracién final 1mM.
Resuspender los trofozoltos en 2 mi de solucién TEDAMP(Tris-HC! 10mM, EDTA
2 mM, ditiotreitol 2 mM, ATP 1 mM, MgS0O4 2 mM y KCi 150mM) +tritén X-100 al
0.5%, agitar vigorozamente en vértex durante 2 min. Para comprobar el
aislamiento del citoesqueleto se toma una muestra de esta suspensién y se
observa al microscopio de qontraste de fases Olympus BH-2. Después de ello
centrifugar a 17,000 x g 15 min a 4°C. Lavar la pastilla 2 veces con TEDAMP libre
de tritdn y centrifugar bajo las condiciones ya mencionadas. Solubilizar la pastilla
con 2 ml de SDS al 1.5% sometiéndo a ebullicion durante 8 min y centrifugar a
48,000 x g durante 1 hr a 4°C.

Sep i6n de las proteinas por i

troenfoque.

Adicionar anfolinas Bio-lyte 3-10 BIO-RAD al 2% a 2ml de proteinas del
citoesqueleto (6 mg) presentes en el sobrenadante de la ditima centrifugacién
para establecer un intervalo de pH de 3 a 10 y ilevarlas a un voltimen de 50 ml
con agua destilada. Colocar dicha mezcla en el rotofor™ cell BIO-RAD
condiciones de 12 watts, voltaje y miliamperaje abierto. Dejar transcurrir ef tiempo
necesario para que la lectura llegue a un valor constante (4 hrs
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aproximadamente) de manera que se establezca el gradiente de pH y las
protelnas se electroenfoquen de acuerdo a su punto isoeléctrico. Determinar el
pH de las 20 fracciones obtenidas y su concentracién a 280 nm en un
espectrofotémetro Beckman D.U. 640 ; en seguida concentrar y desalar con
centricones-30 ° Amicon, centrifugar hasta que el volumen retenido sea
aproximadamente de 50 pl y determinar nuevamente la concentracién de

protelnas.

Someter nuevamente a isoeléctroenfoque las fracciones con pH entre 5 y 7, esta
vez utilizando anfotinas con rango de pH entre 6 y 8. Determinar la concentracién
de las fracciones obtenidas antes y después de ser pasadas por centricones.

Esquema de inmunizacién

Seleccionar 72 gerbos cuyo peso fluctie entre 25 y 50 g, distribuirlos
aleatoriamente en 18 lotes de 4 animales cada uno, confirmar en sus heces la
ausencia de barésitos por medio de un coproparasitoscépico seriado realizado
por el método de Faust". Inmunizar cada animal por via intraperitoneal con 20 ng
de fraccién protéica de reisoelectroenfoque en 100l de solucién salina mezclada
con adyuvante completo de Freund en proporcién 1:1. El grupo control negativo
se forma con dos animales a los cuales no se les administra antigeno. Aplicar 5
refuerzos con intervalos de 20 dias en promedio y sangrar a los animales 30 dias
posinoculacién por via intracardiaca; separar el suero y almacenacenarlo a -10°C.

"
su

retlens moléculas con peso molaculer de 30 kDa en adelante
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Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Llevar a cabo {a electroforesis por el método de Laemmli". empleando un gel
acomodador de acrilamida al 4% y un separador del 10% . Mezclar 12l de cada
una de las fracciones protéicas ‘desaladas y concentradas con 3 pl de solucién
amortiguadora para tratamiento de muestra y colocar a ebullicion 5 minutos. Las
condiciones de corrimiento fueron 120 volts y 35 mA durante 90 minutos. Teflir los
geles con azu! de Coomassie R-250 al 0.1% durante una hora, dejandolos por 24
hrs en una mezcla metanol-4cido acético 40:7 viv. Para realizar la tincién
argéntica" colocar el gel en uny solucion fijadora de dcido tricloroacético al 20%
por 2 tvs. Lavar dos veces con metanol al 50% 30 minutos con agitacién y otras
dos con agua 20 minutos para rehidratar el gel y remover el metanol. Adiclonar al
ge! la solucién diamino de plata recién preparada, dejdndolo 15 minutos con
agitacion suave. Hacer dos lavados de 5 minutos con aguae, seguidos de
incubaci6n con solucién reductora durante 10 minutos, una vez que se cbservan
lag bandas retirar dicha solucién y remover el gel a un recipiente con metanol al
45% y éclido citrico al 10% para detener la reaccion.

Inmunocitoquimica.

Inmunofiuorescencia indirecta (IFi). Colocar en un tubo Eppendorf 20ui de una
suspension de 1x104 trofozoltos de G. lamblia y adicionar 100ul de suero de
gerbo inmunizado a una dilucién 1:20, incubar 1 hr a 49C. Posteriormente
centrifugar a 2500 x g durante 2 minutos y lavar dos veces con PBS pH 7.4.
Resuspender el botén en 1004l de anti-lgG de rata conjugado con isotiocianato
de fluorescalna diluido 1:1000 en PBS e incubar 1 hr a 4°C. Pasado este tiempo
centrifugar los trofozoftos y lavar dos veces con PBS. Colocar en una laminilia
3yl de esta suspencidn y 5! de colorante de contraste (azul de Evans), observar
en microscopio de epifluarescencia con objetivo 100x.
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Sistema  blotina-avidina-peroxidesa. En 20 laminiilas previamente
desengrasadas depositar 30 ul de una suspensién de trofozoitos de G.lamblia
(1x104 organismos/ mi de PBS ). Una vez que se han secado las preparaciones &
37°C introducirias en una cémara de Coplin con acetona por 15 minutos a
temperatura ambiente, transcurridos este tiempo lavar dos veces con PBS por 5
minutos y secar al aire. Sumergir las preparaciones en peroxido de hidrégeno al
3% 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente eliminar éste con un lavado
de 2 minutos en PBS. Una vez secas adicionar 100ul de suero de gerbo
inmunizado con fracciones protéicas de citoasqueleto dilucién 1:50 en solucién al
1% de albumina sérica bovina en PBS, en cdmara himeda a temperatura
ambiente por dos horas, lavar las laminillas y secarias. En seguida incubar cada
una con 100yl de anti-IgG de ratdn biotinilado diluido 1:20, durante 30 minutos a&
temperatura ambiente en cAmara himeda. Después de lavar las preparaciones se
hacen reaccionar 30 minutos con 100u! de extravidin-peroxidasa dilucién 1:20 en
solucion al 1% de BSA en PBS, a temperatura ambiente en camara humeda.
Enjuagar las preparaciones con PBS y poner de manifiesto la reaccién con 2 mg
de 3,3'-dlaminobencidina en 2mi de PBS y 50yl de peréxido de hidrégeno al 30%,
incubando a temperatura ambiente en cdmara himeda. Nuevamente lavar las
laminillas y ya secas observar en microscopio a inmersién.

Blotinizaci6én de trofozoltos.

Resuspender en un tubo falcon con 0.5 ml de NaHCO3 y 0.5 m! de NaCl ambos al
0.8%, 1x108 trofozoitos y adicionar 0.5 mg de éster de N-hidroxisuccinimida
biotina previamente disuelto en 12ul de dimetilsulféxido, tncubar 15 minutos a
temperatura ambiente con agitacién suave. Realizar tres lavados con PBS pH 7.4
centrifugando a 2500 rpm. Aislar las proteinas de citoesqueleto por el método de
Holberton' , someterlas a SDS-PAGE” y transferir a papel de nitrocelulosa’” para
revelar posteriormente con avidina-peroxidasa.
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Cultivo de trofazoitos de Giardia lamblia cepa P-1

|

Extraccién de proteinas del citoesqueleto

T

Separacion de protelnas por isoelectroenfoque

Fraccionamiento con
anfolinas pH 3-10

Fraccionamiento con
anfolinas pH 6-8

r Electroforesis en geles de acrilamida-bisacrilamida l

[ Inmunizacién a gerbos }———'

[ Inmunoflucrescencia I

marcaje de merbrana con biotina
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RESULTADOS.

El aislamiento de citoesqueletos de Giardia /amblia libres de membrana se
corroboré mediante microscopia en contraste de fases como lo muestra la figura
11, en ella observamos claramente el disco ventral y los axonemas (flecha
sencilla), asi como fragmentos de membrana y flagelos (doble flecha)

desprendidos del trofozoito.

Fig. 11. Extraccién del citoesqueleto de Giardia Jambiia con tritdn X-100. Micr pla de luz en de
fases con objetivo 100x.
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La separacién de las proteinas del citoesqueleto utilizando anfolinas con punto
isoeléctrico (p.l.) de 3 a 10 seguida de un segundo fraccionamiento de 6 a 8 se
observa en la tabla 1. La representacién gréfica de los valores de pH isosléctrico
para las fracciones del isoelectroenfoque con pH entre 3 y 10 se muestra en la
figura 12, donde se pone de manifiesto gque el gradiente de pH en las proteinas
refraccionadas es mucho menos gradual, que aquellas proteinas que se
seleccionaron en el segundo fraccionamiento (figura 13), la cual muestra que su
separacion es mas fina.

Fraccion no., Isoslectroenfoque con Relsoslectroenfoque con
anfolinas pH 3 & 10 anfolinaspHGa 8
1 3.0 50
2 35 5.0
3 35 8.0
4 4.0 8.0
] 45 %]
[] 5.0 [X]
7 55 [X]
8 8.0 7.0
] 60’ 70
10 [LE] 70
11 70 70
12 75 170
13 8.0 75
14 [X] 15
15 9.5 15
16 9.5 75
17 10.0 8.0
18 10.0 9.5

Tabla 1, Separacién de las protelnas del disco ventral de Glerdéa /ambia de a su punto isosléctri
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FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS
DEL DISCO VENTRAL DE G.ambiia
pH 3-10
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Fig. 2. Grifica que la separacion del primer jectrosnfoque, utilizando anfolings con pH de 3 @
10.

FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS
DEL DISCO VENTRAL DE G. lamblia

pH 6-8
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Fig. 13 Rep tacion grifica del reisoelectroenfoque con depHentre8y8.
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En la figura 14 se observa la separacidn electroforética en gel de poliacrilamida-
SDS de las proteinas del citoesqueleto, en ella se distinguen dos polipéptidos
principales, alrededor de 97 y 115 kDa, y otros de menor tamafio préximos a 66,
50, 31y 21 kDa.

Fig. 14 Electroforesls de proteflnas de! citoesqueleto de Giardia lamblia (carriles 1 y 2). Pesos moleculares
carriles 3 y 4. B galactosidasa 116.2, fosforilasa b 97.4, Albimina sérica bobina 45, anhidrasa carbonica 31,
lisozima 14.4.

La figura 15 ilustra el corrimiento electroforético de fracciones del primer
isoelectroenfoque y muestra que las fracciones protéicas son péptidos de peso
molecular alrededor de 65, 97 y 115 kDa presentes en todas las fracciones; otros
de 30-35 kDa solo en las fracciones 2 y 3, con p.l. de 3.5, asf como, péptidos de
45 kDa en ias fracciones de la2 ala 12 (p.l. de 3.5 a 7.5). En las fracciones 4 a 8
el p.l.fue de 4 a 6, también se observaron los péptidos de 30-35 kDa pero mas
tenues.

Hha
1
"l 2

Fig. 15 Separacién electroforética de las protelnas del citoesqueleto lloelactrosnrocadas entre pH 3y 10,
Los iles 1-20 corresponden a las fi protelcas en orden cr




La figura 16 presenta la separacién electroforética de las fracciones protéicas 2,
3, 4y 5, en donde se corrobora el peso molecular encontrado de acuerdo al
patrén de peso molecular ya mencionado.

1 2 3 4 ] ‘6, )

Fig. 16 Electroforesis de fracciones protéicas del primer isoeléct foque, iles 1 a 4, fracci de2a$
respectivamente. Carriles 5 y 6 pesos moleculares.

El Reisoelectroenfoque , nuevamente mostré polipéptidos comunes de 97 y 1156
kDa, otros de 45 y 66 kDa solo en las fracciones 3,y 11 a 15 (p.}. 6y 7-7.5, figura
17). Las proteinas, correspondientes a giardinas y tubulinas se presentaron en
baja concentracién observandose bandas tenues mediante la técnica de tincién
de azul Coomassie. Sin embargo cuando se concentraron con centricones de
poro mas pequerio y tifieron con una técnica mas sensible, nitrato de plata,
destacaron notablemente (figura 18).
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Fig. 18 Electroforesis de fracci téicas de reisoel ..w.ua teﬂldas con soluclon diamino de plntn
a) carril 1, pesas moleculares, carnlas 2 a 8 fracci de 1 a6 ol , carril 8 i

8. b) carril 1, pesos moleculares, carril de 2 a 6, fracciones 1a 3y 9 atl respacﬂvameme c) carriles de 1 a
7 fracciones10,12,13,15,17 y 18.

Por inmunocitoquimica se observa que las proteinas del segundo
isoelectroenfoque con pH de 6 a 8 mostraron bdsicamente proteinas de
citoesqueleto y de membrana, pues los anticuerpos reconocen a ambas, lo cual
coincide con el revelado biotina-avidina donde se observan las proteinas
marcadas en la membrana asl como estructuras presentes en el disco ventral (fig
19).

Fig. 18 Trofozolto de Giardia /lambka sensibilizados con anticuerpos dirigidos contra fracciones antigénicas
del citoesqueleta revelados con biotina-avidina-peroxidasa.
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La figura 20 corresponde a la reaccién de inmunofluorescencia empleando
anticuerpos contra una de las fracciones donde se obtuvo ia protefna de peso

molecular de 31 kDa.

Fig. 20 Inmunofiucrescencia Indirecta de trofozoitos de Giardia lambla, cepa P-1, utilizando suero anti-
fracciones protéicas de reisoelectroenfoque.

Las protelnas de membrana se identificaron por medio de la biotinizacién,
reaccién que puso de manifiesto a las proteinas de superficie de los trofozoitos de
Giardia lamblia con peso molecular de 97 y 115 kDa en promedio, aquellos
péptidos de 66, 45 y 31 kDa se apreciaron débiimente (figura 21).

Fig. 21 Proteinas de membrana marcadas con biotina.
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DISCUSION
En affos recientes se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la
composicién del disco ventral de Giardia, dando @ conocer, las principales
proteinas que lo integran, glardinas y tubulinas e inclusive los genes que codifican
para algunas de ellas®, Sin embargo, cabe aclarar que la técnica de aisiamiento

que se reporta para las mismas'®'

no permite obtenerlas con un rendimiento muy
alto, principalmente en el caso de giardinas, esto se debe en gran parte a que no
se obtienen en forma exclusiva sino acompafiadas de otras protelnas del
citoesqueleto de Gilardia como aquellas que integran los axonemas. Aunque la
codificacién de las giardinas es importante no es muy especifica porque no
permite diferenciar entre Giardia intestinalis y Giardia muris; eso fue uno de los
motivos para no utilizar métodos moleculares®,

Respecto a la técnica de aislamiento de proteinas cabe sefialar que fue necesario
incrementar el tiempo de extraccién del citoesqueleto que se reporta’ , pues solo
transcurridas 48 hrs se observaron bor microscopfa los citoesqueletones aislados,
considerando de antemano que su ultraestructura psrmanece inalterada aun
incubdndolos 2 dias en solucién de extraccion.

El isoelectroenfoque en rotofor nos permitié recuperar las fracciones protéicas por
encontrarse en solucién, sin la necesidad de ser elul[das de una matriz sélida,
considerando esta ventaja se reisoelectroenfocaron a manera de incrementar la
resolucién de giardinas y tubulinas y con ello, el nimero de variantes isoeléctricas
o fracciones de las mismas. Se infiri6 con base en ia gran resolucién de la
técnica, que las fracciones protéicas con valores de pH isoeléctrico repetidos
corresponden en realidad a diferentes tipos de proteinas.

Un hecho importante que justifica que las proteinas giardinas y tubulinas
presentaran un valor de pH isoeléctrico ligeramente superior al reportado en la
literatura es porque se obtuvieron por isoelectroenfoque en rotofor, esto es, en su
estado nativo. Cabe también la posibilidad de que se trate de otras variantes
Isoeléclricas de giardinas y tubulinas que no han sido reportadas, sobre todo
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aquellas con pH isoeléctrico muy alto, o bien que no constituyen propiamente el
citoesqueleto, como sucede con isotipos de tubulina ajenos a microtubulos que
han sido identificados en la membrana del parasito.

Mediante electroforesis de las proteinas del reisoelectroenfoque se pusieron de
manifiesto péptidos con pesos moleculares que de acuerdo a lo reportado en la
literatura corresponden a giardinas y tubulinas; debe aclararse que estos péptidos
resultaron muy tenues con la técnica de azul de Coomassie pero con la tincién
argéntica sl se apreciaron notablemente, lo que se atribuye a la elevada
sensibilidad de la misma.

Se sabe que las giardinas y tubulinas cuando son separadas en funcidon de su
peso molecular, aparecen como dobletes polipeptidicos de 30-31 y 53-58 kDa

1,18

respectivamente”’", sin embargo mediante enfoque isoeléctrico se ha demostrado

que dichos polipéptidos corresponden en realidad a diversas tipos de

proteinas'®'®

En este estudio fué dificil observar las bandas, pues los péptidos de 31 y 45 kDa
resultaron més tenues que el resto de proteinas del citoesqueleto, esto se
atribuyd principalmente a la técnica de ultracentrifugacion utilizada para
concentrar y desalar protsinas, ya que pudo haber ocurrido una retencién parcial
de aquellas que tienen un tamafio aproximado al poro de la membrana, caso
particular de las proteinas de 30 kDa cuyo tamario es el minimo que retienen los
centricones utilizados (Amicon 30). También se le ha atribuido a la baja afinidad
del colorante azul de Coomassie hacia giardinas y tubulinas debido a que ambos
poseen la misma naturaleza écida”, Al emplear la tincién de plata se reveld
notablemente la banda de 31 kDa en un amplio rango de fracciones ( 4 a 18).

Inicialmente se pensé que las bandas con peso molecular cercano a 110 kDa
aparecian mucho mas marcadas que las de 45-50 kDa debido a que la tubulina,
pese a las condiciones desnaturalizantes u, habla permanecido como dimero, no
obstante al aumentar el tiempo de ebullicion y la concentracién de
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mercaptoetanol, las bandas de 97 y 115 kDa persistieron, sugiriendo que se
trataba de proteinas diferentes.

La biotinizaci6n de proteinas de superficie del trofozolto de Giardia lambiia mostré
péptidos de 97, 115, 45 y 31 kDa,lo que sugiere que se trata de proteinas de
citoesqueleto con determinantes antigénicos expuestos o bien, proteinas de
membrana que por encontrarse Intimamente unidas al citoesqueleto no fue
posible eliminar en el método de extraccién. Estos resutados contrastan con
aquellos que reportan Holberton y cols, ya que ellos consideran que dichos
péptidos son propios del citoesqueleto. Consideramos que las proteinas de
membrana se encuentran intimamente ligadas a las giardinas obtenidas por
reisoelectroenfoque, por lo que podemos suponer que ambas participan en forma
Importante en la adherencia del parésito a las microvellosidades. Al correlacionar
lo observado en la técnica de biotinizacién con lo obtenido por
inmunoflucrescencia indirecta podemos quizé referir gue los péptidos de 87 y 115
kDa corresponden a los que estan presentes en la membrana y se encuentran
recirculando aquellos de 66, 45 y 31 kDa que estarfan ubicados en la periféria del
trofozolto. Sin embargo recientemente se ha demostrado la existencia de una alfa-
giardina en la membrana del parasito®, o que indica que es factible que estas
protelnas de peso molecular correspondientes a giardinas no sean exclusivas del
disco ventral.

Apoyando con este hallazgo, un dato extraordinariamente importante lo constituye
el observar anticuerpos posiblemente dirigidos contra antigenos de 45 y 31 kDa
demostrados por inmunofluorescencia, en donde obtuvimos estas proteinas
redistribuidas alrededor de la membrana de Giardia lamblia, 1o que puede
relacionarse con el fendmeno de “capin” descrito para otros protozoarios® y que
en el caso de Giardia no se ha reportado. Por otro lado estos antigenos pudiesen
corresponder a especies de tubulinas y giardinas que participen de forma
importante en los mecanismos de adherencia del protozoario al intestino delgado
del huééped y que se encuentra recirculando en la membrana. Este fenémeno
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podria justificar porque la respuesta humoral en algunos individuos no es
suficiente para eliminar la infeccion.
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CONCLUSIONES

Mediante la separacion electroforética y por reisoelectroenfoque de las proteinas
de citoesqueleto de Giardia lamblia fue posible obtener a las giardinas y tubulinas,
constituyentes principales de! disco ventral, proteinas de peso molecular cuyo
rango va de 30 a 40 kDa y sus variantes determinadas por la diferencia de pH.
Ademas de las mismas se obtuvieron predominantemente polipéptidos de peso
molecular de 97 y 115 kDa.

De acuerdo a lo observado por inmunocitoquimica se demostré que estas
proteinas de peso molecular elevado se localizan sobre la membrana del
trofozoito y en menor proporcién proteinas con pesos moleculares semejantes a
las de giardinas y tubulinas. Existe la posibilidad de que algunas especies de
glardinas y tubulinas se encuentren orientadas al exterior de la membrana o bien,
sus epitopos®™, considerando con ello que puedan estar involucradas en el °
proceso de adherencia que manifiesta el protozoario hacia la mucosa intestinal
del huésped lo que supone que se facilite la respuesta inmune formando
anticuerpos especificos que den proteccidn al huésped.
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PROPUESTAS

Teniendo como base lo anterior,debe profundizarse en el estudio de las proteinas
que integran el disco ventral de Giardia incluidas las giardinas y tubulinas,
proponiendo entre algunos objetivos, evaluar si son proteinas inmunodominantes
o si poseen determinantes antigénicos que lo sean. Uno de los requerimientos
importantes para desempefiar lo anterior es .implementar una técnica que mejore
el rendimiento de las proteinas de interés, como podria ser la utilizacién de
técnicas de clonacion para fa sintesis de aquellas proteinas cuyos genes ya han
sido identificados, obteniéndolas-asi en-forma selectiva y abundante.
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