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RESUMEN

Considerando que el disco ventral de Giardia lamblia participa de manera
importante en el mecanismo de patogenicidad del pardsito, el presente trabajo
tuvo por objeto la obtencién de las proteinas que lo integran, fundementaimente
'amdinn y tubulinas, y el dnalisis de su antigenicidad. Para ello se lisvé al cabo
ol aislamiento de proteinas totales de citoesqueleto por el méiodo de Holberton y
Ward", a partir de las cuales se seleccionaron las proteinas de Interés mediante
separacion - isoeléctrica y electroforética. Con las diferentes fracciones
iaoolectfoenfocadas de giardinas y tubulinas se inmunizaron gerbos (Meriones
unguiculatus) y se demostr6 que los  anticuerpos reoonocieron
predominantemente los polipéptidos de peso malecular mayor y en menor grado a
las oiardlm y a las-tubulinas. E| marcaje con biotina de las proteinas de
membrana revelé que los antigenos de elevado peso molecular se encuentran
expuestos en la superficie del parasito de igual manera que las giardinas y las
tubulinas, pero en concentraciébn pequefia o bien, exteriorizando aigunos
. @pitopos. u técnica de inmunofluorescencia indirecta corroboré lo anterior al
poner de manifiesto el reconocimiento de anticuerpos anti-fracciones proteicas del
citoosquéloto‘hach antigenos somaticos y de la periferia del disco ventral. Con

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

tubulinas que ademds de constituir e} disco ventral de Giardia lambiia se localizan
extrinsecamente en la membrana del trofoiolto. ‘pm io que pudieran participar
activamente en el proceso de adherencia del pardsito a la mucosa duodenal del
huésped.



INTRODUCCION

A pesar de los avances en el desarrolio econdmico, de las espectativas de vida y
de diversos programas de salud, las enfermedades producidas por pardsitos
siguen siendo un gran problema de salud en América Latina. La giardiasis o
lambliasis en nuestro pais presenta caracteristicas endémicas que obedecen en
gran medida a las condiciones medicambientales o socioscondmicas, estado
nutricional, hibitos higiénicos y de manera especial a factores relacionados con el
pardsito y la dinamica de su tranemision. Giardia lamblia es el agente causal de
esta enfermedad y es considerado como uno de los eucariontes evolutivamente
més primitivos capaz de desarrollar procesos de adaptacion muy eficientes que le
permiten coexistir con su huésped, de tal manera que en funcién de esta relacién
huésped-parieito, la enfermedad puede ser asintomética en algunos individuos o
bien manifestar cuadros agudos y crénicos asociados a episodios diarreicos y
sindrome de malsbeorcion intestinel.

La asociacion de la giardiasis con alteraciones importantes en el desarrolio
nutricional del nifio en etapa preescolar, asi como la ineficacia de métodos para el
diagndstico y tratamiento de esta infeccion, son aigunos de los factores que han
propiciado una ardua labor de investigacion en las dos Gitimaa decadas. Entre las
aportaciones més relevantes de esios estudios esté el conocimiento de antigenos
de membrana y citoeaqueleto del pardsito destacando entre estos Ultimos
aquellos que constituyen el disco ventral, Se sabe que gran parte de los
antigenos de membrana y algunas especies de tubulinas son antigénicas, pero no
se sabe con certeza si las giardings y tubulinas del disco ventral de Glardia
también lo sean. La importancia de estas proteinas radica en su posible
participacion en el fenomeno de adherencia del protozoario, y al ser
inmunogénicas si son capaces de conferir proteccion.
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GENERALIDADES

La giardiasis es una enfermedad de distribucién cosmopolita y es considerada en
aflos recientes como una Causa importante de diarrea’. E! agente etiolégico es
un protozoario entérico flagelado llamado Giardia lambkia cuyo término rinde
homenaje a dos cientificos europeos del siglo XIX que se dedicaron a su estudio:
ol francés Alfred Giard y el checoslovaco Vilem Lambi*.

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

trofozoito que es patogena. El trofozoito tiene forma de pera, mide de 9 a 21 u de
largo por 52 15 p de ancho y 2 a 4 p de espesor, es redondeado en su porcion
anterior y aflado en la posterior. La superficie dorsal es convexa y tres cuartas
partes de la superficie ventral anterior estdn ocupadas por un disco adhesivo
concavo el cual semeja a una ventosa que sirve de anciaje al organismo’
(fgura 1). Los dos nucleos situados uno a cada lado de la linea media en ia

, uolén.nhrbrmovoiduyconﬂomnuncaﬁmmmformoporuna'

masa densa de cromatina; ia membrana nuclear estéd parcialmente cubierta con
ribosomas*’. A partir de cuatro pares de blefaroplastos (kinetosomas o cuerpos
basales) localizados entre los nicieos a ambos lados de la linea media se
originan cuatro pares de axonemas (intracitoplasméticos) los que dan lugar a los
flagelos y éetos se designan de acuerdo a su disposicion: anterior, posterior,
ventral y caudal®®. E! trofozoito tiene también otras estructuras:

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 microtibulos que acompafian a los axonemas caudales
en su posicion ventral y dorsal (figura 2).
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¢) estructuras citoplasméticas como ribosomas, grénulos de glucdgeno, reticulo
endopléamico rugoso, vacuolas lisosomales distribuidas a lo largo de s
superficie veniral y dorsal con actividad de hidrolasa, entra éstas: foefatasa
dcide, DNAssa, RNAasa, proteinas tiol dependiemtes(cisteina) y tiol
independientss. No se han identificado mitocondrias, peroxisomes, reticulo
endopidemico liso ni nucieoios” ', Probablemsnte el aparato de Golgi si esté
presents en ol tolozoito debido @ que se ha demostrado un transporte
organizado de proteinas hacia los lisosomas y superiicie del protozoario.

Fig. t. m parspectiva del disca ventral, visto por detriis de (a membrana dorssl. Axonemas,
anteriorn(As), veniral(Av), posteroladeral(Ap). Membrana ventral(mv). Microtdbulos que rodean a los
axonemas caudales(1-4). Cusrmpo medio(cm), flagelo ventral(fv). Fuents: Holberton D.V. (1973)



Fig 2. Ukrasstruchra del trofozoito de Glerdia lambiia .A) Vista ventral. Kinetosomasik),
ucleoa(n), axonemes(s), funis(fn), dieco ventrai(dv), flagelo ventral(fv), grieta ventrocaudai(gvc),
vacuoies -digestivas(vd), flanco ventrolaterai(ivi), flagelo caudak(fcl). B) Vista dorsal. Placas
marginales(pm), Ragelos: anterior(fs), posterior(fp), caudakfc) y ventral(tv). Fusnts; Kreister JP
(1972), Fesly DE (1962).

El quiste es ovoide y mide de 8 a 12 1 de largo por 7 a 10 de ancho, estd envuelto
por una pared quistica integrada por una capa externa filamentosa y una interna
membranosa. Contiene en su interior vecudlaa. ribosomas, axonemas flagelares,
funis y cuerpos parabasales®'’,
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Ciclo de vida. La forma infectiva es el quiste maduro que debe ser ingerido por via
oral. Una vez que el quiste llega al estomago, se inicla el proceso de
desenquistamiento que concluye en el duodeno;, durante dicho proceso un
trofozolto tetranucleado se mueve dentro del quiste lo rompe por su parte posterior
y sale. Al quedar iibre, su citoplasma se divide mediante fision binaria longitudinal,
llevandose a cabo la distribucién de nicleos, axonemas y estructuras que formaran
el disco ventral, y finalmente, por citocinesis resuitaran dos trofozoitos hijos.
(figura 3).

Fig. 3 Division de trofozoites de Giardia Jamblia mediante fision binaria longitudinal. Microscopia de
contraste de fases (100 x). Fuente: Lab. de inv. en Parasitologia. Hosp, Infantil de México.

Debido al rapido movirhiento de sus fiagelos, el trofozoito se desplaza activamente
de un lugar a otro y cuando aplica su disco ventral sobre el epitelic duodenal se
fijia firmemente a éste; simultdneamente ocurre la division nuclear y celuiar que
generara otros dos trofozoitos y asi sucesivamente. Algunos de ellos permanecen
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adheridos a las microvellosidades y otros son arrastrados por el transito intestinal,
Al llegar a Ia parte media a baja del yeyuno se produce el onquhhmbnto{ sin
embargo en ocasiones no se logra, particularmente cuando ef peristaltismo estd
acelerado. Durante @l 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 fos nucleos se dividen®'"",

Disco ventral y mecanismo de adkerencia. E) sitio de adherencia del trofozoito
a la mucosa intestinal de! huésped es el disco ventral. Esta estructura estd
constituida bésicamente de microtubulos situados en posicién adyacente a la
membrana plasmidtica y perpendicularmente a ellos emergen las microtiras hacla
ol interior del citoplasma. Estas dltimas estén interconectadas por puentes
cruzados y consideréindose que dichos puentes le dan rigidez al disco,
contribuyen @ una de sus principales funciones como parte del citoesqueleto dei
parisito (figura 4). Estudios de microscopia electrénica muestran la disposicién de
- |ms microtiras enrolladas concéntricamente a manera de espiral hacia un centro
comin, su origen es de la orilla mas externa del disco terminando en un punto
distal sobre | margen intemo' (figura 5).

E) componente principal de los microtibulos es la tubulina, heterodimero de 110 a
120 KDs. en promedio, formado por dos monomeros del mismo peso molecular
{ 55 KDa. ), alfa y beta tubulina'®. La tubulina que integra los diferentes organelos
microtubulares de citoesqueleto (flagelos, disco, cuerpo medio y fdnls) no as la
misma para cada uno de ellos sino que difiere en la composicion de algunos
aminodcidos, o bien, en algunas especies se han generado otros por modificacién
de cadenas laterales (reaccionas de glicosilacion, fosforilacion,etc); de ahi 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 56 y 5.75 Las
microtiras se componen de giardinas que son un grupo de proteinas 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, ia que le confiere una estructura terciaria de tipo
helicoidal elongada'. Se ha sugerido que las giardinas se presentan en ias
' microtiras en una concentracion superior al 40% y copolimerizan con la tubulina
on forma laminar en una relacidn de 2 a 3 moléculas de giardinas por cada dimero
de tubulina, incluyéndose su interaccion con otras proteinas como las MAP's
(proteinas asociadas a microtibulos). Sin embargo mediante inmunocitoquimica
con anticuerpos antitubulina y antigiardina se pone de manifiesto que la tubulina
se localiza solamente en los microtibulos pero no en las microtiras y se muestran
anticuerpos antigiardina enlazados claramente a las orilas de las microtiras,
extendiéndose de la superficie citoplasmética ai microtibulo  basal.
Probablemente |a Interaccion giardina-tubulina es tal que la cara externa de la
microtira corresponde a la superficie intema del microtibulo"”. '
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1. MICROTIRAS

2. PUENTES CRUZADOS

3, MICROTUBULOS

Fig.4. A) Fotografia en microscopio de transmision electronica de un trofozoito de Giardia iamblia -
intacto en seccion transversal, Se obsarvan: flagelos(f), nicleos(n) y disco ventral(d). En el cuadro
superior lzquierdo s muesiran estructuras del disco ventral fijadas con dcido tdnico:
microtiras(mr), microtibulos(mt) y puentes cruzados (c). B) Esquema que enfatiza ias principaies
estructuras del disco ventral. Fuente: Crossiey R. (1993).
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Fig. 8. Microtiras del disco ventral enrolladas concéntricamente a manera de espiral hacia un
centro comun. Fuente: Holberton DV. (1981).

La funcion del disco en el mecanismo de adherencia no es ciara, para explicarlo
se han propuesto diferentes modeios: B

"o Flexibilided de las orillas del disco ventral donde se han iocalizado proteinas
contréctiles: actina, aifa actinina, miosina y tropomiosina. Por “microscopia
electrénica se observa como Ias orilias del-disco ventral Intordlgltan_éon las
microveliosidades de la célula huésped y las deforma dejando una imagen en
espejo de estas orillas sobre los microveilos™. '

o Fuerza de succion generada por el movimiento sincrénico sinusoidal de! flagelo
ventral, e! cual induce a un fuerte flujo de fluidos a través de los canales
laterales y la grieta ventrocaudal. Dicho flujo resuita en una progresiva
acumulacion de fuerza viscosa la cual es maxima cerca del portal, en la
‘garganta’ de la grieta ventrocaudal, lo que indica que‘la'fuerza de succién .
alcanza un valor maximo en este sitio, dicha fuerza es comunicada

hidrostaticamente a través del portal a la cdmara ventral®"® (figura 6).
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¢ Interacciones mediadas por receptor. Se demostré que trofozoitos de Giardia
lamblia cepa P-1 se adhieren a eritrocitos de conejo mediante una lectina
asocisda @ membrana con afinided especifica hacia residuos glucosil y
manosil; si bien es cierto que los primeros no estin presentes sobre ias células
de epitelio intestinal humano, los residuos D-manosil si lo estdn y pueden servir
como posibles sitios receptores para dicha lectina, ademds éstos se
encuentran principaimente en células pobremente diferenciadas ( inmaduras )
de las criptas de Lieberkum, que son producto de recambio celular
incrementado a este nivel por la pmoncld del pardsito. Quizé emiloctina
participe de manera complementaria en la adherencia mediada por el disco
ventral y que incluso contribuya @ un dafto funcional y/o morfolégico en el
intestino deigado de algunos pacientes con giardiasis, semejante a lo que
ocasionan aigunas lectinas vegetales en intestino deigado de mamiferos™.
o Posiblemente la carga idnica localizada en la superficie del btrofozoito de
Giardia lambkia esté involucrada en la adhesion a céiulas epiteliales de
inestino deigado. Sin embargo poco se sabe sobre la estructura de la
superficie celular de este protozoario; andllsis citoquimicos -ponen - de
“manifiesto una prominente cubierta superficial que se tile con colorantes
~ catibnicos tales como rojo de rutenio y feritina catidnica, sugiriendo la
. existencia de una carga negativa compieta la cual también es demostrada por
electroforesis celular’', ‘ S
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Fig 8. Adherencia del trofozoito de Glardka lambila. E! movimiento sinusoidal del flageio ventral
 Induce un fyjo de fluidos & través del canal ateral(LC) y 1a grieta ventroceudsi(VcG, flechas
largas). La fuerza de succion generada por este fiujo es transmitida a través del portal(P) haclia

" ia cmars{VC) del disco adhesivo(fiechas pequefias). A) Las Areas sombreadas indican el

contacto de adhesion de Giardia con ef susirato. Fuente: Kreister JP. (1972), Holberton DV. )

(1973).
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El mecanismo de adherencia depende del metabolismo activo y es inhibido por
oxigeno, temperatura y concentraciones de cisteina reducidas®®’, asi como
agentes farmacolégicos. Se cree que los benzimidazoles interaccionan con la
beta tubulina del disco, pero no ia que se encuentra en flageios lo que sugiere
que esla ultima no posee el sitio de eniace para benzimidazoies y es una
evidencia més de ques ol disco y los flagelos contienen distintas tubulinas, lo que
demuestra también que el movimiento flagelar no es suficiente para que la giardia
se adhiera”’.

Epidemiologia. La giardiasis es de distribucion cosmopolita con cifras de
frecuencia muy veriable dependiendo, principaimente, de las condiciones
sanitarias y e} nivel educativo de cada region. En climas cdiidos su prevalancia es
mayor, no obstante, se han sucitado epidemias en regiones montafiosas de clima
frio, transmitidas por agua que ha sido purificada por un sistema inadecuado. La
Infeccién es mée frecuente en edades pediétricas que en el adullo; se puede
presentar desde ia lactancia pero tiene sus picos méximos de prevalencia en los
preescoiares y escolares. El mecanismo de transmision més comun es a través de
sgua y alimentos contaminados con quistes. Se da también por transmision
interpersonal en grupos con mala higiene fecal-oral, como niflos poqueﬂoé 'gn '
‘guarderias, homosexuaies masculinos sexualmente activos y personas en
instituciones de custadia. Algunos animales salvajes infectados, castores y
animales domésticos también pueden ser portadores de la infeccion”"*.

Patogenia. L.os mecanisnios por los cuales Giardia lamblia ejerce su accion

patoégena pueden ser explicados por las sigulemes teorias®*®;

"« Obstruccién mecénica. Ocasionada por una cantidad masiva de parasitos que
‘recubren la mucosa intestinal provocando mala absorcion.

« Daflo a la mucosa. Los trofozoltos al adherirse al epitelio intestinal acortan las
microvellosidades lo que resulta en irritacion de la mucosa causando una
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produccién excesiva de moco, aiteracidn en el proceso de maduracion de las
chiulas, asi como disminucion en la actividad de disacaridasas y otras enzimas
presantes en el borde en cepillo de las céiulas epitelisles. También se
presentan focos inflamatorios en las criptas y lémina propia. Con muy poca
frecuencia se han encontrado escasos parisitos en el Interior de las células de
la mucosa, bases de criptas y submucosa,

Interaccion pardsito-huésped. Existe una competencia por nutrientes entre el
flagelado y la mucosa inestinal, los Cuales son necesarios tanto para la funcion
celular epitelial como para e metabolismo del protozoario. Aigunos sindromes
de deficiencias inmunitarias se han relacionado con la giardiasis, como es el
caso de la hipogammagiobulinemia, particularmente de las clases lgA e igM.
Otros factores que influyen son: la hipoclorhidria, malabsorcion de lactosa y
malnutricién. '

Proliferacion de bacterias. Giardia lambkia favorece la colonizacion del duodeno
por bacterias lo que tras como consecuencia desconjugacién de sales bmaros

o provocando melebeorcion de grases.
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Inmunologia. La importancia de la participacion del sistema inmune del huésped
so vo refiejada en la elevada susceptibilidad a |a giardiasis que presentan
individuos con inmunodeficiencias o mainutricion, por otro lado a la baja
incidencia de |a enfermedad en sujetos expuestos repetidamente a Giardia lamblia
y en nifios Cuyas madres han sido infectadas por el pardsito'® %',

Se ha demostrado que los principales mecanismos inmunologicos del huésped
que contribuyen a la erradicacion del pardsito son:. fagocitosis, citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos(CCDA) y fijacion de complemento™, en los
cuales participan ambos tipos de respuesta, humoral y celular, Los estudios que
dieron a conocer lo anterior fueron, en su mayorla, realizados *in vitro”, de manera
que para inferir como se manifiestan estos procesos a nivel duodenal es
necesario estudiar el ambiente inmunolégico de dicha regidn (figura 7).

El tejido linfoide del intestino constituye el 25% de ia mucosa del mismo y esta
Intagrado por™®*:
1. Placas de‘Peye‘r: agrupacion organizada de foliculos linfoides no encapsulados

que se encuentran separados del contenido luminal por células epiteliales
membranosas llamadas ‘células M", que carecen de microvelios sobre su

superficie, son pinociticas y transportan macromoléculas y material particulado

del lumen intestinal a ias placas de Peyer.

2. Células linfoides de |a Iemina propia: linfocitos B, T, células plasméticas,
mécrbfagos, mastocitos y eosinofilos,

3. Linfocitos intraepiteliales.

4. Nédulos linfoides mesentéricos.



16

S 1% B LYMPNOCY T
Lamina prootia  Guanay aus gy V'.vmvvg
XY mase CELLS | Lawa

MACROPHAGE S PROPRIL
MASY CELLS

e

f

) ,4;1 - EOSOPHIL S
mrisiwa, 1 @
AL @
uus g A
o ~ N o
~0 . @] wIRAERTHELIAL
T LYNPHOCITES
[3ng ‘.
¢
¢

Fig. 7. A. Diagrama macroscopico de {8 mucosa duodenal . B. Secciin ransversal de un vello del
intestino deigado e cuat muestra sus células constitiyentes C. Superficie del epitelio a nivel de
14mina propia que enmarca |a posicion de las chiules "M" como pusria de entreda para que e
antigenc Hegue a las placas de Peyer. Fuente: Sircus SW (1983), Shorter RG. (1985).



17

El procesamiento de antigenos y los eventos celulares iniciales de la respuesta
inmune ocurren en las placas de Peyer. Estudios “in vitro” que evaluan la
respuesta de dichas placas a la infeccion por G. muris revelan que en ratones
infectados el numero de leucocitos fué mas del doble entre el séptimo y décimo
dia postinoculacion de quistes, observandose que las proporciones de las celulas
T cooperadoras y supresoras no variaron, no asi en las céiulas B, pues las
productoras de igM répidamente proliferaron alcanzando un méximo al séptimo
dia y las igA Hegaron a niveles méximos ontre el onceavo y catorceavo dia
postinoculacion; subsecuentemente las células productoras de IgM llegaron en
forma gradual a niveles basales mientras que las productoras de IgA
permanecieron elevadas. Transcurridas cinco semanas ambas células B se
encontraron en niveles normales’' .

Se ha demostrado que los macrofagos fagocitan en forma esponténea al
pardsito™. Algunos autores seflalan que los granulocitos sblo lo hacen en
presencia de anticuerpos, es decir, su participacion 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 participacion de
otras inmunoglobulinas como igM e igA™.

La destruccion del pardsito via fijacion de complemento, puede llevarse a cabo
por via clisica o alterna. En la primera participan IgG e igM y de manera
importante los factores C,, C, y C,; 88 encontré que en suero de Individuos no

infectados deficientes de C, y C, la lisis de los trofozoitos disminuy6 un 36y 46%

respectivamente mientras que |a deplecién de C, anuld ei efecto litico. En ia via
alterna destaca la participacion de B, debido a que en suero humano depietado

de éste y deficiente de C; no ocurri6 |a lisis. En la presencia de C, la destruccién -

del parasito se da en un 56% pero aunado a C, aumenta a 98%"",

Pésiblomsnte la funcién principal de la IgA en el limen intestinal sea bloquear la

29,30,39

adherencia del trofozoito al epitelio y quizad participe en fijacion de

complemento por via alterna.
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Se han realizado tres planteamientos respecto a la interaccién que ocurre entre el
parasito y las células inmunes del huésped a nivel duodenal:

Los antigenos a través de las células M, llegan a placas de Peyer en donde
son procesados por células presentadoras de antigeno mostréndolo al linfocito
T, el que por medio de linfacinas activa otras células, como las células B y
citotéxicas que participan en CCDA. Tal vez dichos antigenos sean productos
de excrecion y secrecion del pardsito” debido a que es imposible que el
trofozoito penetre la chiuia M(figura 8).

Los trofozoitos de G. lambiia quizd sean capaces de penetrar por diapédesis
células epitelisles a nivel de sitios de descamacion después de lo cual se
enfrentan a célules del sistema inmune*'. Por otra parte se ha demostrado que
productos de lisis del pardsito son quimiotécticos para neutréfilos y
macréfagos lo que potencia la respuesta inmune local * (figura 9).

Se ha observado que linfocitos intraepiteliales salen a) lumen intestinal y son
capaces de adherirse a la superficie dorsal del parésito”; se desconoce su
naturaleza pero un dato importante es que pudiera tratarse de un linfocito T
cltotéxico que interaccionara con la lectina del parisito™(figura 10).
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Fig. 8. Trofozoito de Giardia murls (G) adherido a los microvelios de las células epiteliaies. Notese

la presencia de células "M" cuya superficie no presenta vellos, asi como ia imagen “en espejo” del
disco adhesivo (flacha) (x 4,109). Fuente: Owen RL. (1979).

Fig. 9. Trofozoito de Giardia mur's que se introduce por diapedesis en el surco de la mucosa
situado ateralmente a un velio intestinal (x 5,282).Fuente: Owen RL. (1979).
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Fig. 10 .Dos trofozoitos de Giardia (G) en seccién sagital y un linfocito pequedo (L) sobre el borde
de los microvellos de células epiteiiales (C). Disco adhesivo (D), flanco citoplasmatico (F) (x
7.421). En el cuadro Inferior derecho un iinfocito se encuentra adherido a la superficie dorsal del
pardsito (x 7,200). Fuente: Owen RL. (1976).
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La participacion en forma masiva de todas las células involucradas en ia
respuesta inmune a nivel duodenal es la responsable del proceso inflamatorio que
presentan individuos con giardiasis

Cuadro clinice. La manifestacion clinica de la giardiasis puede variar desde una
infeccion asintomdltica hasta una diarrea cronica con malabeorcion, o cual se
atribuye a factores del huésped (estado nutricional y/o inmunolégico) y a la
patogenicidad del pardeito (tipo de cepa y ciertos antigenos de superficie), piiede
durar dias 0 incluso meses. El periodo de incubacion dura en promedio de una a
dos semanas. Duante la etapa aguda las evacuaciones son diarréicas,
explosivas, acuosas, grasosas, de olor fétido , amarillas con moco; cursando el
pacients con disteneion abdominal, néusea, vomito o disminucion del apetito,
pérdida de peso, retraso en el crecimiento corporal y en aigunos casos fiebre y '
cefalea, En la fase cronica se encuentran los sintomas exacerbados ademas de
miaigias y cuadros alérgicos. Las manifestaciones extraintestinales son muy raras
pero cuando ocurren tienen complicaciones de tipo inmunoldgico como urticaria
con eosinofika, y rash eritematoso, entre otros®.

Diagndstico. Suele hacerse mediante examen microscopico con el hallazgo de

quistes en lss heces formadas obtenidos por métodos coproparasitoscdpicos

(CPS) de concentracién en serie de tres 0 mds, empleando sulfato de zinc o

formalina-$ter. Cuando las evacuaciones son liquidas, es recomendable realizar

4n frotis en fresco para la bisqueda de trofozoltos, El diagndstico de giardiasis en-
pacientes con diarea cronica que muestran andlisis CPS negativos puede ser

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

gelatina de Bqal 0 por aspiracion duodenal; en casos extremos la biopsia puede
ser necesaria. Existen otras técnicas de gran sensibilidad y especificidad como
son: ELISA, inmunofiuorescencia y contrainmunoelectroforesis, por medio de las
cuales es posible detectar antigenos de Giardia en heces utilizando anticuerpos
totales o monoespecificos***.
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Tratamiento. Los agentes efectivos para el tratamiento de pacientes con

giardiasis son”'"":

» Quinacrina. E! mecanismo de accién posiblemente es debido a su efecto sobre
componentes de la respiracion de! pardsito como la flavoproteina y quinona.
Algunos de los efectos colaterales en el paciente incluyen vomito, cefalea,
transtornos intestinales, coloracién amarilla de piel, rara vez psicosis toxica de
excitacion o depresion. ‘

o Metronidazol. Se ha propuesto una interaccion con el DNA del pardsito asi
como de las enzimas involucradas en la respiracién del mismo, es mutagénico
en bacterias y carcindgeno en ratones a dosis elevadas y por periodos
prolongados; de manera ocasional, en el paciente puede provocar cefalea,
ndusea, vértigo, diarrea, sabor metdlico, etc.

o Furazolidona. Probablemente actia por inhibicion de la respiracion anaerébica
del protozoario. Las reacciones secundarias son: nduseas, fiebre, diarrea y
vomito. .

"o Mebendazol. Se cree que su interaccion es a nivel de beta-tubulina

particularmente, microtubulos del disco ventral, evitando con ello la adherencia
del pnrésito.- Los efectos secundarios en dosis elevadas incluyen reacciones
alérgicas, alopecia y neutropenia reversible. Se han observado efectos
embriotoxicos y teratogénicos en ratas prefadas.
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JUSTIFICACION

La giardiasis es una enfermedad de gran importancia epidemiolégica debido asu ~ ~

olevada prevalencia en la poblacion infantil y es provocada por el flagelado G.
lamblia’*"°, Este protozoario se adhiere a las microveliosidades de las células
epiteliales de la mucosa intestinal por medio de una eetructura denominada disco
ventral o adhesivo, originando una serie de alteraciones morfoflsiolégicas que
treen como consecuencia un sindrome de malabsorcion, que a su vez retarda el
crecimiento y desarrollo del huésped"'""*. Por tal motivo en afios recientes el
esiudio del disco ventral se ha convertido en un tema de investigacion de gran
relevancia. Cabe sefialar que dicha estructura conatituye la parte medular del
cilossqueleto de Giardia lamblia y que se integra predominantemente por
giardinas y tubulinas, proteinas que se encuentran distribuidas en todo el disco
formando parte de microtiras y microtubulos respectivamente'*'®.

El hallazgo de especies de tubulinas diferentes a las de citoesqueleto, sobre la
membrana del pardsito*, constituye un dato de particular importancia debido a -
que correlacions perfectamente con los antigenos inmunodominantes de 54 y 58
kDa encontrados por Char y cqls."' en individuos con glardiasis, esto puede
adjudicarse a la posicion adyacente que guarden los microtibulos respecto a la
membrana de! pardsito. También se ha reportado la existencia de proteinas
antigénicas con pesos moleculares iguales a los de aigunas especies de
glardinas, sin embargo se desconoce si corresponden a las mismas proteinas que
han sido localizadas en la superficie del flagelado****',

Bajo esta premisa surgié el interés de esclarecer si existen especies
inmunodominantes de giardinas y tubulinas que ademas de integrar el
citoesqueleto de Giardia estén situadas en la membrana del pardsito. Este estudio
tiene una importacia trascendental debido a que las giardinas y tubulinas
pudieran ser proteinas serodiagndsticamente (tiles para pacientes con giardiasis
y ‘desde el punto de vista profilactico, emplearse como vacunas para que
anticuerpos especificos producidos contra las mismas blogueen la adherencia del
parésito al epitelio duodenal, impidiendo asi que la enfermedad se manifieste.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las giardines y tubulinas son proteinas consitituyentes del disco ventral de
Giardia lambiia con posible actividsd antigénica®®, por lo que tal vez confieran
una respuesta inmune protectora en individuos infectados por este parasito, Son
varias las proteinas incluidas en este grupo’®", por lo que algunos investigadores
se han ineresado en seperarias y ver cuales son las proteinas que
especificamente son antigénicas. Para ello se ha descrito un método de
separacion de proteinas por cromatografia en ﬂmnciqi_\ en gei'*"® con resultados
no muy slentadores, por {0 que se propone el sustituir esta técnica por ia de

isoslectroenfoque en rotofor con la finalidad de bbtqnor giardinas y tubulinas con

mayor eelectividad y resolucion. Una vez identificadas, se pretende analizar su

 inmunogenicidad y localizacién en ef trofozoito de Giardia.
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OBJETIVOS

o Seleccionar giardinas y tubulinas a partir de proteinas totales del citoesqueleto
. de Giardia lamblia en funcion de su punto isoeléctrico y peso molecular,

o Oblener diferentes variantes isoeléctricas de giardinas y tubulinas mediante -

isoslectrosnfoque en rotofor.

o Estudiar la antigenicidad de ias diversas especies de giardinas y tubulinas
obienidas.

HIPOTESIS

o Las glardines y tubulines que integran el citoesqueleto de Giardia lamblia
puodonwd.edomdu»nwﬂrdopmh!mhubododh«quohtocon‘

bmo'nmm,dopunto isoeléctrico y peso molecular.

o Se obhndtln anticuerpos dirigidos contra giardinas y tubulinas capaces de
reconocer dichas proteinas sobre la membrana del trofozoito.



MATERIAL BIOLOGICO

gerbos con pesode 20 a 60 g
trofozoitos de Giardia lamblia cepa Portland-1

MATERIAL

tubos Faiconde 15y 50 ml
micropipetas Gilson de .10. 100, 1000 pl
centricones Amicon-30 CF-25
tubos Eppendorf

jeringa Robbins de 25 pl

jeringas desechables de 1,3y 5ml
tubos de ensaye de 13 x 100
vasos de precipitado

matraces volumétricos

botella para cultivo de giardias.

EQUIPO .
centrifuga Sorvail-RT600B-Dupon LKB
ultracentrifuga TL-100 Beckman
rotofor ™ preparativo BIO-RAD

 espectrofotémetro U:V: DU 640 Beckman
 fuente de poder LKB ‘
‘chmara de electroforesis Mini Protean |l BIO-RAD

camara de transferencia TE 22 Mini Trasphor Hoefer
potenciometro 12 pH/ ISE Meter Beckman
nicrooontrlfu'da Nanofuge Hoefer

26
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vortex Fisher Scientific Genle 2

reciclador Multitemp | LKB

o microscopio de contraste de fases BH-2 Olimpus
o belanza analitica Mettier AE 163

¢ autoclave Medi-Lab

o ostufade CO; .

o potenciémetro 12 pHASE Meter Beckman

o microcentrifuga Nanofuge Hoefer

REACTIVOS Y SOLUCIONES

o iphibidores enzimdticos: p-hidroximercuril cido benzoico (PHMB) y fluoruro de
feniimetil sulfonilo (PMSF)

o amortiguador de fosfatos salino (PBS )

o amortiguador de fostatos salino + tween 20 (PBST)

o soluciéon TEDAMP ( Tris-HC! 10 mM, EDTA 2mM, ditiotreitol 2 mM, ATP 1 mM,
MgSO, 2 mM, KCI 150 mM ) pH final 7.8

o solucion TEDAMP + 0.5% de tritén X-100

o dodecilsulfato de sodio (SDS) al 1.5y 10%

anfolinas LKB conpHde 6 a8y de 3 a 10

acrilamida-bisacrilemida al 30%

o solucion Trie-HCI pH 6.8

solucién Tris-HCI pH 8.8

N,N.N,N-tetrametiletilendiamina ( TEMED)

o persulfato al 10%

solucion tefidora para geles (azul de Coomassie/écido acético/ metanol)

solucion decolorante (dcidoacético/metanci)

amortiguador para electroforesis (Tris/SDS/glicina)

o amortiguador de Towbin (Tris/glicina/metanol)
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o kit para inmunotransferencia @ inmunocitoquimica (anti-lgG biotinilado de raton,
complejo estreptavidina-peroxidesa de rébano, peroxido de hidrégeno al 3% y
4-cloro-1-nafiol) SIGMA

o solucidn diamino de plata ( NeOH al 36%, NHOH al 35% y AGNO; al 20%)

o solucion reductora (écido citrico al 1% y formaldehido al 36%

o solucion fijadora (écido tricloroacético al 20%)

o matanol ol 50% R

e solucién de dcido citrico al 10% y metanol ol 45%

o anti-igG fluoresceinado de ratén SIGMA

‘o_tiras reactivas de pH con rango de 0-14 y de 5-10 MERCK



METODOLOGIA

Obtencion de proteinas del citoesqueleto.

Cultivar los trofozoitos de Giardia famblia cepa Portland-1 axénicamente a 37°C
on medio TYI-S-33 suplementado con bilis™™ A las 72 hrs cosechar
aproximadaments 1 x 10° organismos/mi por centrifugacion a 1500 x g, 30 min y
laver tres veces con PBS pH 7.4; en seguida adicionar una mezcla de inhibidores
enziméticos, PHB (p-hidroximercuril dcido benzoico) y PMSF (fluoruro de
feniimetil sulfoniio). Ruunpondor los trofozoitos en 2 mi de solucion TEDAMP,
agitar vigorosamente en virex durante 2 min. Tomar una muestra de esta
suspension para obeervar @l microscopio de contraste de fases los
citossqueletones aielados. Si los trofozoitos atin permanecen Integros, prolongar
ol tiempo de incubacion de éstos en TEDAMP+tritén hasta corroborar por
microscopia la presencia de citossqueietones libres de membrana; sélo después
de ello centrifugar & 22,000 rpm. 15 min 8 4°C. Lavar la pastilla 2 veces con
TEDAMP libre de tritdn y centrifugar bajo las condiciones ya mencionadas.
Solubllizar ia pestilia con 2 mi de SDS al 1.5% sometiéndo a ebullicién durante 8
_min y centrifugar a 35,000 rpm. durante 1 hr a 4°C.

Separacion de las proteinas por isoclectroenfoque.

Adicionar anfolinas ol 2% a las proteinas del citossqueleto presentes en el -
sobrenadante de la Uitime centrifugacién para eatablecer un intervalo de pH de 3
@ 10 y llevarias a un volumen de 50 mi. Colocar dicha mezcla en el rotofor en
condiciones de 12 watts, voltaje y milampersje abierto. Se deja transcurrir el
tiempo necesario para que la lectura llegue a un valor constante (4 hrs
aproximadaments) de manera que se establezca el gradiente de pH y las
proteinas se electroenfoquen de acuerdo a su punto isoeléctrico. Determinar el
pH de las 20 fracciones obtenidas y la concentracién 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 ul y determinar nuevamente ia
concentracion 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 (a
concentracion de las fracciones obtenidas antes y después de ser pasadas por
centricones.

Esquema de inmunizacién

Seleccionar 72 gerbos(Meriones unguiculatus)” machos y hembras cuyo peso
fluctie entre 25 y 50 g, distribuidos 'aleatoﬂmnh en 18 lotes de 4 animales
cada uno (9 lotes de gerbos machos y 9 de gerbos hembras); confirmar en sus
heces 1a ausencia de parésitos por medio de un coproparasitoscipico seriado
realizado por of método de Faust. Inmunizar cads animal por via intraperitoneal
con 20 g de fraccién proteica de reisosiectrosnfoque en 1004 de solucion salina
mezclada con adyuvante compieto de Freund en proporcién 1:1. El grupo controt
negativo se forma con dos animales a jos cuales no se les administra antigeno.

Aplicar 5 refuerzos con intervalos de 20 dias en promedio y sangrar a los.

nnimaln‘ 30 dias postinoculacion por via intracardiaca; separar el suero y
_ almacenario a -10°C.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Lievar a cabo la electroforesis por el método de Laemmii®, empleando un gel
acomodador de acrilamida al 4% y un separador del 10% . Mezclar 124l de cada
una de las fracciones proteicas desaladas y concontradas con 3 yl de solucion
amortiguadora para tratamiento de muestra 5x, y colocar a ebullicion 5 minutos.
Las condiciones de corrimiento fueron 120 voits y 35 mA durants 90 minutos.

* siu membrana retiene moléculas con P.M. de 30 kDa. en adelante
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Tefir los geles con azul de Coomassie R-250 al 0.1% durante una hora,
dejéndolos por 24 hrs en una mezcia metanal-dcido acético 40/7 v/v, Para realizar
la tincion argéntica®™ colocar el gel en una solucion fijadora de dcido
tricloroacético al 20% por 2 hrs. Lavar dos veces con metanol al 50% 30 minutos
con agitacién y otras dos con agua 20 minutos para rehidratar el gel y remover el
metanol. Adicionar al gel la solucion diamino de plata recién preparada, dejandolo
15 minutos con agitacion suave. Hacer dos |avados de 5 minutos con agua
seguidos de incubacién en solucion reductora durante 10 minutos, una vez que se
observan las bandas retirar dicha solucion y remover el gel a un recipiente con
metanol al 45% y écido citrico al 10% para detener la reaccion.

Inmunociloguimica.

inmunofiuoresoencia indirecta (IF1)*. Colocar en un tubo Eppendorf 20y de
© una suspeneion de 1x10* trofozoitos de G. Jamblia y adicionar 100! de suero de
gerbo Inmunizedo @ una dilucién 1:20, incubar 1 hr a 4°C. Posteriormente

centrifugar & 5000 rpm durante 2 minutos y lavar dos veces con PBS pH 7.4,
Resuspender el botén en 100l de anti-IgG de rata conjugado a isotiocianato de

fluoresceina diluido. 1:1000 en PBS e incubar 1 hr a 4°C. Pasado este tiempo
centrifugar los trofozoitos y lavar dos veces con PBS. Colocar en una laminilla
3y de osta suspension y Syl de colorante de contraste (azul de Evans), observar
on microscopio de fluorescencia con objetivo 100x,

Sietema  biotina-avidina-peroxidasa. En 20 laminilias previamente

desengrasadas depositar 30 ul de una suspensién de trofozoitos de G.lamblia -

(1x10* organismos/ mi de PBS ). Una vez que se han secado las preparaciones a
37°C introducirias en una camara de Coplin con acetona por 15 minutos a
tenmnturi ambiente, transcurrido este tiempo lavar dos veces con PBS por §
minutos y secar al aire, Sumergir las preparaclones en peréxido de hidrébgeno ai

3% 5§ minutos a temperatura ambiente, posteriormente eliminar éste con un favado .

de 2 minutes en PBS. Una vez secas adicionar 100ul de suero de gerbo
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inmunizado con fracciones proteicas de citoesqueleto dilucién 1:50 en 1% de BSA
en PBS en camara himeda a temperatura ambiende por dos horas, lavar las
laminitias y secarias. En saguida incubar cada una con 100, de anti-igG de raton
biotinlado diluido 1:20 durante 30 minutos a femperstura ambients en cémara
humeda. Después de lavar las preparaciones se hacen reaccionar 30 minutos con
100 do extravidin-peroxidasa dilucidbn 1:20 en 1% de BSA en PBS, a
femperatura ambiente en cdmara himeda. Enjusgar ias preparaciones con PBS y
poner de menifiesto la reaccidn con 2 mg de 3,3'-diaminobencidina en 2mi de PBS
y 50p! de perdxido de hidrogeno al 30%, incubando a temperatura ambiente en
chmara humeda. Nuevamente lavar las laminillas y ya secas observar en
MICI08COpio a inmersion.

.- Inmunoelectrotransferencia.

Transferir . a papeles de nitroceluiosa las fracciones . proteicas del
reisosieciroenfoque asi como las proteinas del citossqueleto separadas por
electroforesis durante 90 minutos a 140 voits, 300 mA®', Comprobar Ia presencia
de bandas sobre e papel mediante tincién con rojo de Ponceau decolorando con
agua. Blogquear con 1% de BSA en PBST toda la noche a 4°c. y poner cada una
de las fracciones del papei de nitrocelulosa en contacto con su correspondiente
suero (dilucion 1:250) toda la noche a 4°C . Por otra parte, incubar los papeles
qQue contengan proteinas del citossqueleto con cada una de los diferentes sueros
bejo las mismas condiciones. Revelar cada uno con un anti-igG de ratén acoplado
a biotina ( dilucion 1:1000) durante 1 hr a lemperatura ambiets, seguido de dos
lavados de 15 minutos cada uno con PBST. En seguida adicionar estreptavidina-
peroxidasa (1:500) y dohr reaccionar 1 hr a temperstura ambiente, lavar con
PBST 15 minutos 2 veces. Para el desarrollo del color agregar 30 mg de 4-cloro-
1-mnol en metanol-PBS y 30l de perdxido de hidrogeno al 3%.
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Biotinizacién de trofozolios. ,

Resuspender en un tubo faicon con 0.5 mi de NaHCO; y 0.5 mi de NaCl al
0.8% 1x10° trofozoitos y se adicionaron 0.5 mg de éster de N-hldroxisuccjnlnida
bioting previamente disueito en 12l de dimetilsulfoxido.Incubar 15 minutos a
temperatura ambiente con agitacion suave; y realizar tres lavados con PBS pH 7.4
centrifugando & 2500 rpm. Alslar las proteinas de citossqueieto por ol método de
Holberton', someterlas a SDS-PAGE y transferir a papel de nitrocelulosa para
revelar posteriormente con avidina-peroxidasa.
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RESULTADOS.

El alslamiento de citossqueletones de Giardie lambliis libres de membrena se
commobord mediants microscopia en contraste de fases como o musetre ia figura
11, En elia 30 cbesrve ciaraments ¢l disco ventral y los anonemas (fleche sencilis)
ol como fragmenios de membrana y flageios desprendidos del trofozoito (doble
fleche).

Fig. 11. Extraccion dei citoesqueleto de Glardia lamblia con tritdn X-100. Microscopia de luz en
contraste de fases con objetivo 100 x.
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Los valores de pH [soeléctrico para las fracciones del primer y segundo
isoslectrosnfoques se especifican en la tabla 1.

frasesion no. pH 3210 pH Sal
isosiectroenfoque reisoelectroenfoque

1 30 5.0

2 X ‘ 50

3 . as 6.0
4 ‘ 40 60

5 45 8.5

6 50 Y

7 55 8.5

8 6.0 70

9 6.0 70
10 6.5 7.0

11 7.0 7.0

12 75 7.0

13 8.0 75

14 85 75

15 9.5 75

16 9.5 18

17 100 80

18 10.0 95

- Tabla 1, Separacion de las proteinas del disco ventral de G./ambila de acuerdo a su punto
isoskictrico,
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El corrimiento electroforético bajo condiciones reductoras de las fracciones
proteicas con pH entre 3 y 10 puso de manifiesto, mediante tincioén con azul de
Coomassie, bandas de peso molecular alrededor de 65, 87 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.

Fig. 12. Separacion electroforética de las proteinas del citoesqueleto isoslectroanfocadas entre
pH 3y 10, Los carriles 1 @ 17 corresponden a las 17 primeras fracciones proteicas.
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La comparacién electroforética de las proteinas totales del disco ventral de G.
lamblia reveladas por dos técnicas de tincion diferentes, técnica de Coomassie y
tincion argéntica, se aprecia en la figura 13. La tincion argéntica a diferencia de la
técnica de Coomassie reveld notablemente las handas rarcanas a 45 y 31 kDa.
(correspondientes a giardinas y tubulinas).

5
Fig. 13. A. Electroforesis de proteinas del citoesqueleto de Giardia lambiia tedidas con azul de

Coomassie. B. Electroforesis de fracciones proteicas del citoesqueleto de G. lambiia tehidas con
solucion diamino de plata.

La electroforesis de las proteinas del reisoelectroenfoque, reveladas con la
técnica de Coomassie, mostré nuevamente las bandas de 65, 97 y 110-115 kDa
asi 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).

o

A ' B

Fig. 14. Geles con proteinas del citoasqueleto sometidas a refraccionamiento isoeléctrico con
pHde6a6. AFracciones2a9. B Fracclones 10a 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 decidi6 revelar los geles de la segunda separacioén con
solucién diamino de Plata por ser una técnica con mayor sensibilidad que la
técnica de Coomassie, De esta manera dichas bandas fueron mas intensas
apreciandose en las fracciones 3 a 18 (figura 15).

Fig. 18. Electroforesis de fracciones proteicas de reisosiectroenfoque teflidas con solucién
diamino de plata. A, Fracciones 19 11. p. Fracciones 10 a 18,
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Transcurridos 8 meses aproximadamente, las proteinas de citoesqueleto recién
aisladas y reisoelectroenfocadas mostraron mediante SDS-PAGE y tincion con
azul de Coomassie, bandas sobresalientes de 45 y 31-35 kDa (figura 17).

Fig. 17. Electroforesis de fracciones proteicas tedidas con azul de Coomassie. Fracciones
1,2,6,7,8y 10 a 15. Utimo caril, proteinas del citoesqueleto.

La biotinizacidn de trofozoitos de Giardia lamblia demostrd 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. 18. Proteinas del citossqueleto marcadas con biotina.
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La técnica de inmunoelectrotransferencia puso de manifiesto la antigenicidad
de los péptidos de 110, 95 asi como los de 45-50 y 31 kDa que corresponden muy
probablemente a tubulinas y giardinas (figura 19),

Fig. 19. Inmuncelectrotransferencia de fracciones proteicas de reisoelectroenfoque.
AFracciones 58y 4a9. B Fracciones 24,7y 8.

Para localizar a las proteinas del reisoelectroenfoque en trofozoitos de Giardia
lamblia 'se realizaron dos técnicas inmunocitoquimicas; Inmunofiucescencia

indirecta (IF1) y revelado con biotina-avidina-peroxidasa. En la figura 20 se pone ‘

de manifiesto |a técnica de IFl donde se obéerva que los anticuerpos dirigidos
contra dichas proteinas reconocen proteinas de membrana, Incluidas las que se
encuentran adyacentes al disco ventral. Cen el revelado biotina avidina no fue
posible . apreciar claramente las estructuras marcadas debido al daio que
sufrieron con la técnica de fijacion,
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Fig. 20. inmunofiuorescencia indirects de trofozoitos de G./ambiia. cepa P-1, uthizando susros
anti-fracciones proleicas de - reisoslectroenfoque. A. Suero dirigido contra la fraccidn 5. 8.
Antisuero de fraccion 9. €. Suero anti-fraccidn 11. D Control negativo.
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DISCUSION

La obtencién de giardinas y tubulinas, se realiz6 con base en la técnica
descrita por Holberton y Ward' para extraccién de proteinas totales de
citoesqueleto, de manera que no sdlo se obtienen proteinas del disco ventral, sino
también aquellas que integran ios flagelos, especificaments, la porcion
intracitoplasmdtica de los mismos (axonemas). Esta técnica se basa en la
insolubilidad del citoesqueleto en ei detergente no idnico tritdn X-100 y en la
solubilidad de ias proteinas que lo Integran en el detergente anidnico
dodecilsulfsto de sodio (SDS). El triton también modifica graduaimente la
estructura del disco al solubliizar los puentes Cruzados que sepiran a microtirss y
microtbulos, adquiriendo una forma compietaments plana. (fgura 21)

ERAE
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Figura 21.- Cambios en la forma de los discos aisiados con TEDAMP + trivin (cuadros
superiores): a. Disco recién aisiado; b. disco despude de 1-2 horss de extracocidn, c. disco
después de 1-2 dias de extraccion. Cambios ultraestructurales comespondientes (cuadros
inferiores). Fuente: Holberton DV. (1981).
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El tiempo de extraccidn que se reporta en la bibliografia no fue suficiente para
aislar los citoesqueletones libres de membrana, por lo que fue necesario
prolongario hasta 48 hrs., incubando a 4° C, tomando en cuenta que la estructura
del disco ventral es estable incluso después de 1 o 2 dias de permanecer en
TEDAMP + triton a 4°C. '

Se sabe que las giardinas y tubuiinas, cuando son separadas en funcion de su
peso molecular, aparecen como dobletes polipeptidicos de 30-31 y 53-58 kDa
respectivamente'*'. Sin embargo mediante enfoque isoeléctico se ha
demostrado que dichos polipdptidos corresponden en reslided a diversas
especies de gisrdinas y tubulinas'®"”. MHoiberton y colaboradores’ han
establecido experimentaimente por isoslectroenfoque en gel y electroforesis
unidimensional, la existencia de 5 especies de tubulinas y 8 de giardinas con
punto isoeldctrico de 56 a 5.75 y 5.8 a 6.2, respectivamente. Por otra parte
Peattie y cols.” han estudiado la separacion de glardinas mediants 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 constituyé un pardmetro
importante para aislar selectivamente estas proteinas, a partir de aquellas que
constituyen el citoesqueleto de Giardia. Para ello se decidi6 emplear el
isoelectroenfoque en rotofor, técnica que ademas de ofrecer un gran poder
resolutivo, permite recuperar facilmente las fracciones proteicas por encontrarse
en solucion, sin la necesidad de ser eluidas de una matriz sélida como en el caso
del isoslectroenfoque en gel. Considerando esta ventaja, las proteinas de interés

se sometieron a un segundo fraccionamiento a manera de Incrementar la

resolucion de las giardinas y tubulinas 'y con ello, @ nimero de variantes
isoelctricas de las mismas.

Un inconveniente del reisoelectroenfoque en rotofor fue que por el volumen tan
pequefio de algunas fracciones la lectura de pH tuvo que realizarse con tiras
reactivas y no potenciométricamente como era lo apropiado. No obstante la
limitada sensibilidad de las tiras reactivas (0.5 unidades de pH), se infirié con
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base en la gran resolucion de fa técnica, que las fracciones proteicas con valores
de pH isosléctrico repetidos corresponden en realidad a especies diferentes.
Holberton y cols'*, han establecido experimentaimente el patron electroforético
de las proleinas que inlagran el citossqueleto de Giardia en el que destacan tres
grupos de bandes: las que aparecen alrededor de 70 kDa y por encima de este
peso, aquelias con peeo molecular cercano a 50 kDa ( mondémeros de tubulinas) y
las que presentan peso molecular entre 29 y 38 kDa (giardinas). Con base en elio,
98 inflere que les bandas oblenidas sirededor de 45 y 31 kDa corrresponden a
tubulinas y giardinas, respectivamente. Sin embargo, estas proteinas presentaron
un rango de pH isoslécirico més amplio, con valores ligeramente superiores a los
que 36 reportan en la literatura. Cabe la posibilidad que se trate de otras variantes
isosléctricas de tubulinas y giardinas que no han sido reportadas, sobre todo
aquelias con pH isosléctrico muy aito, o bien que no constituyan propiamente el
citossqueisto, como sucede con isotipos de tubulina ajenos a microtibulos que
han sido identificados en la membrana del pardsito. Esto implica que algunas
. especies de tubulinas situadas en citoesquelelo estén tan intimamente unidas a
tubwines de membrana que resulta imposible eliminarias en la técnica de
aislamiento™®. En o que se refiere a giardinas sdlo un hallazgo reciente ha
demostrado la pressncia de la alfa-1-giardina de las microtiras en la superficie de!
trofozoito®,

Contrariamente a lo reportado por Holberton et. al.''® se encontré que as bandas
de 31 y 45 kDa resultaron mas tenues que el resto de proteinas del citoesqueleto.
Esto se atribuyd principaimente a la técnica de ultracentrifugacion utilizada para
concentrar y desaler profeinas , ya que pudo haber ocurrido una retencion parcial
de aque!las que tienen un tamefio muy aproximado al poro de la membrana, caso’
particular de las proteinas de 30 kDa cuyo tamafo es el minimo que retienen los
centricones utilizados (Amicon-30) . La pérdida de proteinas por pasaje a través
de la membrana también puede deberse a la forma que presenten, de manera
que, tal vez las proteinas tubulares (como giardinas y tubulinas) atraviesen la
membrana con mayor facilidad que las globuiares, a pesar de que su peso
molecular sea el mismo™*.
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El hecho de que las bandas de 31 y 45 kDa no fueran mas intensas también se le
ha atribuido a la baja afinidad del colorante azul de Coomassie hacia giardinas y
tubulinas debido & que ambos poseen la misma naturaleza acida'. Por este
motivo se decidié sustituir esta técnica por la tincion argéntica, cuya sensibilidad®
supera 100 veces a la ticnica de Coomassie.

En contraste con la técnica de Coomassie, Ia tincion de plata reveld notablemente
la banda de 31 kDa. en un amplio rango de fracciones (3 a 18) , lo que corrobora
lo descrito en el pérrafo anterior. Sin embargo, las proteinas de citoasqueleto que
fueron aisladas y sometidas a eleciroforesis 8 meses despuds, mostraron por
ténica de Coomassie, bandas intensas de 45 y 31 kDa. Estos resultados refleren
que tal vez ocurra una expresion periddica de estas proteinas, es decir, que estén
involucradas en e fenémeno de variacion antigénica que experimenta el
pardsito®>*. Una importante explicacion de este proceso es el hecho de que se
'gononn organismos con antigenos de superficie diferentes a los que poseen sus
propios progenitores. Se ha observado que algunos antigenos localizados en la
superficie del trofozoito sufren veriacién antigénica, particularmente, se ha
reportado ¢l reemplazamiento de un péptido de 170 kDa. por otros de 65 y 92
kDa""". La manifestacion de dicho fenomeno tal vez no resulte logica para el

caso do‘ proteinas del citoesqueleto pero sl puede serio para aquelias que

ademis de formar parte de él se encuentren expuestas en la membrana del
protozoario. ‘

Iniciaimente se pensé que ias bandas con P.M. cercano a 110 kDa aparecian
mucho més marcadas que las de 45-50 kDa debido a que la tubulina, pese a las

condiclones desnaturalizantes®, habla permanecido como dimero;no obstante al-

aumentar el tiempo de ebullicion y la concentracion de mercaptoetanol, la banda
de 110-115 kDa persistio, sugiriendo que se trataba de una proteina diferente.

Teniendo en cuenta que el citoesqueleto de Giardia esld constituido en su
mayoria por tubulinas (en disco ventral y flagelos) y giardinaa (en disco ventral),

* 10 ng. De proteinaanda
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se pensd que los péptidos con P.M. superior a 60 kDa que ain no han sido
caracterizados, posiblemente procedieran de la membrana del pardsito, pero que
por encontrarse estrechamente enlazados a proteinas de citoesqueleto no fueron
eliminados en la técnica de aislamiento; de hecho, de acuerdo a la bibliografia,
hay polipéptidos de membrana que presentan estos pesos moleculares, incluidos
los que se reportan para giardinas y tubulinas*®. Para esclarecer lo anterior se
decidié realizar una técnica de marcaje para proteinas d- membrana, la cual se
reforzaria con lo observado en las técnicas inmunocitoquimicas.

La biotinizacion de trofozoitos de Giardia mostr6, inesperadamente, bandas
iguales a las que aparecieron en las electroforesis de proteinas 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 tubuiinas en la superficie del pardsito, quizd en una concentracion muy
pequedia, o bien exteriorizando algunos determinantes antigénicos.

Con ol ensayo de inmunofiuorescencia indirecta (IFi) realizado sobre trofozoitos
vivos se corrobord |a presencia de antigencs de membrana ubicados tanto en la
periferia del cuerpo del trofozoito como del disco ventrai™. Correlacionando ésto
~con lo observado en la biotinizacién de proteinas de membrana puede suponerse
duo los péptidos de 65,95 y 110 kDa son aquellos que se localizan en el cuerpo
del parisito mientras los de 45 y 31 kDa (tubulinas y giardinas, respectivamente)
son los que se encuentran en la periferia del disco ventral. De manera que al igual
QUe COmO OCuiTe 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 localizacién de una alfa giardina en a superficie -

del pardsito®.

~ Por inmunoelectrotransferencia se puso de manifiesto la antigenicidad de algunos
péptidos que Integran el citoesqueieto de Giardia, entre éstos, los de 31 y 45 kDa
(giardinas y tubulinas, respectivamente). E| marcaje tenue de estos polipéptidos
no refiere que su inmunogenicidad sea baja, mds bien, se atribuye a la poca
afinidad del segundo anticuerpo empleado (anti-y de ratdn) hacia el primero (de
gerbo) por proceder de especies filogenéticamente diferentes, no obstante que la
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sensibilidad de la determinacion se haya incrementado mediante una técnica de
“doble sandwich’.

Cabe mencionar que ias técnicas de biotinizacion @ inmunoelectrotransferencia se
reportan para el caso de proteinas tolales de citoesqueleto y no para las
" fracciones obtenidas por reisosiectroenfoque, debido a que en estas Ultimas
dificimente se puso de manifiesto la reaccion antigeno-anticuerpo, lprociindm
Gnicamente bandas muy tenues de 95 y 110-115 kDa. Esto fue contemplado
desde el momento en que solo dichos péptidos se hicieron visibles (por tincién

con rojo de Ponceau's) en el papel de nitroceluloss; a pesar de ello 88 considerd .

ia posibilidad de que giardinas y tubulinas también se hubiesen transferido pero
en una concentracion tan pequefia que no fue posible detectarias por el método
de tincién mencionado.

Con base en los hallazgos anteriores se planted la posibilidad de que aquellos
antigencs inmunodominantes de membrana encontrados por Char y cols®. en
individuos con giardiasis correspondan propisments a giardinas y tubulinas.
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CONCLUSIONES

Finaimente se llegl a ias siguientes conclusiones:

Las gisrdinas y tubulinas seleccionadas por isoelectroenfoque a partir de
proteinas totales del citoesqueleto de Giardia lamblia se encontraron asociadas a
proteinss de membrana cercanas @ 65, 95 y 110 kDa, obteniéndose diferentes
especies isosidctricas de giadinas y tubulinas en un rango de pHentre 6y 9,

Se demostrd que existen giardinas y tubulinas localizadas sobre la membrana
dei trofozoito o bien que pertenecen al citoesqueleto y por su prommmd ala
mambrana exponen determinantes antigénicos. , :

Las gierdinas y tubulinas son antigénicas por o que pueden ser equivalentes a
los péptidos inmunodominantes previamente reportados en “pucionm con
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PROPUESTAS

implementar una sicnica altaments selectiva para el aislamiento de giardinasy
tubulines del disco ventral que permita obtenerias libres de proteinas
contaminantes de membrana y citossqueleto; asl mismo, utitizar una técnica de
extraccion de proteinas de citossqueleto que mejore el rendimiento de glardinas y
tubulines. Una excelente altemativa es la clonacién de genes que codifican para
eslas proleinas de manera que su produccidn y pureza puede incrementarse
considerablemente.

Esclarecer qué espacies de giardinas y tubulinas se encuentran expuestas en
la membrana del pardeito o bien, cuaies son los epitopos que exteriorizan

Estudiar sl lae giardinas y tubulinas intervienen en forme importante en el
mecanismo de adherencia del protozoario, y st lo hacen, evaluar la respuesta de
anticuerpos especificos de Ia clase IgA, los cusies al interaccionar con estas

proleinas son capaces de bloquear la adherencia del trofozoito al epitelio
duodenal.
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