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RESUMEN 

Considerando que el disco ventral de Gfardia lamblia participa en forma 

Importante en el mecanismo de patogenicldad del parásito, el presente trabajo 

tuvo por objeto obtener las proteínas que lo integran, fundamentalmente glardinas 

y tubullnas. Para ello se llevó a cabo el aislamiento de las proteínas totales de 

citoesqueleto por el método de Holberton y Ward 1 
, apartir de las cuales se 

seleccionaron las proteínas de interés .mediante separación isoeléctrica y 

electroforétlca. Con las diferentes fracciones isoelectroenfocades de glardinas y 

tubulinas se Inmunizaron garbos (Meriones unguiculalus) y se demostró por la 

técnica de lnmunofluorescencia que los anticuerpos antifracciones protéicas del 

citoesqueleto reconocieron antlgenos somáticos y de la periféria del disco ventral, 

corroborando lo anterior con el método de marcaje con blotlna de las proteínas de 

membrana la cual reveló que los antígenos de elevado peso molecular se 

encuentran expuestos en la superficie del parásito de igual manera que giardinas 

y tubulinas, pero en concentración pequer'la o bien exteriorizando algunos 

epltópos. Con base en los resultados obtenidos se concluye que existen tipos de 

glardinas y tubulinas que además de constituir el disco ventral de Giardia lamblia 

se localizan extrínsecamente en la membrana del trofozorto por lo que pudieran 

participar activamente en el proceso de adhesión del parásito a la mucosa 

duodenal del hospedero. 



INTRODUCCIÓN 

A pesar de los avances en el desarrollo económico, de IH eapeetellv•• de vida y 

de la creación de diversos programaa da salud, I•• enfermedadea producid•• por 

parásitos siguen siendo un grave problema de salud en América Latina. La 

glardlasls en nuestro país presenta caracteríaticaa end6micH que obedecen en 

gran medid• a las condiciones amblentel11 o 1ocioeconómlce1, e1tedo 

nutrlclonal, hábitos higiénicos y de manera especlel • fectore1 relecionadoa con el 

parásito y la dinámica de transmisión. Glard/a lamblla •• al agente cau11I de e1ta 

enfermedad y es considerado como uno de los eucarlontes evolutivamente más 

primitivos, capaz de desarrollar procesos de adeptaclón muy lflclant11 que I• 

permitan coexistir con su hospedero, de tal manera que en función de esta 

ralaclón huéaped-par41ito, I• enfermedad puede ser Hlntomlitlca en alguno• 

Individuo• o bien manifeatar cuadros agudos y crónico• asociado• a apl1odlo1 

dlarrélco1 y aíndrome de malabsorclón lnteatlnal. 

La asociación da glardla1ls con alteraclonea Importantes en el desarrollo 

nutrlclonal del nlllo en la etapa preescolar, Hí como la carencia de métodos de 

diagnóstico y tratamiento de esta Infección, ion alguno• de los factores que han 

propiciado una ardua labor da Investigación en I•• do1 últimas decadas. Entre 111 

aportaciones más relevantes de estos astudlos esté el conocimiento de antígenos 

de mambrana y cltoesqueleto del parásito deatacando eatoa último• aquello• que 

constituyen el disco ventral. La lmportancl• de HtH proteínas radica en su 

posible participación en el fenómeno de adherencia del protozoario y en eu 

capacidad de Inducir la reapuesta Inmune. 
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MARCO TEORICO 

Hasta ahora se sabe que Giardia /amblia se adhiere a las microvellosidades de 

las células epiteliales de la mucosa Intestinal por medio del disco ventral, 

originando 'una serie de alteraciones morfofisiológicas que traen como 

consecuencia un síndrome de malabsorción, lo que retarda el crecimiento y 

desarrollo del huésped
2

• Por tal motivo en allos recientes el estudio de dicha 

estructura se ha convertido en un tema de Investigación de gran relevancia. Cabe 

sellalar, que constituye la j:iarie"'mlidülar d'erCiioesqueleto de Giardia tamblia y 

que se integra predominantemente por giardinas y tubullnas, proteínas que se 

encuentran distribuidas en todo el disco formando parte de microtiras y 

microtúbuios respectivamente. 

Se ha reportado que anticuerpos de individuos Infectados con Glardia iamblia 

reconocen notablemente proteínas con pesos moleculares comprendidos en el 

rango de los reportados para giardlnas y tubullnas
3

• Bajo esta premisa surgió el 

Interés de esclarecer si estas proteínas juegan un papel importante desde el 

punto de vista inmunológico, además de integrar el citoesqueieto de Giardia, esto 

tiene Importancia porque pudiese conferir protección contra esta parasitosls. 

GENERALIDADES 

La giardiasls es una enfermedad de distribución cosmopolita considerada en 

allos recientes como una causa importante de diarrea ..... El agente etiológico es 

un protozoario entérico flagelado llamado Giardia /amblia cuyo término rinde 

homenaje a dos científicos europeos del siglo XIX que se dedicaron a su estudio: 

el Francés Alfred Giard y el Checoslovaco Vilem Lambi1. 

El género Giardia pertenece al orden Dlplomonadida y a la familia Hexamilidae 

por poseer dos núcleos adyacentes en el mismo plano transversal y simetría 
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bilateral, a la clase Zoomastlgophorea debido a que tiene flagelos como medio de 

locomoclón 
1 

Motfologfa. Adopta dos formas, Lina 'de quiste que es infectante y una de 

trofozoJto que es patógena. El trofozofto tiene forma de pera, mide de 9 a 21 µ de 

largo por 5 a 15 de ancho y 2 a 4 µ de espesor, es redondeado en su porción 

anterior y afilado en la posterior. La superficie dorsal es convexa y tres cuartas 

partes de la superficie ventral. ariterior está ocupada por un disco adhesivo 

cóncavo el cual semeja a una ventosa que sirve de anclaje al organismo(figura 

1 ). Los dos núcleos situados uno a cada lado de la línea media en la región 

anterior son ovoides y contienen un cariosoma central formado por una masa 

densa de cromatina; la membrana nuclear está parcialmente cubierta con 

ribosomas •••. A partir de cuatro pares de blefaroplastos (kinetosomas o cuerpos 

basales) localizados entre los núcleos a ambos lados de la linea media se 

originan cuatro pares de axonemas (intracitoplasmáticos) los que dan lugar a los 

flagelos y éstos se designan de acuerdo a su disposición: anterior, posterior, 

ventral y cauda1
11

•
12

• El trofozorto tiene también otras estructuras como son: 

a) los cuerpos parabasales (cuerpo medio) que son estructuras microtubulares en 

forma de media luna situados dorsaimente a los axonemas caudales. 

b) el funis constituido por dos microtúbulos que acompai'lan a los axonemas 

caudales en su posición ventral y dorsal (figura 2). 

c) estructuras citoplasmáticas como ribosomas, gránulos de glucógeno, retículo 

endoplásmico rugoso, vacuolas Jisosomaies distribuidas a Jo largo de Ja 

superficie ventral y dorsal, en su interior tienen enzimas con actividad de 

hidrolasa, entre éstas: fosfatasa ácida, DNAasa, RNAasa, proteínas liol 

dependientes (cisteina) y tlol independientes. No se han Identificado 

mitocondrias, peroxisomas, retículo endoplásmico liso ni nucleolos. Existe la 

posibilidad de que el aparato de Golgi sf esté presente en el trofozofto debido 



• 

• que n ti. demo1tr8do un tr.n1port• org•nlndo de prot•ln.. hllcl• loa 

liaoaomH y 1Uperficl• del protozoerio
11

• 

Flg. 1 Recon1tr11ccl6n p111pect1V11 del dl1co wntnil, vtoto por dllrt1 d1 11 memb,.n1 dor11I. AxonomH, 
1ntlllor (M), venlnll (Av), po1terol1t ... 1 (Ap). M1mb,.n1 vent .. 1 (mv). MlcrotObulo1 qui roffln • loa 
...,....., .. C8Ud1lel (1~). CUllpO medio (cm), ft1gllo ven1 .. 1 (IV). Fu1nt1: Holberton DV (1873) 



A 

Flg. 2 UttrH1tructur• del trolozolto do Giorrii• lombl•. A) Vista ventrol. Klneto1om11 (K), n~cloo1 (n), 
oxonom11 (•). f\lnl1 (In), disco ventr.I (dv), ftogelo v.ntrol (lv), grieto vontrocoudol (IJVC), vecuolo1 dlgntlve1 
(vd), ftonco vontrolotoral (lvt), ftagolo caudal (fcl). B) Vista dorsal. Placo• margln•ln (pm), ftageios: •ntorlor 
(19), posterior (fp), caudal (fe) y vontrol (lv). Fuente: Krelstlf JP (1972), FMly DE (1982). 

El quiste es ovoide y mide de B a 12 µde largo por 7 a 10 de ancho, esté envuelto 

por una pared qufstica integrada por una capa externa filamentosa y una Interna 

membranosa. Contiene en su interior vacuolas, ribosomas, axonemas flagelares, 

funis y cuerpos parabasales 
14

• 
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Ciclo de vida. La forma infectiva es el quiste maduro que debe ser ingerido por 

vía oral. Una vez que el quiste llega al estómago, se inicia el proceso de 

desenquistamiento que concluye en el duodeno; durante dicho proceso un 

trofozorto tetranucleado se mueve dentro del quiste lo rompe por su parte 

posterior y sale. Al quedar libre, su citoplasma se divide mediante fisión binaria 

longitudinal, llevándose a cabo la distribución de núcleos, axonemas y 

estructuras que formarán el disco ventral y finalmente, por citocinesis resultarán 

dos trofozoítos hijos (figura 3) 

Flg.3 División de trofozoltos de Giardia lambHa mediante fisión binaria longitudinal. Microscopia de contraste 
de fases (100 x). 

Debido al rápido movimiento de sus flagelos, el trofozoíto se desplaza 

activamente de un lugar a otro y cuando aplica su disco ventral sobre el epitelio 

duodenal se fija firmemente a éste; simultáneamenta ocurre la división nuclear y 

celular que generará otros dos trofozoítos y así sucesivamente. Algunos de ellos 

permanecen adheridos a las microvellosidades y otros son arrastrados por el 

tránsito intestinal. Al llegar a la parte media a baja del yeyuno se produce el 

enquistamiento, sin embargo en ocasiones no se logra, particularmente cuando el 

peristallismo está 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 quística) y los núcleos se 

dividen 
15018 
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Dl•co venfnll y mecanl•mo da adh.,.ncla. El 11110 de llC!herencl• del trofozolto 

en la muco1a lnt11tlnal del hu61ped 11 el dl1co venir•!. E1t• 11tructur• 1116 

constituid• b'slcamente de mlcrotúbuloa 1ltuado1 en posición lldyacente • I• 

membra1111 pla1m61ica y perpendicularmente • ellos emergen IH mlcrolirH hacia 

el Interior del cltopl•ama. E1tes últimas 1116n lnterconect•d•• por puentea 

CIUZlldos y se considere que dichos puentes le dan rigidez •I disco y contribuyen 

a una de sus principales funciones como parte del citoeaqueleto del 

par6sito·(figura 4). Estudios de microscopia electrónica muestran la disposición de 

las mlcrotiras enrolladas concéntrlcamente a manera de espiral hacia un centro 

común, su origen es de la orilla més extema del disco termln•ndo en un punto 

distal sobre el margen lntemo
17 

(figura 5). 

1. Mk:rallr11 

2. "'*1111 cruz1do1 

3.M1crot6bulo1 

FIQ 4. A) Foloer1n1 en mlct01coplo de t,.n1ml116n lllCltónlco d1 un trolDzolto di Gletdfe ,.,,,,,,,, lntecto en 
HCCi6n 1m11...,.11. S. oburvlln: ft1gllo1 (1), nOcfeo1 (n) y dl1co -1,.1 (d). En 11 cu1dro 1upenor Izquierdo 
11 ""'911,.n •lructu,.1 del dl1co venlrll ftj1d11 con •cldo i.nlco: mlctotl,.1 (mr), mlcrotObulo1 (mi) y 
puentn cruudo1 (e). 8) E1quem1 qui enr.tlz1 111 prlnclp1l11 11tructur11 del dloco vent,.I. Fu1nt1: c,,,.111y (1H3). 
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Flg.5. Mlcrotir11 del disco ventr1I enroll1dH concéntrie11mente a m1ner• de .. plr1I hacia un centro coman. 
Fuente: Holberton O.V. (1981). 

El componente principal de los microtúbulos es la tubulina, heterodímero de 110 a 

120 KDa. en promedio, formado por dos monómeros del mismo peso molecular 

(55 KOa. ), alfa y beta tubulina ". La tubulina que integra los diferentes organelos 

mlcrotubulares del citoesqueleto (flagelos, disco, cuerpo medio y funis) no es la 

misma para cada uno de ellos sino que difiere en la composición de algunos 

aminoácidos, o bien, en algunas especies se han generado otros por modificación 

de cadenas laterales (reacciones de glicosilación, fosforilación,etc); de ahí que 

estas clases de tubulina posean distintos puntos isoeléctricos y/o pesos 

moleculares. Se ha encontrado que la tubuiina que Integra el disco ventral se 

constituye a su vez de 5 variantes isoeléctricas con rango entre 5.60 y 5.75 Las 

microtiras se componen de giardinas que son un grupo de proteínas con pesos 

moleculares entre 28 y 39 kDa, con un punto isoeléctrico de 5.BO a 6.20, contiene 

una cantidad elevada de leucina, la que le confiere una estructura terciaria de tipo 

helicoidal elongada 
18

• Se ha sugerido que las giardinas ss presentan en las 

mlcrotiras en una concentración superior al 40% y copolimerizan con la tubulina 

en forma laminar en una relación de 2 a 3 moléculas de giardinas por cada dímero 

de tubuiina, incluyéndose su interacción con otras proteínas como las MAP's 

(proteínas asociadas a microtúbulos). Sin embargo mediante inmunocitoquímica 
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con anticuerpos antltubullna y antlgiardina se pone de manifiesto que la tubullna 

se localiza solamente en los microtúbulos paro no an las microtiras y sa muestran 

anticuerpos antlgiardina enlazados claramanta a IH orillas de las microtiras, 

extendiéndose da la superficie citoplasmática al microtúbulo bHal
20 

Probablemente la interacción glardina-tubulina es tal que la e11ra e>ctema de la 

microtira corresponde a la superficie intema del microtúbulo. 

La función 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 IOClllizado proteínas 

contráctiles: actina, alfa actinina, mlosina y tropomioslna. Por microscopia 

electrónica se observa cómo las orillas del disco ventral interdigitan con las 

microvellosidades de la célula huésped y las deforma dejando una imagen en 

espejo de estas orillas sobre los microvellos
2
'. 

• Fuerza de succión generada por el movimiento sincrónico sinusoidal del flagelo 

ventral, el cual induce a un fuerte flujo de fluidos a través de los canales 

laterales y la grieta ventrocaudal. Dicho flujo resulta en una progresiva 

acumulación de fuerza viscosa la cual es máxima cerca del portal, an la 

"garganta" de la grieta ventrocaudal, lo que indica que la fuerza de succión 

alcanza un valor máximo en este sitio, dicha fuerza es comunicada 

hidrostáticamente a través del portal a la cámara ventral
22 

(figura 6). 

• Interacciones mediadas por receptor. Se demostró qua trofozoltos de Giardia 

lamblia cepa P-1 se adhieren a eritrocitos de conejo mediante una lectlna 

asociada a membrana con afinidad especifica hacia residuos glucosil y 

manosil; si bien es cierto que los primeros no están presentes sobre las células 

de epitelio intestinal humano, los residuos D-manosil si lo están y pueden servir 

como posibles sitios receptores para dicha lectina, además éstos se 

encuentran principalmente en células pobremente diferenciadas ( inmaduras ) 

de las criptas de Lieberkum, que son producto de recambio celular 
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Incrementado a este nivel por 11 presencia del parllslto. Quizá esta lactina 

participe de manera complementarla en la adherencia mediada por el disco 

ventral y que Incluso contribuya a un dallo funcional y/o morfológico en el 

Intestino delgado de algunos pacientes con glardiaals, semejante a lo que 

ocasionan algunas lectlnas vegetales en Intestino delgado de mamíferos 
23

• 

• Posiblemente la carga lónlca localizada en la superficie de trofozoftos de 

Giardía lamblia esté Involucrada en la adhesión a células epiteliales de 

Intestino delgado. Sin embargo poco se sabe sobre la estructura de la 

superficie celular de eate-protozoario; .. anéllsls citoqufmicos ponen de 

manifiesto una prominente cubierta superficial que se tille con colorantes 

catlónicos tales como rojo de rutenio y ferrltina catiónica, sugleriendo la 

existencia de una carga negativa completa la cual también es demostrada por 

electroforesis celular
24

• 



IS 

Flg. 11 Adhorencl1 del trofozolto dt Gletdi1 lemU. . El movimiento 1lnu1old1I dtl ft191lo ventril Induce un 
ftujo d• ftuldol 1 t....,.1 del e11n1l lllerol (LC) y 11 grieta vtntrocaud1I (VcG, ftech11 11rg11). LI fuerz1 do 
1uccl6n gon1rod1 por 11to ftujo "' tron1mltido 1 trov•• del port1I (P) h1cl1 11 c.tm1r1 (VC) dtl dlaco 
1dh11ivo (flochH pequoll11). A) LH ,, .. , 1ombr01d11 lndie11n cont1cto de 1dhHl6n do Gl1rdl1 con ti 
1u1tr1to. Fuente: Kr01ter JP (1972), Holbtrton DV (1973). 

_El mecanismo de adherencia depende del metabolismo activo y es inhibido por 

oxigeno, temperatura y concentraciones de cisterna reducidas 
25

'
29

, asr como 

agentes farmacológicos. Se cree que los benzimidazoles 
27 

interaccionan con la 

beta tubulina del disco, pero no la que 1e encuentra en flagelo• lo que sugiere 
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que esta última no posee el sitio de enlace para benzimldazoles y es una 

evidencia más 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. 

_Epldem/o/og/a. La giardiasis es de distribución cosmopolita con cifras de 

frecuencia muy variable dependiendo, principalmente, de las condiciones 

sanitarias y el nivel educativo de cada región. En climas cálidos su prevalencia es 

mayor, no obstante, se han sucitado epidemias en regiones montañosas de clima 

frío, transmitidas por agua que ha sido purificada por un sistema inadecuado. La 

infección es más frecuente en edades pediátricas que en el adulto; se puede 

presentar desde la lactancia pero tiene sus picos máximos de prevalencia en los 

preescolares y escolares
28

• El mecanismo de transmisión más común es a través 

de agua y alimentos contaminados con quistes'º"º. Se da también por transmisión 

Interpersonal en grupos con mala higiene fecal-oral, como niños pequeños en 

guarderías
31

, homosexuales masculinos sexualmente activos
32 

y personas en 

Instituciones de custodia 
33

. Algunos animales salvajes infectados, castores y 

animales domésticos también pueden ser portadores de la infección. 
34 

_Patogenia. Los mecanismos por los cuales Giardia /amblia ejerce su acción 

patógena pueden ser explicados por las siguientes teorías: 

• Obstrucción mecánica. Ocasionada por una cantidad masiva de parásitos que 

recubren la mucosa intestinal provocando malabsorción
35

• 

• Daño a la mucosa. Los trofozoitos al adherirse al epitelio intestinal acortan las 

microvellosidades lo que resulta en irritación de la mucosa causando una 

producción excesiva de moco, alteración en el proceso de maduración de las 

células, así como disminución en la actividad de disacaridasas y otras enzimas 

presentes en el borde en cepillo de las células epiteliales
38

• También se 

presentan focos inflamatorios en las criptas y lámina propia. Con muy poca 

frecuencia se han encontrado escasos parásitos en el interior de las células de 

la mucosa, bases de criptas y submucosa 
37

• 
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• Interacción paréslto-huéaped. Existe una competencia por nutrlent~ entre el 

flegelado y la mucoH inteatlnal, loa cual•• aon nece1arlo1 tanto para lle función 

celular epitelial como para' el metabolismo del protozoario. Alguno~lndrome1 
de deficiencia• Inmunitarias se han relacionado con la glardlasl1, mo •• el 

. .,. 
caso de la hlpogammaglubulinemla, particularmente de las clases 1 • lgM ' 

Otros factores que influyen son: la hipoclorhidria, malabsorclón de! lactosa y 

Ó - . malnutrlcl n . 1 

• Proliferación de bacterias. Giardia lamb/ia favorece la colonización del duodeno 

por bacterias lo que trae como-consecuencia desconjugaclón de sal•• billares 

provocando malabsorción de graaa&
12·ª. 

lnmuno/0111•. La Importancia de la participación del sistema lntune del 

hospedero se ve reflejada en la elevada susceptibilidad a la glard)asis que 

presentan Individuos con Inmunodeficiencias o malnutrición , por otro 'lado 1 la 

baja Incidencia de la enfermedad en sujetos expuestos repetidamente ~. Glardla 

/amblia y en nlnos cuyas madres han sido Infectadas por el par6sito ". 
i 

Se ha demostrado que los principales mecanismos de respuesta In une del 

hospedero que contribuyen a la erradicación del parásito son, bés camente: 

fagocitosis, citotoxlcidad celular dependiente de antlcuerpos(CCDA) y 'ación de 

complemento"', en los cuales se ven Involucradas tanto la respuest inmune 

humoral como celular. Sin embargo para comprender que tipo de célu a1 estén 

Involucradas en estos procesos y cual es la secuencia de los mi mos, ea 

necesario co~ocer el ambiente inmunológico a nivel duodenal por ser r· 1 hábitat 

del flagelado (figura 7). 

Se sabe que un 25% del intestino delgado se Integra por tejido linfoide 
47

1 y éste a 

su vez se constituye por: 

1.Placas de Peyer: agrupación organizada de folículos linfoides no enca~sulados 
que se encuentran separados del contenido luminal por células el>iteliales 

1 

1 

1 
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membr8110IH llemedH "c6lule1 M'', que e.recen de mlcrov1llo1 IObr1 1u 

1up1rflcl1, aon plnocftlce1 y tren1porten mecromol6cul•• y meterle! pilrtlculedo 

del lumen lnte1tln•I • I•• pleC111 de P1yer. 

2.C61ulaa llnfolde1 di le 16mlne propl1: llnfocito1 8, T, c61ulH ple1m6tiC111, 

mecrófegos, m11tocitoa y eo1lnófilo1. 

3. Linfocito• lntraepllellales . 

... Nódulos linfoide• mesent6rlco1. 

!'.:=::::) ..,,,.,,u,•t ...... . 
~~· -·~· 

B 

Flg. 7. A) Ol1gram1 m1cro1cclplco d1 11 muco11 duod1n1I. B) Sección tran1..,.11 d1 un vello del lnlHtlno 
d9lg1do 11 cuel muHlra 1u1 "'lul11 con1tHuy1ntH. C) Superftcle del opltollo 1 nivel d116mln1 propl1 que 
1nm1re1 11 palcl6n d1 111 °'lul11 'M' como pu11t1 de 1nlr1d1 pira que 11 1ntlg1no lloguo 1 111 pl1c11 do 
Pey•. Fuente: Slrcu1 W (11113), Short• RG (18115). 
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El procesamiento de antígenos y los eventos celulares Iniciales de la respuesta 

Inmune ocurren en las placas de Peyer ... Estudios "in vitre" que evaluen la 

respuesta de dichas placas a la infección por G. muris revelan que en ratones 

Infectados el número de leucocitos-fué más del doble entre el séptimo y décimo 

día postinoculación de quistes, observándose que las proporciones de las celulas 

T cooperadoras y supresoras no variaron, no así en las células B, pues las 

productoras de lgM rápidamente proliferaron alcanzando un máximo al séptimo 

día y las lgA llegaron a niveles máximos entre el onceavo y catorceavo día 

postinoculación; subsecuentemente las células productoras de lgM llegaron en 

forma gradual a niveles basales mientras que las productoras de lgA 

permanecieron elevadas. Transcurridas cinco semanas ambas células B se 

encontraron en niveles normales••. 

Se ha demostrado que los macrófagos fagocitan en forma espontánea al 

parásito 
90

• Algunos autores ser'\alan que los granulocitos solo lo hacen en 

presencia de anticuerpos, es decir, su participación se da por CCDA
5'·"2. La lgG 

es el lsotipo 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 participación de 

otras inmunoglobulinas como lgM e lgA 
53

• 

La destrucción del parásito vía fijación de complemento, puede llevarse a cabo 

por vía clásica o alterna. En la primera participan lgG e lgM y de manera 

Importante los factores C1, C2 y C4; se encontró que en suero de individuos no 

Infectados deficientes de C2 y C4 la lisis de los trofozortos disminuyó un 36 y 46% 

respectivamente mientras que la depleción de C1 anuló el efecto lítico. En la vía 

alterna destaca la participación del factor B, debido a que en suero humano 

depl&tado de éste y deficiente de C2 no ocurrió la lisis. En la presencia de Ce la 

destrucción del parásito se da en un 56% pero aunado a c9 aumenta a 98% ... 155
• 
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Posiblemente la función principal de la lgA en el lúmen intestinal sea bloquear la 

adherencia del trofozolto al epitelio"" y quizá participe en fijación de complemento 

por vfa alterna. 

Se proponen tres._diferentes rutas,_$_obre la interacción entre el parásito y las 

células inmunes del huésped: 

• Los antígenos a través de las células M, llegan a placas de Peyer en donde 

son procesados por células presentadoras de antígeno mostrándolo al linfocito 

T, el que por medio de linfocinas activa otras células, como las células B y T 

que participan en CCDA. Tal vez dichos antigenos sean productos de 

excreción y secreción del parésito
57 

debido a que es imposible que el 

trofozofto penetro ta célula M (figura B). 

• Los trofozoftos de G. /amblia quizá sean capaces de penetrar por diapédesis 

células epiteliales a nivel de sitios· de descamación después de los cual se 

enfrentan a células del sistema inmune 
51

. Por otra parte se ha demostrado que 

productos de lisis del parásito son quimiotécticos para neutrófilos y 

macrófagos lo que potencia la respuesta in~une local (figura 9). 

• Se ha observado que linfocitos intraepiteliales salen al lumen intestinal y son 

capaces de adherirse a la superficie dorsal del.parásito; se desconoce su 

naturaleza pero un dato importante es que pudiera tratarse de un linfocito T 

citotóxico que interaccionaré con la lactina del paré sito (figura 1 O). 

La participación 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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Flg. 8 Trofozoffo de Glerdle lemblo (G} 1dherldo 1 101 mlcrowllo1 de 111 ctlull1 epltellll•. Nól- 11 
pr...,,cll de ctlul11"M" cuyo 1uporficle no prn11nt1 vlllo1, 111 como 11 lm1gen •en npejo" del dl1co 
mdhnlvo (tleclll)(x 4, 108). Fuente: Owwn RL (1979). 

Flg 9. Trofozolto de Glardis lsmbNtJ que se Introduce por diapede&ia en el surco de ta mucosa situado 
lateralmente a un vello lnte•tinal (x 5,282). Fuente. Owen RL (1979) 
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Flg. 10 Dos trofozo1to1 de Giardia(G} en sección sagital )' un linrocito pequeno (L) sobre el borde de lo• 
mfcrovello• de Cflul11 epitell1ln (C). Disco edhealvo (O), naneo citoplhmatico (F) (K7,421). En el cuadro 
Inferior der9Cho un linfocito se encuentra 1dherido a la superficie dorul del p1rt1ito (x7,200). Fuente: ONen 
RL (1979). 
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Cu•dro cllnlco. La manifestación clínica de la giardiasls puede variar dasde una 

Infección asintomática hasta una diarrea crónica con malabsorclón, lo cual sa 

atribuye a factores del huésped (estado nutriclonal y/o inmunológico) y a la 

patogenlcidad del parásito (tipo de cepa y ciertos antígenos de superficie), puede 

durar días o incluso meses. El período de incubación 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 distensión abdominal, náusea, vómito o disminución del apetito, 

pérdida de peso, retraso en el crecimiento corporal y en algunos casos fiebre y 

cefalea. En la fase crónica se encuentran los síntomas exacerbados además de 

mialgias y cuadros alérgicos. Las manifestaciones extraintestinales son muy raras 

pero cuando ocurren tienen complicaciones de tipo inmunológico como urticaria 

con eoslnofilia y rash eritematoso, entre otros"""'". 

Dl•gn6atlco. Suele hacerse mediante examen microscópico con el hallazgo de 

quistes en las heces formadas obtenidos por métodos coproparasitoscópicos 

(CPS) de concentración en serie de tres o más, empleando sulfato de zinc
81 

o 

formalina-éter
112

• Cuando las evacuaciones son líquidas, es recomendable realizar 

un frotis en fresco para la búsqueda de trofozoítos. El diagnóstico de giardiasls en 

pacientes con diarrea crónica que muestran análisis CPS negativos puede ser 

establecido por examen de contenido duodenal mediante uso de la cápsula de 

gelatina de Baal o por aspiración duodenal
63

'
84

; en casos extremos Ja biopsia 

puede ser necesaria. Existen otras técnicas de gran sensibilidad y especificidad 

como son: ELISA0&'
11

, inmunofluorescencia
88 

y contrainmunoelectroforesis•, por 

medio de las cuales es posible detectar antígenos de Giardia en heces utilizando 

anticuerpos totales o monoespecfficos, así como anticuerpos antilrofozofto. 

Recientemente se ha implementado la técnica de reacción en cadena de Ja 

pollmerasa (PCR) para detectar fragmentos específicos del DNA del parásito 
70

• 



T,.l•miMto. Lo1 11gentes efectivo• p•ra el tratamiento de paclanta1 con 

glardlHll ion· 

Qulnacrina. El mec.nl1mo da acción po1lbl1mente es debido • 1u efecto 

1obracomponantes da Ja re1plraclón del panlialto como la flavoprotalna y qulnona. 

Alguno• de 101 efecto• colateral11 en el paciente incluyen vómito, caf•IH, 

transtomos Intestinales, coloración amarilla de piel, rara vez pslcosl1 tóxlc. ~ 

exltaclón ó d1pre11ón
71

• 

Metronldazol. Se ha propuesto una Interacción con al DNA del panlislto ••I como 

d• IH enzimas involucradas·-¡,n la .. i'tiiiplraC:íon del mismo, H mutag6nlco en 

bacterias y carcinógeno en ratones a do1l1 elavadH y por periodo• prolongado•; 

de manera ocasional, en el paciente puede provoc.r cefalea, nausea, v6rtlgo, 

diarrea, 1&bor matllilico, etc. n 

Furazolldona. Probablementa actua por Inhibición de Ja respiración anaeróblca 

del protozoario. Las reacclonH 1ecundarl&1 ion: néu1&as, fiebre, dlarrH y 

vómlto
73

• 

Mebendazol. Se cree que su Interacción es a nivel de beta-tubullna 

particularmente mlcrotúbulos del disco ventral, evitando con ello la adherencia del 

paréslto. Los efectos secundarlos son dosis elevadH Incluyen reacciones 

alllirglcas como alopecia y neutropenla reversible. Se han observado etecto1 

embrlotóxlcos y teratog6nlcos en ratH prelladas
74

• 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

SI las proteínas del disco ventral, glardinas y tubulinas con pesos moleculares 

comprendidos entre 30 y 45 kDa participan en la respuesta Inmune por la 

cercanía de las placas de Peyer de la mucosa intestinal, los anticuerpos 

policlonales reactivos obtenidos en· contra· de ellas serán un Indicador de su 

capacidad lnmunogénica y se mostrará por inmunofluorescencia; ésto favorecmá 

la susceptibilidad de conferir protección por su ubicación en la mucosa intestinal. 

Se ha descrito el método de separación de proteínas por cromatografía en 

filtración en gel con resultados no muy alentadores 1 por fo que se propone 

1

1

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

en geles de acrilamlda-poliacrilamida, con fa finalidad de separar selectivamente 

giardinas y tubulinas del resto de proteínas del citoesqueleto. SI únicamente se 

tilizara la segunda técnica no sería posible alcanzar tal resolución debido a la 

levada proximidad de pesos moleculares de estas proteínas. 
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OBJETIVOS 

• Apartir de cultivos de G/ardia lamblia cepa P-1 obtener proteínas totales de 

citoesqueleto y en función de su punto isoeléctrico y peso molecular, separar 

giardlnas y tubulinas. 

• Obtener diferentes variantes isoeléctricas de glardinas y tubulinas mediante 

reisoelectroenfoque en rotofor. 

• Determinar si las giardinas y tubulinas del disco ventral de Giardia Jamblia 

llenen eprtopos expuestos que induzcan la respuesta inmune, formando 

anticuerpos especfficos. 
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HIPO TESIS 

• Las glardinas y tubulinas ·que integran el citoesqueleto de G/ardia lamblia 

pueden ser obtenidas a partir de proteinas totales de citoesqueleto con base 

en sus diferencias de punto isoeléctrico y peso molecular. 

• El reisoelectroenfoque permitirá separar las variantes isoeléctricas de las 

glardinas y tubulinas. 

• Los epltopos expuestos de las giardinas y tubulinas del disco ventral, inducirin 

o facilitarán la respuesta Inmune formando anticuerpos especiflcos. 
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DISEflO EXPERIMENTAL 

TIPO DE ESTUDIO: 

• Transversal 

• Experimental 

• Prospectivo 

• Descriptivo 

POBLACION: 

• garbos con peso de 20 a 60 g 

• trofozoltos de Giardla lamblia cepa Portiand (P-1) 

MATERIAL 

• tubos Falcan de 15 y 50 µl. 

• micropipetas Gilson de 10, 100, 1000 µl. 

• centricones Amicon-30 CF-25 

• tubos Eppendorf 

• jeringa Robbins de 25 µl. 

• jeringas desechables de 1, 3 y 5 mi. 

• tubos de ensaye de 13 x 100 

• pipetas graduadas de 5, 10 y 25 mi. 

• vasos de precipitado de 100, 250 y 500 mi. 

• matraces volumetrlcos de 25, 50, 100, 500 y 1000 mi. 

• botella para cultivo de giardlas. 
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• membrana de nitrocelulosa poro 0.45µ 810-RAD 

EQUIPO 

• centrífuga Sorvall-RT600B-Dupon LK8 

• ullracentrífuga TL-100 Beckman 

• rotofor TM preparativo 810-RAD 

• espectrofotómetro U.V. DU 640 8eckman 

• fuente de poder LK8 

• cámara de electroforesis Mini Protean 11 810-RAD 

• cámara de transferencia TE 22 Mini Trasphor Hoefer 

• potenciómetro 12 pHI ISE Meter 8eckman 

• mlcrocentrífuga Nanofuge Hoefer 

• vortex Fisher Scientific Genie 2 

• reclclador Mullitemp 11 LKB 

• microscopio de contraste de fases BH-2 Ollmpus 

• balanza analítica Mettler AE 163 

• autoclave Medi-Lab 

• estufa de C02 

• 
REACTIVOS Y SOLUCIONES 

• inhibidores enzimáticos: p-hidroximercuril ácido benzoico (PHMB) y fluoruro de 

fenilmelil sulfonilo (PMSF) 

• amortiguador de fosfatos salino (P8S ) 

• amortiguador de fosfatos salino + tween 20 (P8ST) 

• solución TEDAMP ( Tris-HCI 10 mM, EDTA 2mM, ditiotreitol 2 mM, ATP 1 mM, 

MgS04 2 mM, KCI 150 mM) pH final 7.8 

• solución TEDAMP + 0.5% de tritón X-100 
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• dodacilsulfato da sodio (SOS) al 1.5 y 10% 

• anfolinas Blo-lyta con pH da 6 a 8 y da 3 • 1 O BIO-RAD 

• acrilamlda-blsacrilamld1 al 30% 

• solución Tris-HCI pH 6.8 

• solución Tris-HCI pH 8.8 

• N,N,N,N-tatramatilatilandiamina (TEMED) 

• parsulfato da sodio al 10% 

• solución tal'lldora para galas (azul da Coomassla/écldo acético/ metano!) 

• solución decolorante (écldo-acétlco/matanol) 

• amortiguador para electroforesis (Tris/SOS/glicina) 

• amortiguador da Towbln (Tris/gllclna/matanol) 

• kit para lnmunocitoqufmlca (antl-lgG biotlnilado da ratón, complejo 

estreptavidina-paroxidasa da rébano, peróxido da hidrógeno al 3% y 4-cloro-1-

naftol) SIGMA 

• solución dlamlno de plata ( NaOH al 36%, NH40H al 35% y AgN03 al 20%) 

• solución reductora (écldo cítrico al 1 % y fonmaldahfdo al 36% 

• solución fijadora (écido tricloroacético al 20%) 

• metano! al 50% 

• solución de ácido cítrico al 10% y metano! al 45% 

• anti-lgG fluoresceinado de ratón SIGMA 

• tiras reactivas da pH con rango da 0-14 y da 5-10 MERCK 

• 3-3' diaminobancidina 

• colorante azul da Evans 

• acetona 

• éster da N-hidroxlsucclnlmida blotlna 

• dimatilsulfóxido 
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TÉCNICAS 

Obtención de ptolelnH del cltoesqueleto. 

Cultivar los trofozoftos de Glardla lamblla cepa Portland-1 axénicamente a 37ºC 

en medio TYl-S-33 suplementado con bilis 
75

"
1 

A las 72 hrs. cosechar por 

centrifugación a 1500 x g, 30 min.a 4ºC y ajustar 1 x10
1 

organismos/mi, lavar tres 

veces con PBS (Na,HPO. 10mM, NaCI 150 mM) pH 7.4; en seguida adicionar una 

mezcla de inhibidores enzimáticos, PH8 (p-hidroximercuril ácido benzoico) y 

PMSF (fluoruro de fenilmetil suifonilo) a una concentración final 1mM. 

Resuspender los trofozoftos en 2 mi de solución TEDAMP(Tris-HCI 10mM, EDTA 

2 mM, ditiotreitol 2 mM, ATP 1 mM, MgS04 2 mM y KCI 150mM) +tritón X-100 al 

0.5%, agitar vigorozamente en vórtex durante 2 min. Para comprobar el 

aislamiento del citoesqueleto se toma una muestra de esta suspensión y se 

observa al microscopio da ~<miraste de fases Olympus BH-2. Después de ello 

centrifugar a 17,000 x g 15 mina 4ºC. lavar la pastilla 2 veces con TEDAMP libre 

de tritón y centrifugar bajo las condiciones ya mencionadas. Solubilizar la pastilla 

con 2 mi de SOS al 1.5% sometiéndo a ebullición durante e min y centrifugar a 

48,000 x g durante 1 hr a 4ºC. 

Sepe,.cl6n de las prole/nas por lsoelectroenfoque. 

Adicionar anfoiinas Bio-lyte 3-10 810-RAD al 2% a 2ml de proteínas del 

citoesqueleto (6 mg) presentes en el sobrenadante de la última centrifugación 

para establecer un intervalo de pH de 3 a 10 y llevarlas a un volúmen de 50 mi 

con agua destilada. Colocar dicha mezcla en el rotofor™ cell 810-RAD 

condiciones de 12 watts, voltaje y miliamperaje abierto. Dejar transcurrir el 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 

proteínas se electroenfoquen de acuerdo a su punto lsoeléctrlco. Determinar el 

pH de las 20 fracciones obtenidas y su concentración a 280 nm en un 

espectrofotómetro Beckman O.U. 640 ; en seguida concentrar y desalar con 

centrlcones-30 •• Amlcon, centrifugar hasta que el volumen retenido sea 

aproximadamente de 50 µI y determinar nuevamente la concentración de 

proteínas. 

Someter nuevamente a isoeléctroenfoque las fracciones con pH entre 5 y 7, esta 

vez utilizando anfolinas con rango de pH entre 6 y 8. Determinar la concentración 

de las fracciones obtenidas antes y después de ser pasadas por centriconas. 

Esquema d• lnmunlucl6n 

Seleccionar 72 garbos cuyo peso fluctúe entre 25 y 50 g, distribuirlos 

aleatoriamente en 18 lotes de 4 animales cada uno, confirmar en sus heces la 

ausencia de parásitos por medio de un coproparasitoscóplco seriado realizado 

por el método de Faust
81

• Inmunizar cada animal por vía intraperitoneal con 20 µg 

de fracción protéica de relsoelectroenfoque en 100µ1 de solución salina mezclada 

con adyuvante completo de Freund en proporción 1:1. El grupo control negativo 

se forma con dos animales a los cuales no se les administra antígeno. Aplicar 5 

refuerzos con intervalos de 20 dlas en promedio y sangrar a los animales 30 dfas 

posinoculación por vla intracardíaca; separar el suero y almacenacenarlo a -1 OºC. 

" 1u membrana rallen• mol•culas con peso molecular de 30 kD• en Ido/ente 
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Electtofote•I• en gel de pollacrllamld•SDS 

Llevar a cabo la electroforesis por el método de Laemmll
77

, empleando un gel 

acomodador de acrilamida al 4% y un separador del 10%. Mezclar 12µ1 de cada 

una de las fracciones protélcas ·desaladas y concentradas con 3 µI de solución 

amortiguadora para tratamiento de muestra y colocar a ebullición 5 minutos. Las 

condiciones de corrimiento fueron 120 volts y 35 mA durante 90 minutos. Tellir los 

geles con azul de Coomassie R-250 al 0.1 % durante una hora, dejándolos por 24 

hrs en una mezcla metanol-ácido acético 40:7 v/v. Para realizar la Unción 

argéntica 
71 

colocar el gel en una solución fijadora de ácido tricloroacétlco al 20% 

por 2 tvs. Lavar dos veces con metano! al 50% 30 minutos con agitación y otras 

dos con agua 20 minutos para rehldratar el gel y remover el metano!. Adicionar al 

gel la solución diamino de plata recién preparada, dejándolo 15 minutos con 

agitación suave. Hacer dos lavados de 5 minutos con agua, seguido• de 

Incubación con solución reductora durante 1 O minutos, una vez que se obaervan 

laa bandaa retirar dicha solución y remover el gel a un recipiente con metano! al 

45% y ácido cllrico al 10% para detener la reacción. 

lnmunocltoqulmlca. 

lnmunoffuorescencla Indirecta {IFI). Colocar en un tubo Eppendoñ 20µ1 de una 

suspensión de 1x1o4 trofozoltos de G. /amblia y adicionar 100µ1 de suero de 

gerbo inmunizado a una dilución 1 :20, Incubar 1 hr a 4oc. Posteriormente 

centrifugar a 2500 x g durante 2 minutos y lavar dos veces con PBS pH 7.4. 

Resuspender el botón en 100µ1 de anti-lgG de rata conjugado con isotiocianato 

de fluorescelna diluido 1:1000 en PBS e incubar 1 hr a 4ºC. Pasado este tiempo 

centrifugar los trofozoftos y lavar dos veces con PBS. Colocar en una laminilla 

3µ1 de esta suspención y 5µ1 de colorante de contraste (azul de Evans), observar 

en microscopio de epifluorescencla con objetivo 100x. 
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Sistema blotlna .. llldlna-pemxld•••. En 20 laminillas previamente 

desengrasadas depositar 30 µI de una suspensión de trofozoltos de G.lamblla 

{1x1o4 organismos/ mi de PBS ). Una vez que se han secado las preparaclonea • 

37ºC introducirlas en una cámara de Coplin con acetona por 15 minutos a 

temperatura ambiente, transcurridos este tiempo lavar dos vecea con PBS por 5 

minutos y secar al aire. Sumergir las preparaciones en peróxido de hidrógeno al 

3% 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente eliminar éste con un lavado 

de 2 minutos en PBS. Una vez secas adicionar 100µ1 de suero de garbo 

Inmunizado con fracciones protéicas .de .citoesqueleto dilución 1 :50 en solución al 

1% de albúmina sérica bovina en PBS, en cámara húmeda a temperatura 

ambiente por dos horas, lavar las laminillas y secarlas. En seguida Incubar cada 

una con 100µ1 de anti-lgG de ratón blotinilado diluido 1:20, durante 30 minutos a 

temperatura ambiente en cémara húmeda. Oespu6s de lavar las preparaclon11 se 

hacen reaccionar 30 minutos con 100µ1 de extravldin-peroxldaaa dilución 1:20 en 

solución al 1 % de BSA en PBS, a temperatura ambiente en cémara hú~. 

Enjuagar las preparaciones con PBS y poner de manifiesto la reacción con 2 mg 

de 3,3'-dlamlnobencldina en 2ml de PBS y 50µ1 de peróxido de hidrógeno al 30%, 

Incubando a temperatura ambiente en cémara húmeda. Nuevamente lavar las 

laminillas y ya secas observar en microscopio a Inmersión. 

81otlnlzacl6n de ttofozoltos. 

Resuspender en un tubo falcan con 0.5 mi de NaHC03 y 0.5 mi de NaCI ambos al 

0.8%, 1x10B trofozollos y adicionar 0.5 mg de éster de N-hldroxlsucclnlmlda 

blotina previamente disuelto en 12µ1 de dimetilsulfóxido. Incubar 15 minutos a 

temperatura ambiente con agitación suave. Realizar tres lavados con PBS pH 7.4 

centrifugando a 2500 rpm. Aislar las proteínas de cltoesqueleto por el método de 
1 n n 

Holberton , someterlas a SDS-PAGE y transferir a papel de nitrocelulosa para 

revelar posteriormente con avldina-peroxidasa. 



DIAGRAMA DE FLUJO 

Culllvo de trofozortos de GiarrJia lamblla cepa P-1 

Extracción de proteínas del citoesqueleto 

Separación de proteínas por lsoelectroenfoque 

Fracclonamiento con 

nolif'llll pH 3-10 

FracciON1miento con 

anfolinas pH 6-8 

Electroforesis en geles de acrilamlda-bisacrilamida 

lnmunizaéión a garbos 

·1nmunofluorescencia 

marcaje de membrana con biotina 
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RESULTADOS. 

El aislamiento de citoesqueletos de Giardia lamblia libres de membrana se 

corroboró mediante microscopia en contraste de fases como lo muestra la figura 

11, en ella observamos claramente el disco ventral y los axonemas (flecha 

sencilla), así como fragmentos de membrana y flagelos (doble flecha) 

desprendidos del trofozoito. 

Flg. 11. Extracción del citoesqueleto de Giardia /amblia con tritón X·1 OO. Microscopia de luz en contraste de 

fases con objetivo 100x. 
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La separación de las protelnas del citoesquelato utilizando anfolinH con punto 

il0916ctrico (p.I.) de 3 a 10 seguid• de un segundo fraccionamiento de 6 • 8 •• 

observa en la tabla 1. La representación gráfica de los valores de pH iaoe16c:lrico 

para las fracciones del isoelectroenfoque con pH entre 3 y 1 O se muestra en la 

figura 12, donde se pone de manifiesto que el gradiente de pH en las protelnas 

refraccionadas es mucho menos gradual, que aquellas protelnas que H 

seleccionaron en el segundo fraccionamiento (figura 13), la cual muestra que su 

separación es milla fina. 

F111ccl6n no. 

2 

3 

4 

5 

• 
7 

• 
9 

10 

11 

12 
13 

14 

15 

16 

17 

11 

fsoefectroenfoque con 

MfOlin .. pH 3 a 10 

3.0 

3.5 

3.5 

4.0 

4.5 

5.0 

5.5 

11.0 
e:o· 
11.5 
7.0 

7.5 

e.o 
1.5 

9.5 
9.5 

10.0 

10.0 

Refsoeleclroenfoque con 

anfoflnn pH 11 a 11 

5.0 

5.0 

11.0 

e.o 
11.5 

11.5 

11.5 

7.0 

7.0 

7.0 

7.0 

7.0 

7.5 

7.5 

7.5 

7.5 

11.0 

9.5 

Tabf11. s.pa,.cfón d• 111 protefn11 del disco ventrof de~ lemlll• de 1cuerdo 11u punto 1101,.ctrlco. 



FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS 
DEL DISCO VENTRAL DE G.lamblia 

pH 3-10 

:;~===== 11 -----·------- • ----------- ---·----

~ . --·----···- ------­. --·- - -----···----·------------- ····-
2 --------------------
•:-::-:~~~-,,.~~...__.__._ ...... ._.'--'_, 
1234&117!Dllt1U!'3tltl'Otre 

No. DE FRACCIONES 
-110t111c1ro pH :Mo 

31 

Fil- 12. Gr6flclo que mUMtra 111 -19Clón del primor lloolectroenloque, utlllnndo •nfollnu con pH de 3 • 

10. 

FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS 
DEL DISCO VENTRAL DE G. lamblla 

pH 6-8 

·:E--~~J,, ~ . .. . . .... " 

l • • 

o i 1 1 ' ¡ • 1 1 
1134 6 e 1 Bi101112'31 .. 16'817\B 

No. DE FRACOONES 

Flg. 13 Roprtsenlación gr6ft .. dtl rt11oelectroenfoque con •nlolinH do pH enlro ll y 8. 
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En la figura 14 se observa la separación electroforética en gel de poliacrilamida­

SDS de las proteínas del citoesqueleto, en ella se distinguen dos polipéptidos 

principales, alrededor de 97 y 115 kDa, y otros de menor tamaño próximos a 66, 

50, 31 y 21 kDa. 

2 3 4 kDa 
200 

"'-"' 
1 ~ ,.....,_..,. 
!~~~ t:"·"' 66 

:~: 45 
·::: 31 

~pJ: - 21 

Flg. 14 Electroforesis de protelnas del citoesqueleto de Gisrdia lsmblis (carriles 1 y 2). Pesos moleculares 
carriles 3 y4. B galactosldasa 116.2, fosforilasa b 97.4, Albúmina sérlca bobina 45, anhldrasa carbonlca 31, 
llaozlma 14.4. 

La figura 15 ilustra el corrimiento electroforétlco 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.I. de 3.5, así como, péptidos de 

45 kDa en las fracciones de la 2 a la 12 (p.I. de 3.5 a 7.5). En las fracciones 4 a B 

el p.l.fue de 4 a 6, también se observaron los péptidos de 30-35 kDa pero más 

tenues. 

Flg. 15 Separocl6n electroforétlca de las protelnas del cltoesqueleto lsoelectroenfocadas entre pH 3 y 10. 
Los carriles 1-20 corresponden a las fracciones proteicas en orden creciente. 



La figura 16 presenta la separación electroforética de las fracciones protéicas 2, 

3, 4 y 5, en donde se corrobora el peso molecular encontrado de acuerdo al 

patrón de peso molecular ya mencionado. 

1 2 3 4 5 
- 2'.);) kDa 

Flg. 16 Electroforesis de fracciones protélcas del primer lsoeléctroenfoque, carriles 1 a 4, fricciones de 2 • 5 
respectivamente. Carriles 5 y 6 pesos moleculares. 

El Reisoelectroenfoque , nuevamente mostró polipéptidos comunes de 97 y 115 

kDa, otros de 45 y 66 kDa solo en las fracciones 3, y 11 a 15 (p.I. 6 y 7-7.5, figura 

17). Las proteínas, correspondientes a giardinas y tubulinas se presentaron en 

baja concentración observándose bandas tenues mediante la técnica de tinción 

de azul Coomassie. Sin embargo cuando se concentraron con centricones de 

poro más pequeño y tiñeron con una técnica más sensible, nitrato de plata, 

destacaron notablemente (figura 18). 

kDa·r:---::2:---~3~4:----5~1~-7~-.~9-1_0...., 
116 
97 

66 

kDa 
116 
97 

66 

45 

31 

,, 
12 13 14 15 11 17 11 

.~·~iS. 
t _,.-; 

::, ... ""-'' ·-·-· 

Flg. 17 Geles con proteínas sometidas a relsoelectroenfoque con pH 6 a 6. 

11 20 
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• 7 1 kDa • 6 

• • e 
b 

Flg. 18 Electroforesis de fracciones protélcas de relsoelectroenfoque tenidas con solución dlamlno de plata. 
a) carril 1, pesos moleculares, carriles 2 a B fracciones de 1 a 6 ordenadas sucesivamente, carril 8 fracción 
B. b) carril 1, pesos moleculares, carril de 2 a 6, fracciones 1 • 3 y 9 a 11 respectivamente. C) carriles de 1 a 
7 fracclones10, 12, 13, 15, 17 y 18. 

Por inmunocitoquímica se observa que las proteínas del segundo 

isoelectroenfoque con pH de 6 a 8 mostraron básicamente proteínas de 

citoesqueleto y de membrana, pues los anticuerpos reconocen a ambas, lo cual 

coincide con el revelado biotina-avidina donde se observan las proteínas 

marcadas en la membrana así como estructuras presentes en el disco ventral (fig 

19). 

Flg. 19 Trofozofto da G/ardia lambfa sensibilizados con anticuerpos dirigidos contra fraccionas antlgénlcas 
del cltoesqueleto revelados con blotlna-avidlna-peroxldasa. 



42 

La figura 20 corresponde a la reacción de inmunofluorescencia empleando 

anticuerpos contra una de las fracciones donde se obtuvo la proteína de peso 

molecular de 31 kDa. 

Flg. 20 lnmunonuorescencla Indirecta de trofozoltos de Gisrdi• /ambHs, cepa P-1, utilizando suero 1ntl­
fracclones protélc11 de relsoelectroenfoque. 

Las proteínas de membrana se identificaron por medio de la biotinización, 

reacción que puso de manifiesto a las proteínas de superficie de los trofozoítos de 

Giardia lamb/ia con peso molecular de 97 y 115 kDa en promedio, aquellos 

péplidos de 66, 45 y 31 kDa se apreciaron débilmente (figura 21). 

Flg. 21 Protelnas de membrana marcadas con blotlna. 
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DISCUSION 

En atlos recientes se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la 

composición del disco ventral de Giardia, dando a conocer, las principales 

proteínas que Jo integran, glardinas y tubulinas e Inclusive loa genes que codifican 

para algunas de ellas"°. Sin embargo, cabe aclarar que la técnica de aislamiento 

que se reporta para las mismas1·ª1 no permite obtenerlas con un rendimiento muy 

alto, principalmente en el caso de glardinas, esto se debe en gran parte a que no 

se obtienen en forma exclusiva sino acompatladas de otras proteínas del 

cltoesqueleto de Glardia como aquellas que Integran Jos axonemas. Aunque la 

codificación de las glardinas es importante no es muy especifica porque no 

permite diferenciar entra Giardia intestina/is y Giardia muris; eso fue uno de 101 

motivos para no utilizar métodos moleculares12
• 

Respecto a Ja técnica de aislamiento da proteínas cabe setlalar que fue necesario 

Incrementar el tiempo da extracción del citoesqueleto que se reporta1
, pues solo 

transcurridas 48 hrs se observaron Por microscopia los citoeaqueletones aislados, 

considerando da antemano qua su ultraestructura permanece ln11lterada aun 

incubándolos 2 dlas en solución de extracción. 

El lsoelactroenfoqua en rotofor nos permitió recuperar las fraccionas protélcas por 

encontrarse en solución, sin la necesidad de ser eluldas de una matriz sólida, 

considerando esta ventaja se reisoelectroenfocaron a manera da incrementar la 

resolución da giardinas y tubulinas y con ello, el número de variantes isoeléctricas 

o fracciones de las mismas. Se infirió con base en la gran resolución de la 

técnica, que las fraccionas protéicas con valores de pH isoeléctrico repetidos 

corresponden en realidad a diferentes tipos de proteínas. 

Un hecho Importante que justifica que las proteínas giardinas y tubulinas 

presentaran un valor de pH lsoeléctrico ligeramente superior al reportado en Ja 

literatura es porque se obtuvieron por isoelactroenfoque en rotofor, esto es, en su 

estado nativo. Cabe también Ja posibilidad de que se trate de otras variantes 

lsoeléctrlcas 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 microtúbulos que 

han sido identificados en la membrana del parásito. 

Mediante electroforesis de las proteínas del reisoelectroenfoque se pusieron de 

manifiesto péptidos con pesos moleculares que de acuerdo a Jo 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 tinción 

argéntica sí 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 función de su 

peso molecular, aparecen como dobletes polipeptrdicos de 30-31 y 53-58 kDa 

respectivamente"'ª, sin embargo mediante enfoque isoeléctrico se ha demostrado 

que dichos polipéptidos corresponden en realidad a diversas tipos de 

proteínas 1ª·19 

En este estudio fué dificil observar las bandas, pues los péptidos de 31 y 45 kDa 

resultaron más tenues que el resto de proteínas del citoesqueleto, esto se 

atribuyó principalmente a la técnica de ultracentrifugación utilizada para 

concentrar y desalar proteínas, ya que pudo haber ocurrido una retención parcial 

de aquellas que tienen un tamaño aproximado al poro de la membrana, caso 

particular de las proteínas de 30 kDa cuyo tamaño es el mínimo 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 ácida 
83

. Al emplear la tinción de plata se reveló 

notablemente la banda de 31 kDa en un amplio rango de fracciones ( 4 a 18). 

Inicialmente se pensó que las bandas con peso molecular cercano a 11 O kDa 

aparecían mucho mas marcadas que las de 45-50 kDa debido a que la tubulina, 

pese a las condiciones desnaturalizantes "', había permanecido como dímero, no 

obstante al aumentar el tiempo de ebullición y la concentración de 
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mercaptoetanol, las bandas de 97 y 115 kDa persistieron, sugiriendo que se 

trataba de proteínas diferentes. 

La biotlnización de proteínas de superficie del trofozofto de Giardia tambtia mostró 

péptidos de 97, 115, 45 y 31 kDa,Jo que sugiere que se trata de proteínas de 

cltoesqueleto con determinantes antigénicos expuestos o bien, proteínas de 

membrana que por encontrarse lntimamente unidas al citoesqueleto no fue 

posible eliminar en el método de extracción. Estos resutados contrastan con 

aquellos que reportan Holberton y cols, ya que ellos consideran que dichos 

péptidos son propios del citoesqueleto. Consideramos que las proteínas de 

membrana se encuentran íntimamente ligadas a las giardinas obtenidas por 

reisoelectroenfoque, por lo que podemos suponer que ambas participan en forma 

Importante en la adherencia del parásito a las microvellosidades. Al correlacionar 

lo observado en Ja técnica de biotinización con lo obtenido por 

lnmunofluorescencia indirecta podemos quizá referir que los péplidos de 97 y 115 

kDa corresponden a los que están presentes en Ja membrana y se encuentran 

recirculando aquellos de 66, 45 y 31 kDa que estarían ubicados en la periféria del 

trofozoito. Sin embargo recientemente se ha demostrado la existencia de una alfa­

giardina en la membrana del parásito85
, Jo que indica que es factible que estas 

proteínas de peso molecular correspondientes a giardinas no sean exclusivas del 

disco ventral. 

Apoyando con este hallazgo, un dato extraordinariamente importante Jo constituye 

el observar anticuerpos posiblemente dirigidos contra antlgenos de 45 y 31 kDa 

demostrados por inmunofluorescencia, en donde obtuvimos estas proteínas 

redistribuidas alrededor de la membrana de Giardia /amblia, lo que puede 

relacionarse con el fenómeno de "capin' descrito para otros protozoarios88 y que 

en el caso de Giardia no se ha reportado. Por otro lado estos antígenos pudiesen 

corresponder a especies de tubulinas y giardinas que participen de forma 

Importante en los mecanismos de adherencia del protozoario al intestino delgado 

del huésped y que se encuentra recirculando en la membrana. Este fenómeno 
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podría justificar porque la respuesta humoral en algunos individuos no es 

suficiente para eliminar Ja infección. 
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CONCLUSIONES 

Mediante la separación electroforética y por reisoeiectroenfoque de las proteínas 

de citoesqueleto de Giardia /amblia fue posible obtener a las giardinas y tubulinas, 

constituyentes principales del disco ventral, proteínas de peso molecular cuyo 

rango va de 30 a 40 kDa y sus variantes determinadas por la diferencia de pH. 

Además de las mismas se obtuvieron predominantemente polipéptidos de peso 

molecular de 97 y 115 kDa. 

De acuerdo a lo observado por inmunocitoquímica se demostró que estas 

proteínas de peso molecular elevado se localizan sobre la membrana del 

trofozoíto y en menor proporción proteínas 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 eprtopos"", 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 específicos que den protección al huésped. 



PROPUESTAS 
Teniendo como base lo anterior.debe profundizarse an el estudio de IH protelMS 

que integran el disco ventral de Giardia incluídas las glardinas y tubullnas, 

proponiendo entre algunos objetivos, evaluar si son protelnes lnmunodomlnentes 

o si poseen determinantes antigénicos que lo sean. Uno de los requerimientos 

importantes para desempellar lo anterior es .Implementar una t6cnica que mejore 

el rendimiento de las proteínas de interés, como podrla ser la utillzeción de 

técnicas de clonación para la slntesis de aquellas proteínas cuyos genes ya han 

sido Identificados, obteniéndolas·asl en· forma selectiva y abundante. 
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