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RESUMEN 

Considerando que el disco ventral de Giardia lamblia participa de manera 

importante en el mecanismo de patogenicided del parásito, el presente trabajo 

tuvo por objeto la obtención de las prohibas que lo integran, fundamentalmente 

giardinas y tubulinas, y el ánalisis de su antigenicidad. Para ello se llevó al cabo 

el aislamiento de proteínas totales de citoesqueleto por el método de Holberton y 

Ward", a partir de las cuales se seleccionaron las proteínas de interés mediante 

separación isoeléctrice y electroforética. Con las diferentes fracciones 

isoelectroenfocadas de giardinas y tubulinas se inmunizaron gerbos (Molones 

unguiculabis) y se demostró que los anticuerpos reconocieron 

predominantemente los polipéptidos de peso molecular mayor y en menor grado a 

las &Minas y a las tubulinas. El marcaje con biotina de las proteinas de 

membrana reveló que los antígenos de elevado peso molecular se encuentran 

expuestos en la superficie del parásito de igual manera que las giardinas y las 

hibulines, pero en concentración pequeña o bien, exteriorizando algunos 

epitopos. La técnica de inmunofluorescencia indirecta corroboró lo anterior al 

poner de manifiesto el reconocimiento de anticuerpos anfi-fracciones proteicas del 

citoesqueleto hacia antígenos somáticos y de la periferia del disco ventral. Con 

base en los resultados obtenidos se concluye que existen especies de giardinas y 

tubulinas que además de constituir el disco ventral de Giardia lamblia se localizan 

extrínsecamente en la membrana del trofozoito, por lo que pudieran participar 

activamente en el proceso de adherencia del parásito a la mucosa duodenal del 

huésped. 



INTRODUCCION 

A pesar de los avances en el desarrollo económico, de las espectativas de vida y 

de diversos programas de salud, las enfermedades producidas por parásitos 

siguen siendo un gran problema de salud en América Latina. La giardiasis o 

lambilasis en nuestro pais presenta características endémicas que obedecen en 

gran medida a las condiciones medioambientales o socioeconómicas, estado 

nutridonal, hábitos higiénicos y de manera especial a factores relacionados con el 

parásito y la dinemica de su transmisión. Giardia lamblia es el agente causal de 

esta enfermedad y es considerado como uno de los eucariontes evolutivarnente 

más primitivos capaz de desarrollar procesos de adaptación muy eficientes que le 

permiten coexistir con su huésped, de tal manera que en función de esta relación 

huésped-parásito, la enfermedad puede ser asintomática en algunos individuos o 

bien manifestar cuadros agudos y crónicos asociados a episodios diarreicos y 

síndrome de malebeorción intestinal. 

La asociación de le giardiasis con alteraciones importantes en el desarrollo 

nutricional del niflo en etapa preescolar, asi como la ineficacia de métodos para el 

diagnóstico y tratamiento de esta infección, son algunos de los factores que han 

propiciado una ardua labor de investigación en las dos última& decadas. Entre las 

aportaciones más relevantes de estos estudios está el conocimiento de antígenos 

de membrana y citoesqueleto del parásito destacando entre estos últimos 

aquellos que constituyen el disco ventral. Se sabe que gran parte de los 

antígenos de membrana y algunas especies de tubulinas son antigénicas, pero no 

se sabe con certeza al las giardinas y tubulinas del disco ventral de Giardia 

también lo sean. La importancia de estas proteínas radica en su posible 

participación en el fenómeno de adherencia del protozoario, y al ser 

inmunogénicas si son capaces de conferir protección. 
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MARCO TEORICO 

GENERALIDADES 

La giardiasis es una enfermedad de distribución cosmopolita y es considerada en 
años recientes como una causa importante de diarrea'''. El agente etiológIco es 
un protozoario entérico flagelado llamado Giardia lamblia 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 Lamb14. 

Morfología. Adopta dos formas, una de quiste que es infectante y una de 

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

largo por 5 a 15 is 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 anterior están ocupadas por un disco adhesivo 
cóncavo el cual semeja a una ventosa que sirve de anclaje al organismo' 

(figura 1). Los dos núdeos situados uno a cada lado de la linea media en la 
región anterior son ovoides y contienen un canos" central formado por una 

masa densa de cromatina; la membrana nuclear esté parcialmente cubleda con 
ribosomas". A partir de cuatro pares de blefaroplastos (kinetosomas o cuerpos 

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

originan cuatro pares de moneases (intracitoplasmédicos) los que dan lugar a los 
flegelos y éstos se designan de acuerdo a su disposición: anterior, posterior, 

ventral y caudal". El trofozoito tiene también otras estructuras: 

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

b) el funis constituido por microtúbulos que acompañan a los axonemas caudales 

en su posición ventral y dorsal (figura 2). 
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c) estructuras ciloplasenieticas como ribosomes, gránulos de glucógeno, retículo 

endoplehimico rugoso, »cuotas lisosernales distribuidas a lo largo de la 
superficie venial, y dorsal con actividad de hidrolese, entre éstas: fosfatina 

ácida, DNAirms, RNAese, problema tal dependientee(cisteina) y tiol 
indapendienbe. No se han identificado mitocondoas, peromisomee, mticulo 
andopliamico liso ni nucieoloelm. Probablemente el aparato de Golf si esté 
preeenle en al trolozollo debido a que ee ha demostrado un transporte 
organizado da prohibas hacia los lisoeomes y superficie del protozoario. 

Fig. 1. Reconalnioddit perspectiva del disco ventnd, vilo por detrás de la membrana dorsal. Axonemes, 
anterior(As), verarekAv), pateroldlerel(Ap). Membrana ventral(mv). M(crotlibulos que rodean a los 
asonemeaceradaleall-4). Cuerpo medio(cm), flagelo ventral(tv). Fuente: liolberton D.V. (1973) 



Plg 2. Ultreeelniclura del trofozoito de Urda también A) Vista ventral. KInetosomes(k), 
núcleoe(n), axonemae(e), funla(fn), deo ventral(dv), flagelo ventral(fv), griete ventrocaudeflgvc), 
vecuolee digeelives(vd), flanco ventrolateral(fv1), flagelo caudel(fd). 13) Vista dorsal. Placee 
margInalee(pm), flagelo*: anterior(fe), posteriorlfp), caudel(fc) y venlral(fv). Fuente; Kreleter JP 
(1972), Forly DE (1992). 

El quiste es ovoide y mide de 8 a 12 µ de largo por 7 a 10 de ancho, está 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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Cielo de vida. La forma Infectiva es el quiste maduro que debe ser ingerido por via 

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

desenquistamiento que concluye en el duodeno; durante dicho proceso un 

trofozoito 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 trofozoitos hijos. 

(figura 3). 

Fig. 3 División de trofozoitos de Urda famblia mediante fisión binaria longitudinal. Microscopia de 

contraste de fases (100 x). Fuente: Lab. de Inv. en Parasitologia. Hosp. Infantil de México. 

Debido al rápido 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; simultáneamente ocurre la división nuclear y celular que 

generará otros dos trofozoitos y así sucesivamente. Algunos de ellos permanecen 
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adheridos a las microvellosidades y otros son arrastrados por el tránsito intestinal. 

Al llegar a la parte media a baja del yeyuno se produce N enquistamiento, sin 

embargo en ocasiones no se logra, particularmente cuando el peristaltismo 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 quIstica) y los núcleos se dividen11143. 

Disco ventral y mecanismo de adherencia. El sitio de adherencia del trofozoito 

a la mucosa intestinal del huésped es el disco ventral. Esta estructura está 

constituida básicamente de microtúbulos situados en posición adyacente a la 
membrana plasmática y perpendicularmente e ellos emergen las microtiras hacia 

el interior del citoplasma. Estas últimas están interconectadas por puentes 
cruzados y considerándose que dichos puentes le dan rigidez al disco, 

contribuyen a una de sus principales funciones como pide del citoesqueleto del 
parásitolfigura 4). Estudios de microscopio electrónica muestran la disposición de 

las microtiras enrolladas concéntricamente a manera de espiral hacia un centro 
común, su origen es de la orille más externa del disco terminando en un punto 

dista) sobre N margen interno"(figura 5). 

El componente principal de los microtúbulos es la tubulina, heterodimero de 110 a 
120 KDa. en promedio, formado por dos monómeros del mismo peso molecular 

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

microtubulares de citoesqueleto (flagelo*, 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 especies 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 5.6 y 5.75 Las 

microtiras se componen de giardinas que son un grupo de proteínas con pesos 
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moleculares entre 28 y 39 kDa. y con punto isoeléctrico de 5.8 a 6.2, contiene una 

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

helicoidal alongada'''. Se ha sugerido que las giardinas se presentan en las 

mimbres en una concentración superior al 40% y copolimerizen con la tubulina 

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

de tubulina, incluyéndoas su interacción con otras proteínas como las MAP's 

(proteinas asociadas a microtúbulos). Sin embargo mediante inmunocitoquimice 

con anticuerpos antitubulina y antigiardina se pone de manifiesto que la tubulina 

se localiza solamente en los microtúbulos pero no en las microtiras y se muestran 

anticuerpos antigiardina enlazados claramente a las orillas de las microtiras, 

extendiéndose de la supedicie citoplasmática al microtúbulo basal. 

Probablemente la interacción giardina-tubulina es tal que la cara externa de la 

micro** corresponde a la superficie Interna del microtúbulo". 
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I. MICROVRAS 

2. PUENTES CRUZADOS 

micaortiams 

Fle.4. A) Fotografía en microscopio de transmisión electrónica de un trofozoito de Glardia lamblia 

intacto en sección transversal. Se observan: flagelos((), nibideos(n) y disco ventral(d). En el cuadro 

superior Izquierdo se muestran estructuras del disco ventral fijadas con ácido tánico: 

microtires(mr), microtóbulos(mt) y puentes cruzados (c). B) Esquema que enfatiza las principales 

estructuras del disco ventral. Fuente: Crossley R. (1993). 
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Flg. fi. MIcrolims del disco ventral enrolladas concéntricamente a manera de espiral hacia un 

centro común. Fuente: Holberton DV. (1951). 

La función del disco en el mecanismo de adherencia no es ciara, para explicado 

se han propuesto diferentes modelos: 

• Flexibilidad de las orillas del disco ventral donde se han localizado proteínas 

c.ontráctiles: actina, alfa actinina, miosina y tropomiosina. Por microscopio 

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

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

espejo de estas orillas sobre los microvellosle. 

• 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, en 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" (figura 6). 



• Interacciones mediadas por receptor. Se demostró que trofozoitos de Giaglia 

lamblia cepa P-1 se adhieren a eritrocito* de conejo mediante una lectina 
asociada a membrana con afinidad específica 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 

incrementado a este nivel por la presencia del parásito. Quizá esta lecha 

participe de manera complementada en la adherencia mediada por el disco 
ventral y que incluso contribuya a un daño funcional y/o morfológico en el 
intestino delgado de algunos pacientes con giardiasis, semejante a lo que 

ocasionan algunas lectinas vegetales en intestino delgado de mamíferosn. 

• Posiblemente la carga iónica localizada en la superficie del trofozoito de 
Ganga lamblia esté involucrada en la adhesión a células epiteliales de 

intestino deigada Sin embargo poco se sabe sobre la estructura de la 
superficie celular de este protozoario; análisis citoquímicos ponen de 

manifiesto una prominente cubierta superficial que se tiñe con colorantes 
catiónicos tales como rojo de rutenio y *Mina catiónica, sugiriendo la 

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

electroforesis celular21. 
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FM t Adherencia del trofozolto de Gladio lambila El movimiento sinusoidal del flagelo ventral 

Induce un fluho de fluidos a través del canal lateral(LC) y la grieta ventrocaudal(VcG, flechas 

largas). La fuerza de succión generada por este flujo es transmitida a través del portal(P) hacia 

la cámara(VC) del disco adhesIvo(flechas pequeñas). A) Las áreas sombreadas Indican el 

contacto de adhesión de Giardia con el sustrato. Fuente: Krelster JP. (1972), liolberton DV. 

(1973). 
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El mecanismo de adherencia depende del metabolismo activo y u inhibido por 

oxigeno, temperatura y concentraciones de cisteina reducidas22.23, asé como 

agentes farmacológicos. Se cree que los benzimidazoles intemccionan con la 

beta tubulina del disco, pero no la que se encuentra en flagelos lo que sugiere 

que esta última no posee el sitio de enlace para benzimiduoles y es una 

evidencia más de que el disoo y los flagelos contienen distintas tubulinas, lo que 

demuestra también que el movimiento flagelar no es suficiente para que le giardia 

se adhierale. 

Epidemiología. Le 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 

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

infección ea más frecuente en edades pediátdcas que en el adulto; se puede 

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

preescolares y escolares. El mecanismo de transmisión más común es a través de 

agua y alimentos contaminados con quistes. Se da también por transmisión 

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

guarderías, homosexuales masculinos sexualmente activos y personas en 

instituciones de custodia. Algunos animales salvajes infectados, castores y 

animales domésticos también pueden ser portadores de la infección'.,'••  

Ramal& Los mecanismos por los cuales Giardia !embija ejerce su acción 

patógena pueden ser explicados por las siguientes teorlasaue: 

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

recubren la mucosa intestinal provocando mala absorción. 

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

microvellosidades lo que resulta en irritación de la mucosa causando una 
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producción excesiva de moco, alteración en el proceso de maduración de las 
células, asi como disminución en la actividad de disacaridasas y otras enzima 

presentes en el borde en cepillo de las células spiteliales. También si 

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 subimos,. 

• Interacción parásito-huésped. Existe una competencia por nutrientes entre el 

Aagelado y la mucosa intestinal, los cuales son necesarios tanto para la función 
celular epitelial como para d metabolismo del protozoario. Algunos síndromes 

de deficiencias inmunitarias se han relacionado con la giardiesis, como es el 
caso de la hipogamrneglobulinemia, particularmente de las clases IgA e 19144. 

Otros factores que influyen son: la hipoddhidria, m'absorción de lactosa y 
malnutrición. 

• Proliferación de bacterias. Media lamblia favorece la colonización del duodeno 
por bacterias lo que tras como consecuencia desconjugación de sales billares 
provocando malabsorción de grasas. 
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Inmunología. La importancia de la participación del sistema inmune del huésped 

se ve reflejada en la elevada susceptibilidad a la giardiasis que presentan 

individuos con inmunodeficienclu o malnutrición, por otro lado a la baja 

incidencia de la enfermedad en sujetos expuestos repetidamente a Giardia Iambha 

y en niños cuyas madres han sido infectadas por el parásito10' 27. 

Se ha demostrado que los principales mecanismos inmunológicos del huésped 

que contribuyen a la erradicación del parásito son: fagocitosis, citotoxlcidad 

celular dependiente de anticuerpos(CCDA) y fijación de complementon, en los 

cuales participan ambos tipos de respuesta, humoral y celular. Los estudios que 

dieron a conocer lo anterior fueron, en su mayoría, realizados in vitro", de manera 

que para inferir cómo se manifiestan estos procesos a nivel duodenal es 

necesario estudiar el ambiente inmunológico de dicha región (figura 7). 

El tejido linfoide del intestino constituye el 25% de la mucosa del mismo y está 

integrado por». : 

1. Placas de Peyer; agrupación organizada de foliculos linfoidea no encapsulados 

que se encuentran separados del contenido luminal por células epiteliales 

membranosas llamadas "células Ir, que carecen de microvellos sobre su 

superficie, son pinociticas y transportan macromoléculas y material particulado 

del lumen intestinal a las placas de Peyer. 

2. Células linfoldes de la lámina propia: linfocitos B, T, células plasmáticas, 

macrófagos, mastocitos y eosinófilos. 

3. Linfocitos intraepiteliales. 

4. Nódulos linfoides mesentéricos. 
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Fig. 7. A. Diagrama microscópico de la mucosa duodenal . B. Sección transversal de un vello del 

intestino delgado el cual muestra sus células eminentes C. Superficie del epitelio a nivel de 

lámina propia que enmarca la posición de las células lál" como pueda de entrada para que el 

afligen° Negus a las placa. de Payar. Fuente: Sircus SW (1903), Short« RG. (1905). 
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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 vitro" que evaluen la 

respuesta de dichas placas a la infección por G. mutis 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 Mulas 

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

productoras de 104 rápidamente proliferaron alcanzando un máximo al séptimo 

dia y las IgA Negaron a niveles máximos entre el onceavo y catorceavo día 

postinoculación; subsecuentemente las células productores de lgM llegaron en 

forma gradual a niveles basales mientras que las productoras de IgA 

permanecieron elevadas. Transcurridas cinco semanas ambas células B se 

encontraron en niveles normales". 

Se ha demostrado que los !necrófagos fagocitan en forma espontánea al 

parásito". Algunos autores señalan que los granulocitos sólo lo hacen en 

presencia de anticuerpos, es decir, su participación 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 participación de 

otras inmunoglobulines como IgM e IgA". 

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

por vía clásica o alterna. En la primera participan IgG e IgM 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 tisis de los trofozoitos disminuyó un 36 y 46% 

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

alterna destaca la participación de B, debido a que en suero humano depletado 

de éste y deficiente de C2 no ocurrió la lisis. En la presencia de Co la destrucción 

del parásito se da en un 56% pero aunado a Co aumenta a 

Posiblemente la función principal de la IgA en el lúmen intestinal sea bloquear la 

adherencia del trofozolto al epitelio21"" y quizá participe en fijación de 

complemento por vía alterna. 
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Se han realizado tres planteamientos respecto a la interacción que ocurre entre el 

parásito y las células inmunes del huésped a nivel duodenal: 

• 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 

citotóxicas que participan en CCDA, Tal vez dichos *M'asnos sean productos 
de excreción y secreción del parásito"' debido a que es imposible que el 

trofozoito penetre la célula M (figura 8). 

• Los trofozoltos de G. lamblia quizá sean capaces de penetrar por diapédesis 
células epiteliales a nivel de sitios de descamación después de lo cual se 

enfrentan a células del sistema inmune". Por otra parte se ha demostrado que 
productos de lisia del parásito son quimiotácticos para neutrófilos y 

macrófagos lo que potencia la respuesta inmune local "(figura 9). 

• Se ha observado que linfocitos intraspiteliales 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 interaccionara con la lectina del parásito 2°(figura 10). 
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Fle. O. Trofozoito de Giwd!a mutis (G) adherido a los mierovellos de las células epiteliales. Nótese 

la presencia da células Ir cuya superficie no presenta vellos, a& como la Imagen 'en «pelo" del 

disco adhesivo (flecha) (x 4,109). Fuente: Ovan RL. (1979). 

Fig. 9. Trofozolto de Giardle mutis que se Introduce por diapedesis en el surco de la mucosa 

situado lateralmente a un vello intestinal (x 5,202).Fuente: Ovan RL. (1979). 
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Fig. 10 .Dos trofozoltos de Glardla (G) en sección sagital y un linfocito pequeño (L) sobre el borde 

de los microvellos de células epiteliales (C). Disco adhesivo (D), flanco citoplasmático (F) (x 

7,421). En el cuadro Inferior derecho un linfocito se encuentra adherido a la superficie dorsal del 

parásito (x 7,200). Fuente: Owen RL. (1979). 
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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 

Cuadro ces. La manifestación clínica de la giardiasis puede variar desde una 

infección asintomática hasta una diarrea crónica con malabsorción, lo cual se 

atribuye a factores del huésped (estado nutricional yio inmunológico) y a la 

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

durar días o incluso meses. El periodo 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 Cenen complicaciones de tipo inmunológico como urticaria 

con eosinofilia, y mili eritematoso, entre otros. 

Diagnóstico. 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 o 

formalina-éter. Cuando las evacuaciones son líquidas, es recomendable realizar 

un frotis en fresco para la búsqueda de trofozollos, El diagnóstico de giardiasis 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 Sed o por aspiración duodenal; en casos extremos la biopsia puede 

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

son: ELISA, inmunoCuorescencia y contrainmunoelectroforesis, por medio de las 

cuales es posible detectar antígenos de Giardia en heces utilizando anticuerpos 

totales o monoespecificos4"6. 
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Tratamiento. Los agentes efectivos para el tratamiento de pacientes con 

giardiasis son7'1"2: 

• Quinecrina. El mecanismo de acción posiblemente es debido a su efecto sobre 

componentes de la respiración del parásito como la flavoprotelna y quinona. 

Algunos de los efectos colaterales en el paciente induyen vómito, cefalea, 

transtomos intestinales, coloración amarilla de piel, rara vez psicosis tóxica de 

excitación o depresión. 

• Metronidazol. Se ha propuesto una interacción con el DNA del parásito asi 

como de las enzimas involucradas en la respiración del mismo, es mutagénico 

en bacterias y carcinógeno en ratones a dosis elevadas y por períodos 

prolongados; de manera ocasional, en el paciente puede provocar cefalea, 

náusea, vértigo, diarrea, sabor metálico, etc. 

• Furazolidona. Probablemente actúa por Inhibición de la respiración anaeróbica 

del protozoario. Las reacciones secundarias son: náuseas, fiebre, diarrea y 

vómito. 

Mebendazol. Se cree que su interacción ea a nivel de beta-tubulina 

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

del parásita Los efectos secundarios en dosis elevadas incluyen reacciones 

alérgicas, alopecia y neutropenia reversible. Se han observado efectos 

embriotóxicos y teratogénicos en ratas preñadas. 
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JUSTIFICACION 

La giardiasis es una enfermedad de gran importancia epidemiológica debido a su 

elevada prevalencia en la población infantil y es provocada por el flagelado G, 

tamblia'•510. Este protozoario se adhiere a las microvellosidades de las células 

'pídales de la mucosa intestinal por medio de una estructura denominada disco 

ventral o adhesivo, originando una serie de alteraciones morfofisiológicas que 

traen como consecuencia un sindrome de malabsorción, que a su vez retarda el 

crecimiento y desarrollo del huéspeda". Por tal motivo en años recientes el 

estudio del disco ventral se ha convertido en un tema de investigación de gran 

relevancia. Cabe señalar que dicha estructura constituye la parte medular del 

(*esqueleto de Giardia lamblia y que se integre predominantemente por 

°Jardines y tubulinas, proteínas que se encuentran distribuidas en todo el disco 

formando parte de microtiras y microtúbulos respectivemente*". 

El hallazgo de especies de tubulinas diferentes a las de citoesqueleto, sobre la 

membrana dei parásito", constituye un dato de particular importancia debido a 

que correlacione perfectamente con los antigenos inmunodominantes de 54 y 58 

kDa encontrados por Char y cols.*  en individuos con giardiasis, esto puede 

adjudicarse a la posición adyacente que guarden los microtúbulos respecto a la 

membrana del parásito. También se ha reportado la existencia de proteínas 

antigénicas con pesos moleculares iguales a los de algunas especies de 

giardinas, sin embargo se desconoce si corresponden a las mismas proteínas que 

han sido localizadas en la superficie del flagelado*" 

Bajo esta premisa surgió el interés de esclarecer si existen especies 

inmunodorninantes de giardinas y tubulinas que además de integrar el 

citoesqueleto de Giardia estén situadas en la membrana del parásito. Este estudio 

tiene una importada trascendental debido a que las giardinas y tubulinas 

pudieran ser proteínas serodiagnósticamente útiles para pacientes con giardiasis 

y *desde el punto de vista profiláctico, emplearse como vacunas para que 

anticuerpos específicos producidos contra las mismas bloqueen la adherencia del 

parásito al epitelio duodenal, impidiendo así que la enfermedad se manifieste. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las giardinas y tubulinas son proteínas consitituyentes del disco ventral de 

Gienka lambes con posible actividad antigénica", por lo que tal vez confieran 

una respuesta inmune protectora en individuos Infectados por este parásito. Son 

varías les proteínas incluidas en este grupo1e37, por lo que algunos investigadores 

se han interesado en separarlas y ver cuales son las proteínas que 

especificamente son antigénicas. Para ello se ha descrito un método de 

separación de proteínas por cromatografia en filtración en, gel9'14  con resultados 

no muy alentadores, por lo que se propone el sustituir esta técnica por la de 

isoelectroenfoque en rotofor con la finalidad de obtener giardines y tubulinas con 

mayor selectividad y resolución. Una vez identificadas, se pretende analizar su 

inmunogenicidad y localización en el trotozoito de Gierdia. 



• Las giardinas y tubulinas que integran el citoesqueleto de Word» lamblia 

pueden ser seleccionadas a partir de proteínas totales de citoesqueleto con 

base en sus diferencies de punto isoeléctrioo y peso molecular. 

• Se obtendrán anticuerpos dirigidos contra °Jardines y tubulinas capaces de 

reconocer dichas proteínas sobre la membrana del trofozolto. 
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OBJETIVOS 

• Seleccionar giardinas y tubulinas a partir de proteínas totales del citoesqueleto 

de Gladio lambda en función de su punto isosláctrico y peso molecular, 

• Obtener diferentes variantes isoeléctricas de giardinas y tubulinas mediante 



MATERIAL 

• tubos Falcon de 15 y 50 mi 

• micropipstas Gilson de 10, 100, 1000 µI 

• centricones Amicon-30 CF-25 

• tubos Eppendoii 

• jeringa Robbins de 25 µI 

• jeringas desechables de 1, 3 y 5 ml 

• tubos de ensaye de 13 x 100 

• pápalas graduadas 

• vasos de precipitado 

• ~reces volumétricos 

• botella para cultivo de glardias. 

EQUIPO . 

centrifuga Soivall-RT600B-Dupon LKB 

ultracentrlfuga TL-100 Beckman 

• rotofor Tu  preparativo BIO-RAD 

espectrofotómetro 	DU 640 Beckman 

• fuente de poder LKB 

• cámara de electroforesis Mini Protean II BIO-RAD 

• cámara de transferencia TE 22 »ni Trasphor Hoefer 

• potenciómetro 12 pHI ISE Meter Beckman 

• microcentrifuga Nanofuge Hoefer 
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MATERIAL BIOLOGICO 

• petos con peso de 20 a 60 g 

• trofozoitos de Giardia lamblia cepa Portland-1 



• vortex Fisher Scientific Gante 2 

• reciclador Multitamp II 1103 

• microscopio de contraste de fases BH-2 Olimpus 

• balanza analítica Mutilar AE 163 

• autoclave Medi-Lab 

• estufa de CO2  

• polanciómetro 12 pHIISE Meter Bocinan 

• microcentrifuga Nanofuge Hoefer 
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REACTIVOS Y SOLUCIONES 

• inhibidonts enzimiticos: p-hidroximercuril ácido benzoico (PHMB) y fluoruro de 

IUniMrntll sulfonilo (PMSF) 

• amortiguador de fosfatos salino (PBS ) 

• amortiguador de fosfato* salino + tween 20 (PBST) 

• solución TEDAMP ( Tris-HCI 10 mPA, EDTA 2mbl, ditiotreitol 2 MI, ATP 1 mIA, 

lAgSO4 2 mIA, KCI 150 mIA ) pH final 7.8 

• solución TEDAMP 0.8% de tritón X-100 

• dodecilaulfato de sodio (SDS) al 1.5 y 10% 

• entalinga LKB con pH de 6 a 8 y de 3 a 10 

• acrilamida-bisacrilamida a130% 

• solución Tris-HCI pH 6.8 

• solución Tris-HCI pH 8.8 

• N,N,N,N-tetrametiletilendiamina ( TEMED) 

• persulfato d 10% 

• solución teñidora para geles (azul de Coomessie/écido acético/ metano» 

• solución decolorante (écidoacético/metanol) 

• amortiguador para electroforesia (Tris/SDS/glicina) 

• amortiguador de Tovkin (Trisiglicina/metanol) 
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• kit pera inmunotransferencla e inmunocitoquimica (anti•IgG biotinilado de ratón, 

complejo estreptavidine-peroxidase de rábano, peróxido de hidrógeno al 3% y 

4-cloro-l-neftol) SIGMA 

• solución diamino de plata ( Ne0H al 36%, NH4OH al 35% y AgNO, al 20%) 

• solución reductora (ácido cítrico al 1% y formaldehído el 36% 

• solución fijadora (ácido tricloroacático el 20%) 

metanol el 50% 

solución de ácido cítrico al 10% y metenol M 45% 

• anti-IgG fluoresceinedo de ratón SIGMA 

• Mas reactives de pH con rango de 0-14 y de 5-10 MERCK 
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METODOLOGIA 

Obtención de protelan del M'esqueleto. 

Cultivar los trofozoitos de Giarde lambáis cepa Portland-1 axénicaments a 37°C 

en medio 1Y1-S-33 suplementado con bitios".  A las 72 hrs cosechar 
aproximadamente 1 x 10' orgenismoshnl por centrifugación a 1500 x g, 30 min y 

levar tres veces con PBS pH 7.4; en seguida adicionar una mezcla de inhibidos* 
*miméticos, P118 (p-hidroximercuril ácido benzoico) y PIASF (fluoruro de 

lanitmetil sulfonilo). Resuspender loe trofozoitos en 2 mi de solución TEDAMP, 
agitar vigorosamente en vóttex durante 2 min. Tomer una muestra de esta 
suspensión para observar al microscopio de contraste de fases los 

citosequeletones aislados. Si los befozoltos aún permanecen Integra, prolongar 
el tiempo de incubación de éstos en TEDAMF'+tritón hasta corroborar por 

microscopio& la presencia de sitoesqueletones libres de membrana; sólo después 
de ello centrifugar a 22,000 rpm. 15 min a 4°C. Lavar la pastilla 2 veces con 

TEDAMP libre de tritón y centrifugar bajo las condiciones ya mencionadas. 
Solubilizar la pastilla con 2 inl de SDS al 1.5% sometiendo a ebullición durante 8 

min y centrifugara 35,000 rpm. durante 1 hr a 4°C. 

&paredón de ku proleúiaspor Isodectroeisfoque. 

Adicionar anfolinas al 2% a las proteínas del dtoesqueleto presentes en el 

sobrenadante de la último centrifugación para establecer un intervalo de pH de 3 
a 10 y llevadas a un volumen de 50 ml. Colocar dicha mezcla en el rotofor en 
condiciones de 12 watts, voltaje y milamperaje abierta Se deja transcurrir el 

tiempo necesario para que la lectura llegue a un valor constante (4 hrs 

aproximadamente) de manera que se establezca el gradiente de pH y las 

proteínas se electroenfoquen de acuerdo a su punto isoeléctrico. Determinar el 
pH de las 20 fracciones obtenidas y la concentración por espectrofotometria de 
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U.V.; en seguida concentrar y desalar con centricones-30• , centrifugar hasta que 

el volumen retenido sea aproximadamente de 50 µI y deteminar nuevamente la 

concentración de proteinas. 

Someter nuevamente a isoelectroenfoque las fracciones con pH entre 5.0 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 
centriconea. 

Esquema de lanumIzaeldn 
Seleccionar 72 gerbos(Medones unguiculatus)57  machos y hembras cuyo peso 

fluctúe entre 25 y 50 g, distribuidos aleatoriamente en 18 lotes de 4 animales 
ceda uno (9 lotes de gerbos machos y 9 de gerbos hembras); confirmar en sus 

heces la ausencia de parásitos por medio de un coproperasitoec;ópico sedado 
realizado por el método de Faust. Inmunizar cada animal por vía intiaperitoneal 

con 20 gi de fracción proteica de reisoelectroenfoque en 1000 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 días en promedio y sangrar a los 
animales 30 días postinoculación por vía intracardiaca; separar el suero y 

almacenado a -10°C. 

Eleetroforests en gel de pallacrilandda 

Llevar a cabo la electroforesis por el método de Laernnts°, empleando un gel 

acomodador de acrilamida al 4% y un separador del 10% . Mezclar 12111 de cada 

una de las fracciones proteicas desaladas y concentradas con 3 d de solución 

amortiguadora para tratamiento de muestra 5x, y colocar e ebullición 5 minutos. 

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

su membrana retiene moléculas con P.M. de 30 k0a. en adelante 
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Teñir 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 tinción argéntice" colocar el gel en una solución fijadora de ácido 

tricloroacético al 20% por 2 hrs. Lavar dos veces con metano' al 50% 30 minutos 

con agitación y otras dos con agua 20 minutos para rehidratar el gel y remover el 

melena Adicionar al gel la solución diamino de plata recién preparada, dejándolo 

15 minutos con agitación suave. Hacer dos lavados de 5 minutos con agua 

seguidos de incubación en solución reductora durante 10 minutos, una vez que se 

observan las bandas retirar dicha solución y remover el gel a un recipiente con 

metanol al 45% y ácido cítrico al 10% para detener la reacción. 

Innumockoesohnica. 

kwfflotolluoreseensia indirecta (Pire. Colocar en.  un tubo Eppendorf 2001 de 

una suspensión de 1x101  trofozoitos de G. lamblia y adicionar 100µI de suero de 

gerbo inmunizado a una dilución 120, incubar 1 hr a 4°C. Posteriormente 

centrifugar a 5000 rpm durante 2 minutos y lavar dos veces con PBS pH 7.4. 

Resuspender el botón en 100µI de anti-IgG de rata conjugado a isotiocianato de 

fluorescelne diluido 1:1000 en PBS e incubar 1 hr a 4°C. Pasado este tiempo 

centrifugar los trofozoitos y lavar dos veces con POS. Colocar en una laminilla 

3µI de esta suspensión y Id de colorante de contraste (azul de Evans), observar 

en microscopio de fluorescencia con objetivo 100x. 

Sistema blothilhavidlneperoxidass. En 20 laminillas previamente 

desengrasadas depositar 30 µI de una suspensión de trofozoitos de Glambila 

(1x104  organismos/ ml de PBS ). Una vez que se han secado las preparaciones a 

37°C introducidas en una cámara de Coplin con acetona por 15 minutos a 

temperatura ambiente, transcurrido este tiempo lavar dos veces 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 100µI de suero de gerbo 
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inmunizado con fracciones proteicas de citoesqueleto dilución 1:50 en 1% de BSA 

en PBS en cámara húmeda a temperatura ambiente por dos horas, lavar las 

laminilla* y secarlas. En seguida incubar cada una con 100jd de antI-IgG de ratón 

bitas alado diluido 1:20 durante 30 minutos a temperatura ambiente en cámara 
húmeda Después de lavar las preparaciones se hacen reaccionar 30 minutos con 

100µ1 da extmvidin-peroxidasa dilución 1:20 en 1% de BSA en PBS, a 

temperatura ambiente en cémara húmeda. Enjuagar las preparaciones con PBS y 

poner de manifiesto la reacción con 2 mg de 3,3'-diarninobencidina en 2m1 de PBS 

y 50p1 de peróxido de hidrógeno al 30%, incubando a temperatura ambiente en 

cámara húmeda. Nuevamente lavar las laminilla y ya sacas observar en 

microscopio a inmersión. 

Insiumodectrolnunfereack 

Transferir a papeles de nitrocelulosa las fracciones proteica& del 

mieosiectmenfoque asi como las proteínas del citoesqueleto separadas por 
electroforesis durante 90 minutos a 140 volts, 300 mA". Comprobar la presencia 

de bandas sobre el papel mediante tinción con rojo de ~como decolorando con 

agua. Bloquear con 1% de BSA en PBST toda la noche a 4°C. y poner cada una 

de las fracciones del papel de nitrocelulosa en contacto con su correspondiente 

suero (dilución 1:250) toda la noche a 4°C . Por otra parte, incubar los papeles 

que contengan proteínas del citoesqueleto con cada una de loe diferentes sueros 
bajo las mismas condicione& Revelar cada uno con un anti4gG de ratón acopiado 

a blotina ( dilución 11000) durante 1 hr a temperatura andente, seguido de dos 
lavados de 15 minutos cada uno con POST. En seguida adicionar estreptavidina-

peroxidesa (1:500) y dejar reaccionar 1 hr a temperebirs ambiente,lavar con 
PBST 15 minutos 2 veces. Pare el desarrollo del color agregar 30 mg de 4-cloro-

1-naftol en metanol-PBS y 30µI de peróxido de hidrógeno al 3%. 
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Biodnitecile de Irojogobs. 

Reeuspender en un tubo falcon con 0.5 mi de NaHCO3 y 0,5 mi de NaCI al 
1x104  trofozoitos y se adicionaron 0.5 mg de éster de N-Ndroxisuccinimida 

Molina  previamente disuelto en 1201 de dimetilsulfóxido.incubar 15 minutos a 

temperatura ambiente con agitación suave; y realizar tres lavados con PBS pH 74 

centrifugando a 2500 rpm. Aislar las proteínas de citoesqueleto por el método de 
Holbetton14, someterlas a SDS-PAGE y transferir a papel de nitrocelulosa para 

revelar posladormente con avidina-peraddasa. 
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RESULTADOS. 

El eislemieelo de doesewelelones de Gionlia lambhe libres de membrana se 

C011011016 module miorosoopie en contraste de hese como lo mostre le Agure 
11. En elle ee dime clemowde el disco ventral y loe momenme (fleche oenc4Ne) 
est como Inumwdos de membrana y Agolpe desprendidos del Irofozollo (doble 
Ileds). 

P. 11. Extracción del dtoesqueleto de Morelia lamblia Dm tritón X-100. Micrometría de luz en 

contrate de fases con objetivo 100x. 
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Los valores de pH isoeléctrico para las fracciones del primer y segundo 
isoelectroenfoques se especifican en la tabla 1. 

freeeelén no. 3.10 
isoelectroenfoque 

1 3.0 
2 3.5 
3 3.5 
4 4.0 
5 4.5 
6 5.0 
7 5.5 
8 8.0 
9 6.0 
10 6.5 
11 7.0 
12 7.5. 
13 8.0 
14 &5 
15 9.5 
16 9.5 
17 10.0 
18 10.0 

914 11•11 
reisoelectroenfoque 
5.0 
5.0 
6.0 
8.0 
6.5 
8.5 
6.5 
7.0 
7.0 
7.0 
7.0 
7.0 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
8.0 
9.5 

Tabla 1, Separación de las proteinas del disco ventral de G.lambIla de acuerdo a su punto 

isoelictrico. 



36 

El corrimiento electroforético bajo condiciones reductoras de las fracciones 

proteicas con pH entre 3 y 10 puso de manifiesto, mediante tinción con azul de 

Coomassie, bandas de peso molecular alrededor de 65, 97 y 110-115 kDa 

compartidas en todas las fracciones, de 45 kDa (tubulinas) en las fracciones 8 a 

17 con rango de pH entre 6 y 10 y bandas de 30 a 35 kDa (giardinas) en las 

fracciones 10 y 11 con pH de 6.5 y 7, respectivamente ( figura 12 ), las cuales 

resaltan respecto a aquellas que aparecen en las fracciones 13 a 17. Otras 

bandas que se aprecian débilmente se encuentran entre 15 y 20 kDa en las 

fracciones 12,15 v 17. 

Flo. 12. Separación electroforétic,a de las proteínas del citoesqueleto Isoelectroenfocadas entre 

pH 3 y 10. Los caviles 1 a 17 corresponden a las 17 primeras fracciones proteicas. 
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La comparación electroforética de las proteínas totales del disco ventral de G. 

lamblia reveladas por dos técnicas de tinción diferentes, técnica de Coomassie y 

Unción argéntica, se aprecia en la figura 13. La tinción argéntica a diferencia de la 

técnica de Coomassie reveló notablemente las bandas r•.Arr•.anas a 45 y 31 kDa. 

(correspondientes a glardinas y tubulinas). 	 • 

A 	 8 

Fig. 13. A. Electroforesis de proteínas del citoesqueleto de Gárdia !ambito teñidas con azul de 

Coomassie. O. Electroforesis de fracciones proteicas del citoesqueleto de G. lamblia teñidas con 

solución (liado° de plata. 

La etectroforesis de las proteínas del reisoelectroenfoque, reveladas con la 

técnica de Coomassie, mostró nuevamente las bandas de 65, 97 y 110-115 kDa 

así como de 45 kDa en las fracciones 2 a 18 (pH 5 a 9.5) y de 31-35 kDa en las 

fracciones 4 a 16 con pH entre 6 y 7,5 ( figura 14). 

Flg. 14. Geles con proteínas del citoesqueleto sometidas a refracclonamienlo isoeléctrico con 

pH de 6 a 8. A Fracciones 2 a 9. 9 Fracciones 10 a 18. 
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Debido a que las bandas de interés con peso molecular cercano a 45 y 30 kDa 

fueron muy tenues se decidió revelar los geles de la segunda separación con 

solución diamino de plata por ser una técnica con mayor sensibilidad que la 

técnica de Coomassie. De esta manera dichas bandas fueron más intensas 

apreciándose en las fracciones 3 a 18 (figura 15). 

A 

a 

Fig. 1i. Electroforesis de tracciones proteica* de reisoelectroenfoque teilidas con solución 
diamino de plata. A. Fracciones 1 *11. 1. Fracciones 10 a 10. 
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Transcurridos 8 meses aproximadamente, las proteínas de citoesqueleto recién 

aisladas y relsoelectroentocadas mostraron mediante SDS-PAGE y tinción con 

azul de Coomassie, bandas sobresalientes de 45 y 31-35 kDa (figura 17). 

Fig. 17. Electrotoresis de fracciones proteicas teñidas con azul de Coomassie. Fracciones 

1,2,6,7,8 y 10 a 15. Ultimo carril, proteines del citoesqueleto. 

La blotinizacIón de trotozoitos de Giardia lamblia demostró que los péptidos de 

110, 95.65,45 y 31 kDa en promedio, que integran el citoesqueleto, se ubican en 

la membrana del protozoario (figura 18). 

Fig. 111. %Minas del citosequeleto mercadas con botina. 
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La técnica de inmunoelectrotransferencla puso de manifiesto la antigenicidad 

de los péptidos de 110, 95 así como los de 45-50 y 31 kDa que corresponden muy 

probablemente a tubulinas y giardinas (figura 19). 

FIN. 19. Inmurioelectrotransferencia de fracciones proteicas de reisoelectroenfoque, 

*Fracciones 5,8 y 4 a 9. II Fracciones 2,4,7 y 8. 

Para localizar a las proteínas del reisoelectroenfoque en trofozoitos de Giardia 

lamblia se realizaron dos técnicas inmunocitoquimicas; inmunofluoescencia 

indirecta (IFI) y revelado con blotina-avidina-peroxidasa. En la figura 20 se pone 

de manifiesto la técnica de IFI donde se observa que los anticuerpos dirigidos 

contra dichas proteínas reconocen proteinas de membrana, incluidas las que se 

encuentran adyacentes al disco ventral. Con el revelado biotina avidina no fue 

posible apreciar claramente las estructuras marcadas debido al daño que 

sufrieron con la técnica de fijación. 
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A 

Fig. VI 1~u11"am/inda Indirecra de trolozoitos de sliamblia. cepa P-1, utilizando soma 
antl-fraccionas proteicos de releoeitictroenfoque. A. Suero dirigido contra la tracción 5. & 
Antiguar° de tracción 9. C. Suero and•haoción 11. CP Control negativo. 
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DISCUSION 

La obtención de giardinas y tubulinas, se realizó con base en la técnica 

descrita por Holberton y Ward" para extracción de proteínas totales de 
citoesqueleto, de manera que no sólo se obtienen proteínas del disco ventral, sino 
también aquellas que integran los flagelos, especificamente, la porción 

intracitopleandtica de los mismos (axonentas). Esta técnica se basa en la 
insolubilidad del citoesqueleto en el detergente no iónico tritón X-100 y en la 
solubilidad de las proteínas que lo Integran en el detergente aniónico 
dodecilsulfato de sodio (SDS). El tritón también modifica gradualmente la 

estructura del disco al solubilizar los puentes cruzados que sepáran a microtires y 
microtúbulos, adquiriendo una forma completamente plana. (figura 21) 

I -  	1111 AJA 
Figura 21. Cambios en la forma de los discos aislados con TEDAIAP 4,  tritón (cuadros 

superiores): a Disco recién aislado; b. disco después de 1-2 horas de extracalón, a disco 

después de 1-2 diez de extracción. Cambios uaraestructurales corresgondientes (cuadros 

inferiores). Fuente: Holberton DV. (1961). 
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El tiempo de extracción que se reporta en la bibliografía no fue suficiente para 

aislar los citoesqueietones libres de membrana, por lo que fue necesario 
prolongado hasta 48 hrs., incubando a 4° C, tomando en cuenta que la estructura 

del disco ventral es estable incluso después de 1 o 2 días de permanecer en 

TEDAMP • tritón a 4°C. 

Se sabe que las giardinas y tubulinas, cuando son separadas en función de su 
peso molecular, aparecen como dobletes polipeptidicos de 30-31 y 53-58 kDa 
respectivamente". Sin embargo mediante enfoque isoeléctrico se ha 

demostrado que dichos polipéptidos corresponden en realidad a diversas 

especies de °Jardines y tubulinas"". Holberton y colaboradores'.  han 

establecido experimentalmente por isoelectroenfoque en gel y electroforesis 
unidimensional, la existencia de 5 especies de tubulinas y 8 de °Jardines con 
punto isoeléctlico de 5.6 a 5.75 y 5.8 a 6.2, respectivamente. Por otra parte 

Peattie y cok" hen estudiado la separación de giardinas mediante electroforesis 
bidimensional encontrando 23 variantes isoeléctricas en un rango de pH de 5.16 a 
6.52. Estos estudios fueron de gran utilidad debido a que el rango de punto 

isoeléctrico de giardinas y tubulinas que reportaron constituyó un parámetro 
importante para aislar selectivamente estas proteínas, a partir de aquellas que 
constituyen el citoesqueleto de Giardia. Para ello se decidió emplear el 
isoelectroenfoque en rotofor, técnica que además de ofrecer un gran poder 

resolutivo, permite recuperar fácilmente las fracciones proteicas por encontrarse 

en solución, sin le necesidad de ser eluidas de una matriz sólida como en el caso 
del isoelectroenfoque en gel. Considerando esta ventaja, las proteínas de interés 

se sometieron a un segundo fraccionamiento a manera de Incrementar la 
resolución de las giardinas y tubulinas y con ello, el número de variantes 
isoeléctricas de las mismas. 

Un inconveniente del reisoelectroenfoque en rotofor fue que por el volumen tan 

pequeño de algunas fracciones la lectura de pH tuvo que realizarse con tiras 
reactivas y no potenclomótricamente como era lo apropiado. No obstante la 

limitada sensibilidad de las tiras reactivas (0.5 unidades de pH), se infirió con 
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base en la gran resolución de la técnica, que las fracciones proteicas con valores 

de pH isoeléctrico repetidos corresponden en realidad a especies diferentes. 

Holberton y cola". han establecido experimentalmente el patrón electroforético 

de las proteínas que integran el citoesqueleto de Giardia en el que destacan tres 

grupos de bandea: las que aparecen alrededor de 70 kDa y por encime de este 

peso, aquellas con peso molecular cercano a 50 kDa ( monómaros de tubulinas) y 

las que presentan peso molecular entre 29 y 38 kDa (giardinas). Con base en ello, 

se infiere que las bandas obtenidas alrededor de 45 y 31 kDa corresponden a 

tubulinas y gierdinas, respectivamente. Sin embargo, estas proteínas presentaron 

un rango de pH isoslédrico más amplio, con valor« ligeramente superiores a los 

que se reportan en la literatura. Cabe la posibilidad que se trate de otras variantes 

isoeléctricas de tubulinas y giardinas que no han sido reportadas, sobre todo 

aquellas con pH isosikárico muy alto, o bien que no constituyan propiamente el 

citoesqueleto, como sucede con isotipos de tubulina ajenos a mic,rotóbulos que 

han sido identificados en le membrana del parásito. Esto implica que algunas 

especies de 'abultes situadas en citoesqueleto estén tan íntimamente unidas a 

tubulinas de membrana que resulta imposible eliminarlas en la técnica de 

aislamiento". En lo que se refiere a giardinas sólo un hallazgo reciente ha 

demostrado la presencie de la alfa-1 -giardina de las microtiras en la superficie del 

trofozoitosi. 

Contrariamente a lo reportado por Holberton et. al." se encontró que las bandas 

de 31 y 45 liDe resultaron mas 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 muy aproximado al poro de la membrana, caso 

particular de las problema de 30 kDa cuyo tamaño es el mínimo que retienen los 

centricones utilizados (Amicon-30) . La pérdida de proteínas por pasaje a través 

de la mantiene también puede deberse a la forma que presenten, de manera 

que, tal vez las proteínas tubulares (como &reinas y tubulinas) atraviesen la 

membrana con mayor facilidad que las globulares, a pesar de que su peso 

molecular sea el mismolug. 
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El hecho de que las bandas de 31 y 45 kDa no fueran mes intensas también se le 

ha atribuido a la baja afinidad del colorante azul de Cocinaseis hacia giardinas y 
tubulinas debido a que ambos poseen la misma naturaleza ácida". Por este 

motivo se decidió sustituir esta técnica por la tinción argéntica, cuya sensibilidad' 

supera 100 veces a la técnica de Coornassie. 
En contraste con la técnica de Coomassie, la tinción de plata reveló notablemente 
la banda de 31 kDa. en un amplio rango de fracciones (3 a 18) , lo que corrobora 
lo descrito en el párrafo anterior. Sin embargo, las proteínas de citoesqueleto que 

fueron aisladas y sometidas a electroforesis 8 meses después, mostraron por 
tánica de Coomassie, bandas intensas de 45 y 31 kDa. Estos resultados refieren 
que tal vez ocurra une expresión periódica de estas proteínas, es decir, que estén 

involucradas en el fenómeno de variación antigénica que experimenta el 

parásito"45. Una importante explicación de este proceso es el hecho de que se 

generen organismos con antígenos de superficie diferentes a los que poseen sus 
propios progenitores. Se ha observado que algunos antígenos localizados en la 
superficie del trofozolto sufren variación antigénica, particularmente, se ha 

reportado el reemplazamiento de un péptido de 170 kDa. por otros de 85 y 92 
kDa". La manifestación de dicho fenómeno tal vez no resulte lógica para el 

caso de proteínas del citoesqueleto pero si puede serio para aquellas que 

además de formar parte de él se encuentren expuestas en le membrana del 
protozoario. 

Inicialmente se pensó que las bandas con P.M. cercano a 110 kDa aparecían 
mucho más marcadas que las de 45-50 kDa debido a que le tubulina, pese a las 

condiciones desnatunalizentesw, habla permanecido como dímero;no obstante al 

aumentar el tiempo de ebullición y la concentración de mercaptoetanol, la banda 
de 110-115 kDa persistió, sugiriendo que se trataba de una proteína diferente. 

Teniendo en cuenta que el citoesqueleto de Giardia está constituido en su 
mayoría por tubulinas (en disco ventral y flagelos) y glardinas (en disco ventral), 

10 ng, De proteína/banda 
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se pensó que los péptidos con P.M. superior a 60 kDa que aún no han sido 

caracterizados, posiblemente procedieran de la membrana del parásito, pero que 

por encontrarse estrechamente enlazados a proteínas de citoesqueleto no fueron 

eliminados en la técnica de aislamiento; de hecho, de acuerdo a la bibliografía, 

hay polipéptidos de membrana que presentan estos pesos moleculares, incluidos 

los que se reportan para giardinas y tubulinas4fie. Para esclarecer lo anterior se 

decidió realizar una técnica de marcaje para proteínas des membrana, la cual se 

reforzarla con lo observado en las técnicas inmunocitoquímices. 

La biotinización de trofozoitos de Giardia mostró, inesperadamente, bandas 

iguales a las que aparecieron en las electroforesis de proteínas del citoesqueleto, 

contrastando notablemente los péptidos de 110-115 y 95 kDa respecto a los de 

65,45 y 31 kDa. estos resultados hicieron inferir que si hay especies de giardinas 

y tubulinas en la superficie del parásito, quizá en una concentración muy 

pequeña, o bien exteriorizando algunos determinantes antigénicos. 

Con el ensayo de inmunofiuorescenda indirecta (IFI) realizado sobre trofozoltos 

vivos se corroboró la presencia de antigenos de membrana ubicados tanto en la 

periferia del cuerpo del trofozoito como del disco ventral.). Correlacionando ésto 

con lo observado en la biotinización de proteínas de membrana puede suponerse 

que los péptidcs de 6565 y 110 kDa son aquellos que se localizan en el cuerpo 

del parásito mientras los de 45 y 31 kDa (tubulinas y °Jardines, respectivamente) 

son los que se encuentran en la periferia del disco ventral. De manera que al igual 

que como ocurre con especies de tubulinas, isotipos de giardinas diferentes a los 

que integran el citoesqueleto pueden encontrarse sobre la membrana del 

trofozoito; esto es confirmado por localización de una alfa giardina en la superficie 

del parásitosz. 

Por inmunoelectrotransferencia se puso de manifiesto la antigeniddad de algunos 

péptidos que integran el citoesqueleto de Giardia, entre éstos, los de 31 y 45 kDa 

(giardinas y tubulinas, respectivamente). El marcaje tenue de estos polipéptidos 

no refiere que su inmunogenicidad sea baja, más bien, se atribuye a la poca 

afinidad del segundo anticuerpo empleado (anti-y de ratón) hacia el primero (de 

gerbo) por proceder de especies filogenéticamente diferentes, no obstante que la 
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sensibilidad de la determinación se haya incrementado mediante una técnica de 

"doble sandwich". 

Cabe mencionar que las técnicas de biotinizaclón e inmunoelectrotransferencia se 

reportan para el caso de proteínas totales de citoesqueleto y no para las 

fracciones obtenidas por reisoelectroenfoque, debido a que en estas últimas 

difícilmente se puso de manifiesto la reacción antigeno-anticuerpo, apreciándose 

únic.amente bandas muy tenues de 95 y 110-115 kDa. Esto fue contemplado 

desde el momento en que solo dichos péptidos se hicieron visibles (por tinción 

con rojo de Ponceau's) en el papel de nitrocelulosa; a pesar de ello se consideró 

la posibilidad de que glardines y tubulinas también se hubiesen transferido pero 

en una concentración tan pequeña que no fue posible detectadas por el método 

de tinción mencionada 

Con base en los hallazgos anteriores se planteó la posibilidad de que aquellos 

antígenos inmunodominantes de membrana encontrados por Cher y coles°. en 

individuos con giardiasis correspondan propiamente a giardinas y tubulinas. 
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CONCLUSIONES 

Finalmente se llegó a las siguientes conclusiones: 

las ~Inas y tubulinas seleccionadas por isoelectroenfoque a partir de 

proleines totales del citoesqueleto de Giardia lamblia se encontraron asociadas a 
proteínas de membrana cercanas a 65, 95 y 110 kDa, obteniéndole diferentes 

especies isoeléctricas de &dinas y tubulines en un rango de pH entre 6 y 9. 

Se demostró que existen giardinas y tubulinas localizadas sobre la membrana 

del trolozoito o bien que pertenecen al citoesqueleto y por su proximidad a la 
membrana exponen determinantes antigénicos. 

Las gierdinas y tubulinas son antigénicas por lo que pueden ser equivalentes a 
los péptidos inmunodominantes previamente reportados en pacientes con 

gierdiesis. 
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PROPUESTAS 

loplemeriter una tacnica altamente selectiva pera el aislamiento de giardinas y 
tubulinas del disco ventral que permita obtenerlas libres de proteínas 

contaminantes de membrana y dtosequeleto; set mismo, utilizar una técnica de 

extracción de proteínas de dtoesqueleto que mejore el rendimiento de giardinas y 
tubulinas. Una excelente alternativa es le donación de genes que codifican pera 

astas proteína de manera que su producción y pureza puede incrementarse 

considerablemente. 

Esclarecer qué especies de giardines y tubulinas se encuentran expuestas en 
la membrana del parásito o bien, cuales son los *pita% que exteriorizan 

Estudiar si las *Mines y tubulinas intervienen en fama importante en el 

mecanismo de adherencia del protozoario, y si lo hacen, evaluar la respuesta de 
anticuerpos específicos de la clase IgA, los cuales al interecdoner con estas 

proteinas son capaces de bloquear la adherencia del trofozolto al epitelio 

duodenal 
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