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Abreviaturas 

ABO: Antígenos de los grupos sanguíneos humanos del sistema ABO 

Ag.tot.: Antígeno total 

C: Control 

CD: Células Dendríticas 

cm: centímetros 

CO2: Dióxido de Carbono 

CPH: Complejo Principal de Histocompatibilidad 

CPM: cuentas por minuto 

CPS: Coproparasitoscópico 

D-MALT: Tejido Linfoide Difuso Asociado a Mucosas (Difuse Mucosal Associated Lymphoid 

Tissue) 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DS: Desviación Estándar 

E: Experimental 

ECM: Extracto Crudo de Membrana 

EDTA: Etilén Diamino Tetra Acético 

ELISA: Ensayo Enzimático Inmunoadsorbente (Enzyme Linked Iminunosorbent Assay) 

FAE: Epitelio Asociado al Folículo (Follicle Associated Epithelium) 

FDC: Células Foliculares Dendríticas (Follicular Dendritic Cells) 

g: fuerza centrífuga relativa 

G. lamblia CS: Giamblia de la clona C5 

G. lamblia UAM-II: Giamblia del aislado UAM-II 

G. muris: Giardia muris 

gr: gramos 

HBSS: Solución Salina Balanceada de Hank (Hank's Balanceated Salive Solution) 

Hepes: ácido 4-(2-hidroxietil)-1- piperazinaetanosulfónico 

HEV: Vénulas de Endotelio Alto (High Endothelial Venules) 

HLA: Antígenos del CPH de humanos (Human Lymphocytes Antigens) 

IDC: Células Interdigitales (Interdigitating cells) 

LE.: Indice de Estimulación 
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Abreviaturas 
IEL: Linfocitos Intraepiteliales (Intraepithelial lymphocytes) 

i.g. : intragástrica 

IgA: Inmunoglobulina A 

IgD: Inmunoglobulina D 

IgE: Inmunoglobulina E 

IgG: Inmunoglobulina G 

IgM: Inmunoglobulina M 

11-4: Interleucina 4 

IL-5: Interleucina 5 

IL-6: Interleucina 6 

kDa: kiloDaltones 

Linfoblastos B clgA+: Linfoblastos B con IgA citosólica 

Linfocitos B mIgA+: Células B que expresan inmunoglobulina A en la membrana 

Linfocitos 8 mIgM+/IgD+: Células B que expresan inmunoglobulina M y D en la membrana 

Linfocitos T CD3+CD8+: Linfocitos T humanos citotóxicos 

Linfocitos T CD3+ CD4+: Linfocitos T humanos cooperadores 

Linfocitos T h2 : Linfocitos T cooperadores de la subpoblación 2 

Linfocitos Ty'• CD8+ aa+ : Linfocitos T citotóxicos con RLT con cadenas y5 y con CD8 

formado por dos cadenas a. 

M: Molar 

MadCAM: Molécula de adhesión celular con afinidad hacia las mucosas (Mucosal addressin 

Cell Adhesion Molecule) 

MALT: Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (Mucosal Associated Lymphoid Tissue) 

mAmp: miliampers 

mg: miligramos 

ml: mililitro 

MM: Metil Maleimida 

mm: milímetros 

mm2: milímetros cuadrados 

mM: miliMolar 

Mr: Peso Molecular relativo 

¡Ab microcuries 

microgramos 

microlitros 

µm: micras (10-6  metros) 

NC: Nitrocelulosa 
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Abreviaturas 
NK: Células Asesinas Naturales (Natural Killer Cells) 

0-MALT: Tejido Linfoide Organizado Asociado a Mucosas (Organized Mucosal Associated Lym 

phoid Tissue 

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

PBS: Amortiguador salino de fosfatos (Phosphate Buffered Salive) 

p.i.: postinfección 

PMSF: Fenil-Metil-Sulfonil-Fluoruro (Phenyl-Methyl-Sulphonyl-Fluoride) 

PP: Placas de Peyer 

% p/v: Porcentaje peso/volumen 

r.f.: movilidad relativa (relative mobility) 

SDS: Dodecil sulfato de sodio (Sodium Dodecyl Sulphate) 

SDS-PAGE: Electroforésis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

(Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamyde Gel Electrophoresis) 

SSI: Solución Salina Isotónica 

TBS: Solución amortiguadora salina de Tris/HCI (Tris Buffer Salive) Tris-HCI-NaCI 

temed: tetrametiletilendiamina 

TGF-0.: Factor Transformador de Crecimiento p (Transforming Growth Factor-p) 

timidina ['HP timidina tritiada 

tris/HCI: Hidrocloruro de tris(hidroximetil)aminometano 

% v/v: Porcentaje volumen/volumen 

VSPs: proteínas de superficie de variación antigénica (variant surface proteins) 

X: Promedio 
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Resumen 

Giardia lamblia es un parásito intestinal capaz de liberar moléculas derivadas de su mosaico 
antigénico, algunas de las cuales estimulan una respuesta proliferativa de las células linfoides 
intestinales. Esta respuesta está implicada en la eventual erradicación del parásito del intestino 
del huésped. El objetivo de este trabajo fué analizar las fracciones antigénicas de los trofozoítos 
de G.lamblia que inducen una respuesta proliferativa in vitro de las células linfoides intestinales 
de las placas de Peyer (PP) obtenidas de jerbos (Meriones unguiculatus) infectados con este 
parásito. Esta respuesta se comparó con la de otras células linfoides sistémicas obtenidas del 
bazo y de los nódulos linfoides mesentéricos (NLM) de estos animales. 

Para lograr dicho objetivo, se infectaron por vía intragástrica a jerbos machos previamente 
desparasitados no singénicos y singénicos con trofozoítos de G. lamblia del aislado UAM-II y de 
la clona C5 respectivamente. A los jerbos del grupo control correspondiente se les administró 
por la misma vía PBS estéril. Setenta y cinco días después de la infección parasitaria, se obtuvieron 
células linfoides de bazo, NLM y PP provenientes de los jerbos no singénicos y singénicos. Estas 
células fueron cultivadas en presencia de 15 fracciones antigénicas de los trofozoítos de G. 
lamblia del aislado UAM-II y de la clona C5 con diferentes rangos de peso molecular relativo, 
asociadas a partículas de papel de nitrocelulosa (NC). Las fracciones del aislado UAM-II se 
adicionaron a los cultivos de células linfoides de los jerbos no singénicos, mientras que las 
fracciones de la clona C5 se adicionaron a los cultivos de las células linfoides de los jerbos 
singénicos. Los controles de los cultivos celulares fueron NC pura particulada y el extracto 
crudo de membrana de los trofozoítos asociado a partículas de papel de NC. Estos cultivos se 
incubaron durante 7 días a 37° C y 16 horas antes de cosechar las células se les adicionó 
timidina [3H]. La proliferación de las células linfoides se evaluó midiendo las cpm de la 
radioactividad incorporada durante la incubación de los cultivos. 

Los resultados preliminares indican que las fracciones con peso molecular de 40-33 kilodaltones 
(kDa) y de 33-28 kDa del aislado UAM-II y de la clona C5 estimularon a las células linfoides de 
todos los órganos estudiados de los jerbos infectados de la cepa no singénica y singénica 
respectivamente. Las fracciones de 73-62 kDa y de 46-40 kDa de la clona C5 estimularon a las 
células linfoides de todos los órganos estudiados de los jerbos singénicos infectados. Las 
fracciones de 87-73 kDa y de 62-54 kDa de la clona C5, estimularon respectivamente a las 
células del bazo y NLM de los jerbos singénicos infectados. Las fracciones de 28-23, 23-20 y 
20-17 kDa de la clona C5 estimularon a las células linfoides de las PP de los jerbos singénicos 
del grupo control e infectados. La fracción de 20-17 kDa de la clona C5 estimuló además a las 
células linfoides de los nódulos mesentéricos de los jerbos singénicos del grupo experimental. 
Finalmente, las fracciones de 87-73 kDa y 23-20 kDa del aislado UAM-II estimularon a las 
células linfoides de las PP de los jerbos no singénicos del grupo control e infectados. 

Con base en estos resultados investigaciones futuras podrán enfocarse a evaluar si todas las 
fracciones anteriores, en especial las de 40-33 kDa y de 33-28 kDa, aparentemente 
inmunodominantes, tiene un papel en la erradicación intestinal del parásito. 
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Introducción 

Dentro de los agentes patógenos causantes de infecciones entéricas que tienen un interés en 
salud pública a nivel mundial (1) debido a sus implicaciones en el desarrollo infantil, destaca el 
protozoario Giardia lamblia, agente etiológico de la giardiosis en humanos y en varias especies 
animales (2). 

La giardiosis es una de las parasitosis de mayor prevalencia en países ubicados en Asia, Africa y 
América Latina (2). En estas regiones y en ciertas zonas de Canadá y Australia Occidental, la 
presencia de esta parasitosis es endémica puesto que la transmisión orofecal de quistes (estadio 
infectante del parásito) ocurre durante todo el año (3) y se lleva a cabo comúnmente a través 
de alimentos, o bebidas contaminadas con quistes que fueron excretados al medio ambiente 
por la materia fecal humana (2). 

Aún cuando el número de individuos infectados por G. lamblia es menor en naciones 
industrializadas como Estados Unidos, se le ha señalado a este parásito como responsable de 
brotes epidémicos originados por la ingestión de agua contaminada con quistes provenientes 
tanto de heces de origen humano como de otras especies animales silvestres (4,5). 

En México G. lamblia se ubica entre los protozoarios que ocasionan las tasas más elevadas de 
morbilidad (6), sobre todo en niños (7) de poblaciones marginadas, donde la desnutrición (8), 
la pobreza, el bajo nivel de escolaridad, el hacinamiento y la carencia de servicios sanitarios 
básicos promueven la propagación de este parásito (9,10), cuyo estadio patógeno denominado 
trofozoíto es el responsable de diversos trastornos que afectan fundamentalmente al intestino 
delgado (10). 

El cuadro clínico de la giardiosis es muy variable, en la mayor parte de los casos se presenta en 
forma asintomática en individuos de cualquier edad, residentes en zonas endémicas (10), también 
pueden manifestarse diarreas leves o agudas autolimitadas que son comunes en la población 
general de países desarrollados (1), En nuestro medio predominan las diarreas crónicas asociadas 
a mala absorción intestinal, que afectan sobre todo a niños en edad preescolar y escolar, las 
repercusiones más graves son, entre otras, la desnutrición infantil, retardo en el crecimiento y 
en la ganancia de peso corporal (11). 

En niños bien nutridos que padecen giardiosis sintomática, G. lamblia puede generar mala 
absorción intestinal de vitamina 1312, vitamina A, ácido fálico, lípidos y lactosa (12) además 
restringe la absorción intestinal de proteínas (13). Estas alteraciones nutricionales son aún más 
graves en niños provenientes de familias de escasos recursos, quienes padecen de desnutrición 
primaria, la cual puede exacerbarse a causa de las diarreas crónicas y a la mala absorción 
intestinal provocadas por dicho parásito, debido a lo anterior estos pacientes representan el 
grupo de mayor riesgo entre la población (10). 
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Introducción 
Puesto que G. lamblia es capaz de inducir alteraciones nutricionales en una edad crítica en la 
cual se gesta el desarrollo físico e intelectual del individuo, en México se le considera como un 
agente etiológico de importancia en salud pública (6). 

Los diversos factores que confluyen en la relación huésped-parásito en la giardiosis, dan como 
resultado el amplio espectro de manifestaciones clínicas, las cuales pueden depender por un 
lado, de la existencia de cepas de G. lamblia con capacidad patógena variable (14), y por otro 
de la resistencia o susceptibilidad intrínseca del huésped contra la infección, en la que pueden 
estar implicados factores inespecíficos (15), genéticos (16), así como de la respuesta inmune 
específica (17). 

La interacción de G. lamblia con diversos componentes inespecíficos de la porción proximal del 
intestino delgado, hábitat de este parásito, puede eventualmente influir en su eliminación, o 
en su establecimiento en el lumen intestinal. Estudios in vitro han señalado el efecto letal de la 
leche humana de mujeres no infectadas (18) y del fluido intestinal de individuos sanos sobre 
los trofozoítos de G.lamblia (19),debido a la acción tóxica de los ácidos grasos libres, generados 
por la lipólisis de triacilgliceroles mediante lipasas activadas por sales biliares. 

Otros estudios señalan que el parásito puede protegerse contra los efectos tóxicos del fluido 
intestinal dependiendo de la concentración de las sales biliares (19), estas últimas junto con 
otros lípidos biliares, potencializan la capacidad estimuladora de crecimiento del moco intesti-
nal y células epiteliales humanas sobre los trofozoítos de G. lamblia (20). Por otra parte las 
sales biliares junto con ácidos grasos libres, pueden inducir la protección del parásito promoviendo 
el enquistamiento in vitro de los trofozoítos a un pH ligeramente alcalino (21). 

Estas observaciones sugieren que in vivo, son factibles las fluctuaciones en la concentración de 
ácidos grasos, sales biliares, pH y enzimas en el microambiente intestinal, lo cual influye en el 
curso de la giardiosis (15). 

Entre los factores genéticos estudiados que podrían estar implicados en la giardiosis humana se 
encuentran los grupos sanguíneos ABO. En estudios sobre evaluaciones clínicas realizadas en 
diferentes partes del mundo reportaron una alta frecuencia del grupo sanguíneo A en pacientes 
infectados con G. lamblia (23,24), sin embargo en otro estudio no se corroboró dicha relación 
(25). En cuanto a los móleculas del complejo principal de histocompatilbilidad (CPH) se observó 
que los pacientes con giardiosis tuvieron alta frecuencia de moléculas HLA-A2, HLA-B8 y HLA-
B12 (26), sin embargo, después de aplicar un factor de corrección para el número de antígenos 
probados solo la asociación con la molécula HLA-B12 fué significativa. (16). Estos resultados 
sugieren que otros componentes genéticos no relacionados con el sistema ABO y CPH podrían 
estar implicados en la susceptibilidad del huésped ante la infección, como ocurre en relación al 
sexo (4), aunque al parecer esto último no influye en el establecimiento de la giardiosis en el humano. 

En relación a los mecanismos de resistencia específica en la giardiosis aún no se conoce la 
participación sustantiva de la respuesta inmune sistémica en la protección. Aún cuando G. 
lamblia es un organismo que habitualmente reside en el lumen intestinal, es capaz de inducir la 
respuesta inmune sistémica a través de antígenos que al ser absorbidos por la mucosa intesti-
nal alcanzan la circulación, para posteriormente estimular linfocitos alojados en los órganos 
linfoides periféricos como bazo y dar lugar a la generación de anticuerpos séricos anti-G.lamblia, 
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Introducción 
cuya evaluación mediante in munofluorescencia (27) e inmunoensayo enzimático (28), ha sido 
muy útil en el estudio clínico y epidemiológico de la giardiosis humana. 

Empleando como marcadores de la infección a los anticuerpos específicos generados por la 
exposición al parásito, se ha observado que los niveles de IgG pueden mantenerse por tiempo 
indefinido aún después remitir la infección aguda (28), y pueden ser más elevados en portadores 
asintomáticos que en pacientes con giardiosis activa (29), debido a ello su evaluación no 
permite distinguir esta última de una exposición previa (28) o de una recurrencia de la parásitosis (30). 

En encuestas epidemiológicas se ha mostrado que la prevalencia de los anticuerpos IgM, es 
más elevada en niños inclusive en zonas no endémicas (30). En el caso de adultos con giardiosis 
activa los títulos de IgM aumentan rápidamente al inicio de la infección y decaen 2 ó 3 semanas 
después (28), debido a esto último su evaluación puede apoyar el diagnóstico de giardiosis 
sintomática en zonas no endémicas (31). 

En las regiones donde ocurren brotes epidémicos el aumento de los niveles séricos de IgA 
puede asociarse con la giardiosis activa (32), mientras que en zonas endémicas la presencia de 
IgA sérica en portadores asintomáticos (29,30) sólo indica exposiciones recurrentes al parásito (30). 

Aún cuando la disminución del nivel sérico de IgE total se ha correlacionado con la curación de 
pacientes con giardiosis sintomática (29), se ha considerado que la respuesta inmune humoral 
es quizás más relevante en la protección de la infección que en la erradicación del parásito (33). 

Varios estudios han puesto de manifiesto la importancia de la respuesta inmune humoral en la 
protección del huésped contra la infección. Así en pacientes hipogammaglobulinémicos se ha 
observado que sufren giardiosis sintomática recurrente (34). Por otra parte, la baja frecuencia 
de giardiosis en niños menores de 6 meses se atribuyó a la protección conferida por la 
transferencia placentaria de IgG (35), presente en la sangre del cordón umbilical (30). En zonas 
endémicas la exposición recurrente a la G. lamblia durante la infancia induce resistencia específica 
ante la giardiosis sintomática del individuo en la edad adulta (17). Aún cuando esto último no 
ha sido confirmado, los estudios epidemiológicos muestran que sujetos adultos residentes de 
zonas no endémicas, quienes visitan zonas de alto riesgo al contagio con G. lamblia, tienen 
más probabilidad de sufrir de diarreas agudas ocasionadas por este parásito que los nativos 
radicados en esas zonas (5). 

Tomando en cuenta que la presencia de anticuerpos séricos específicos no revela lo que ocurre 
a nivel intestinal (36) y considerando que G. lamblia es un parásito no invasor que coloniza 
preferentemente el intestino delgado, el cual junto con las glándulas mamarias forma parte 
del sistema inmune secretor asociado a mucosas (37) una manera apropiada de valorar la 
respuesta del huésped ante la infección, es evaluar los niveles de anticuerpos en la leche 
implicados en la protección. Así, la baja frecuencia de giardiosis sintomática en lactantes menores 
de 6 meses (38) se atribuyó a la alimentación con leche materna (39). En otro estudio se 
encontró una asociación significativa entre la protección contra la giardiosis en los niños 
alimentados con leche materna y la presencia de IgA anti G. lamblia en esta muestra (40). Esto 
último fué corroborado en un estudio longitudinal en el cual se demostró el efecto protector 
de la IgA presente en la leche materna contra la giardiosis sintomática pero no contra la infección 
(41). De acuerdo a lo anterior se puede sugerir que G. lamblia es capaz de inducir la formación 
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Introducción 
de anticuerpos presentes en el suero y en la leche cuyo papel principal es aparentemente la 
protección contra la enfermedad. 

Por otra parte, el establecimiento de G. lamblia en el lumen intestinal puede generar 
subsecuentemente la producción de la IgA secretora específica que participa al parecer, en la 
depuración del parásito del lumen intestinal. Dicha respuesta humoral local está mediada a su 
vez por la activación de las células que pertenecen al tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) 
(43). Considerando la importancia de este sistema secretor común, se describirán sus 
características más relevantes en el contexto del sistema digestivo. 

Anatómica y funcionalmente el MALT (Figura 1) se puede dividir en una rama aferente, o 
inductora, en donde los componentes celulares están estructurados en folículos y forman el 
denominado tejido linfoide organizado asociado a mucosas (0-MALT), que en el caso particu-
lar del intestino delgado está representado por las placas de Peyer. Por otra parte la rama 
eferente, o efectora, es rica en células en etapa terminal de diferenciación dispersas en glándulas 
salivales, mamarias, lámina propria intestinal, compartimiento intraepitelial de linfocitos (IEL), 
aparato genito-urinario y tracto respiratorio, todos estos integran el tejido linfoide difuso asociado 
a mucosas (D-MALT) (43). 

SISTEMA LINFOIDE ASOCIADO A MUCOSAS 
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El principal compartimiento inductor de la respuesta inmune asociado al MALT lo constituye las 
placas de Peyer (PP) (44), puesto que es el sitio donde se generan las células B (45), que al 
migrar hacia los compartimientos pertenecientes D-MALT, como glándulas mamarias o la lámina 
propria intestinal, pueden madurar y establecerse como células plasmáticas productoras de 
IgA secretora (77). 

Las placas de Peyer están formadas por un conjunto de folículos linfoides localizados en el seno 
de la lámina propria intestinal que infiltran la capa submucosa del intestino delgado y proyectan 
su cara luminal a modo de cúpula (47) (Figura 2). 

1 

e 
d 

b 

a 

NÓDULOS LINFOIDES DE PLACAS DE PEYER 

LUMEN INTESTINAL 

II 

NÓDULOS LINFOIDES MESENTÉRICOS 

Figura 2. Organización histológica de las placas de Peyer. La red de los vasos linfáticos está remarcada en negro y las flechas indican 
la dirección del flujo del quilo y linfa hacia los nódulos linfoides mesentéricos (160). 
a) Vellosidades intestinales. b) Lámina propria. c) Mucosa. d) Submucosa. e) Capa muscular circular. 
f) Capa muscular longitudinal. g) Serosa. 

La estructura básica de las PP está organizada en folículos linfoides en los cuales se observa 
una zona periférica y un centro germinal (Figura 3). Estos folículos están separados entre sí por 
áreas interfoliculares, en donde se distinguen vénulas postcapilares (48) de endotelio alto (HEV) 
a través de las cuales los linfocitos de sangre periférica, que expresan sobre su membrana 
moléculas de adhesión específicas (85), se introducen en las PP (50). El conjunto de folículos 
está separado del lumen por una región con forma de domo denominada corona, recubierta 
por un epitelio asociado al folículo (FAE) que carece de vellosidades formado por células M 
(51), las cuales tienen un papel importante en el transporte de antígenos luminales hacia el 
interior de las PP (52). 
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Figura 3. Organización histológica del folículo linfoide en el cual se distingue un centro germinal, una región parafolicular, un 

casquete y un epitelio asociado al folículo formado principalmente por células M, especializadas en el transporte de antígenos (43). 

En las PP de ratón se ha observado que el centro germinal aloja entre un 70 a 85% de linfocitos 
B que expresan IgA sobre la membrana (linfocitos B mlgA+) (53). En esta zona se ubican 
células foliculares dendríticas (FDC) (54) y de 1 a 3% de los linfocitos T CD3+ CD4+ (cooperadores) 
(53). En la rata se ha demostrado también la presencia de células dendríticas (CD) (55). 

En los espacios interfoliculares se distingue la presencia predominante de linfocitos T (56), en 
la rata también se han observado células interdigitales (IDC) foliculares (55); En la región para-
folicular de las PP de ratón es abundante la presencia de linfocitos T CD3+CD8+ (citotóxicos) y 
T CD3+ CD4+ (43). En las zonas donde predominan los linfocitos T se ha reconocido la 
presencia de una subpoblación de linfocitos T CD3+ CD4- CD8- con propiedades citotóxicas y 
quizás reguladoras de la respuesta inmune, que expresan el receptor y/8 y representan un 
porcentaje menor al 5% de los linfocitos T CD3+ presentes en las placas de Peyer (42). 

En la región subepitelial del domo se observan macrófagos, linfocitos T CD4+, linfocitos B y en 
el epitelio del domo se localizan células T CD4+, T CD8+ y células B (56), estas últimas se 
distribuyen también en la periferia de los folículos y expresan IgM+/ IgD+ en la membrana 
(linfocitos B mIgM+/IgD+) (43). En la corona se observan macrófagos y células B mIgM+/IgD+ 
(43) las cuales constituyen las células vírgenes que participan en la respuesta primaria (58). 

Como puede observarse las PP albergan a las células inmunocompetentes necesarias en la 
respuesta inmune local (59), las cuales pueden activarse con el contacto de los antígenos o 
moléculas derivadas de diversos organismos.Aún cuando no se conocen del todo los mecanismos 
de transporte de antígenos luminales se ha propuesto que la porosidad de la membrana basal 
del epitelio que recubre las PP (60), facilita la entrada de los antígenos derivados de diversos 
microorganismos (61). Otra vía alternativa de acceso lo constituye las células M las cuales 
captan antígenos solubles, o particulados y los translocan hacia el interior del folículo (43), para 
ser subsecuentemente procesados por las células presentadoras de antígeno (CPA), como los 
macrófagos, localizadas en la región subepitelial de la corona (56). 

CASQUETE 

17 



Introducción 
En la rata se ha demostrado que las células dendríticas son las CPA más eficientes para presentar 
in vivo a los linfocitos T C D4+ vírgenes, péptidos derivados de antígenos solubles administrados 
por vía oral (62). Además de ser las CPA más potentes para evocar respuestas inmunes primarias 
y secundarias (63), las células dendríticas presentes en PP (64) inducen preferencialmente la 
secreción policlonal de IgA de células B aisladas de bazo y PP (65); además se les ha atribuido 
un papel relevante en el cambio de isotipo IgM 	IgA en las células precursoras B (65). 

Una vez que ha ocurrido el procesamiento de antígenos estos son presentados en forma de 
péptidos en el contexto de moléculas de clase II del CPH a los linfocitos TCD4+ que 
subsecuentemente se activan y proliferan liberando interleucinas (Ils) que promueven la 
producción de IgA en secreciones (57). 

En modelos murinos se ha observado que la administración oral de antígenos T dependientes 
como glóbulos rojos de carnero induce la activación de linfocitos Th2 presentes en las PP (66). 
Estás células Th2 conforman aparentemente la población denominada inicialmente como 
linfocitos T "switch" (Ts) (67), ya que secretan 11-4, IL-5, 11-6 (68) y factor transformador de 
crecimiento a  (TGF-P) (43). EstaslLs pueden eventualmente actuar sobre las células B mlgM+ 
induciendo el cambio de isotipo IgM • IgA para dar lugar a las células B mlgA+ precursoras de 
las células plasmáticas (45). Además de influir en el cambio de isotipo, la 11-5 promueve la 
proliferación de linfocitos B precursores (69) y junto con la IL-6 induce la diferenciación termi-
nal de las células precursoras B en células plasmáticas (43). El TGF-I3 actúa aditivamente con la 
IL-5 en la producción de IgA secretora (70). 

Por otra parte los antígenos T dependientes, además de inducir la activación y proliferación de 
células B y T, evocan la generación concomitante de las correspondientes células de memoria 
(71), cuya sobrevivencia demanda la estimulación antigénica persistente (72), por células tales 
como las foliculares dendríticas (FDC) que poseen la capacidad de captar y acumular por tiempo 
prolongado complejos antígénicos (63,73). Las FDC forman un entramado celular dentro del 
centro germinal (54), en donde se generan. las células B de memoria y que en el caso particular 
de las PP se cree que correspondan a las células B mlgA+ (74), las cuales junto con los linfocitos 
T de memoria pueden eventualmente recircular de 2 a 3 semanas después del primer contacto 
antigénico y/o permanecer durante largos periodos dentro de las PP (71). 

Una vez que ha ocurrido su activación antigénica, las células 13 pueden salir las PP por los 
linfáticos aferentes para llegar a los nódulos linfoides mesentéricos (46) y de ahí dirigirse al 
conducto torácico, pasando a la circulación sanguínea y distribuirse a diversos orgános del 
compartimento sistémico como el bazo (75).Así mismo, pueden migrar a través de vasos 
sanguíneos especializados análogos a los del endotelio alto (76) y distribuirse preferencialmen-
te a los sitios pertenecientes al D-MALT como la lámina propria en donde al diferenciarse ter-
minalmente a células plasmáticas productoras de IgA de secreción se establecen por el resto 
de sus vidas (77). 

Con base en los resultados obtenidos en diferentes protocolos experimentales, se ha propuesto 
que dependiendo de su estadio de diferenciación, o activación, las células 13 manifestan un 
patrón heterogéneo de migración y establecimiento en diversos sitios dando lugar a lo que se 
conoce como diferenciación asincrónica (79) (Figura 4). 
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Figura 4. Ruta de migración asincrónica de las células precursoras IgA generadas en las placas de Peyer (75). 
La diferenciación de linfocitos 8,I9M+ ah linfocitos 8.19A+ so linfoblastos ,19A+ ocurre asincrónicamente durante su migración hacia 
la lámina propria intestinal. Abreviaturas: 
M. Linfocitos 8 con I9M de membrana 
A. Linfocitos 8 con 19A de membrana 
8. Linfoblastos con I9A citosólica 
P- Células Plasmáticas. 

Por otra parte, se han reconocido perfiles migratorios y de establecimiento diferentes no solo 
en relación a las células T y B (80) sino entre las subpoblaciones TCD8+ y TCD4+ (81). El número 
de células B en los nódulos linfoides mesentéricos, PP y bazo es mayor que de células T (80) y 
en cuanto a las diferentes subpoblaciónes se ha observado que, en las PP de ratón, la proporción 
de linfocitos TCD4+ es mayor que el de las células TCD8+ (81), mientras que estas últimas 
predominan en el compartimento intraepitelial de linfocitos (84). 

La ubicación preferencial de linfoblastos IgA+ en la lámina propria (82) está mediado entre 
otros factores por ciertas moléculas expresadas en la membrana como la integrina a4[37 (85) 
que al unirse a su ligando correspondiente, una adhesina denominada MadCAM-I, expresada 
en el endotelio plano que recubre las arterias y vénulas que irrigan la lámina propria (85,86), 
facilita la extravasación de esta células en el seno de la misma. La presencia de estas moléculas 
mediadoras tanto de la migración y establecimiento varía, no solo en las diferentes poblaciones 
celulares T (86, 87) y B (88) sino también en sus diferentes estadios de activación y diferenciación 
( 86, 87, 88, 89) y al igual que las adhesinas del endotelio vascular, su expresión está regulada 
por factores tales como el flujo vascular, hormonas, citocinas y factores quimiotácticos (90). 
Aún cuando la presencia de antígenos luminales no determina la migración preferencial de los 
linfoblastos B precursores de las células plasmáticas hacia los sitios efectores del D-MALT tales 
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Introducción 
como la lámina propria (91), puede influir en la localización, magnitud y persistencia de las 
células establecidas en dichos compartimentos (92). 

La lámina propria junto con los linfocitos intraepiteliales constituyen los sitios efectores del 
D-MALT a nivel intestinal cuyos componentes celulares se diseminan a lo largo de estas zonas. 

La región intraepitelial es una zona rica en células asesinas naturales (natural killer cells ó NK cells) 
yen linfocitos T C D8+ citotóxicos, pero escasa en linfocitos T C D4+ (84). Una de las principales 
funciones de los linfocitos intraepiteliales es al parecer asegurar la integridad del epitelio intes-
tinal eliminando las células dañadas, o infectadas por virus (43). 

En la lámina propria se alojan diversas estirpes celulares como células NK, eosinófilos, células 
cebadas, macrófagos, fibroblastos, células epiteliales, células plasmáticas secretoras de IgA e 
IgM y células B. De estas un 60% de linfocitos T corresponden al fenotipo CD3+CD4+ y un 
tercio expresa los marcadores CD3+CD8+ (78). Todas estas células participan en mecanismos 
efectores de respuesta inmune celular a nivel local, cuyo papel central es erradicar diversos 
organismos patógenos del lumen intestinal pero también pueden mediar los procesos 
inflamatorios que inducen daño a las células del huésped (84). 

Por otra parte la lámina propria intestinal es el escenario donde culmina la maduración de las 
células plasmáticas, que sintetizan dímeros de IgA unidos por una cadena polipeptídica (1), los 
cuales son secretados hacia el lumen intestinal junto con su receptor ubicado en el espacio 
extracelular de la membrana de las células epiteliales (93) (Figura 5). 

La IgA de secreción es la molécula efectora de la respuesta inmune humoral local, que participa 
en la eliminación de microorganismos patógenos intestinales, mediante diversos mecanismos 
entre los que se incluyen a la inhibición de la adherencia a la superficie de la mucosa intestinal (93). 
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Figura 5. Transporte de la IgA dimérica del espacio extracelular hacia el lumen intestinal a través del componente secretor ubicado en la 

membrana de las células epiteliales del intestino (161). 
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De acuerdo a lo anterior es posible ubicar el contexto de la respuesta inmune local en la 
giardiosis humana tomando en cuenta que, G. lamblia es un organismo que habitualmente se 
establece en la mucosa intestinal del huésped y como consecuencia de esto, es capaz de evocar 
una respuesta inmune local implicada en la erradicación del G. lamblia del lumen intestinal, en 
la protección del huésped contra la giardiosis sintomática yen el control de la invasión del parásito (100). 

El inicio de la respuesta inmune local en la giardiosis generada como consecuencia del 
establecimiento de G. lamblia en la mucosa intestinal del huésped, ocurre una vez que este úl-
timo ingiere materia fecal que contiene quistes, que al llegar al estómago inician su 
desenquistamiento facilitado en gran parte, por el pH ácido del jugo gástrico y se convierten en 
trofozoítos flagelados móviles los cuales al migrar y adherirse a las células del epitelio intesti-
nal, se dividen por fisión binaria y dan lugar a la colonización del duodeno y yeyuno (95). 

Un aspecto crítico en el establecimiento del parásito lo constituye su capacidad para adherirse 
a las células del epitelio intestinal (96).Se han identificado lectinas de peso molecular promedio 
de 57-78 kDa (113) y otras denominadas taglinas de 28-30 kDa (134) que al parecer están im-
plicadas en la adherencia del parásito sobre el epitelio intestinal. Sin embargo la mayor parte 
de evidencias indican que la fuerza de succión generada entre el disco ventral y el epitelio 
intestinal es el mecanismo de adherencia más relevante del parásito (96). Se han caracterizado 
proteínas microtubulares que forman parte de la estructura del disco ventral denominadas 
giardinas de 29 a 38 kDa de peso molecular (150) que podrían participar en el mecanismo de adherencia. 

Observaciones de la mucosa intestinal de ratones infectados con G. muris mediante microscopía 
electrónica indicaron que la adhesión de los trofozoítos, ocurre cerca de la base de las vellosidades 
que rodean las PP y dentro de estas últimas. La presencia de los trofozoítos en el interior de las 
placas de Peyer sugiere que, fueron capaces de remontar la barrera epitelial que recubre los 
folículos linfoides de las PP, a través de resquicios generados como consecuencia del daño a 
este epitelio (97). Esta última podría ser una vía mediante la cual el parásito al liberar in situ 
moléculas de excreción-secreción (98) sería capaz de evocar la respuesta inmune humoral local 
mediada por la IgA de secreción. 

La participación de la IgA en mecanismos efectores de la inmunidad humoral local en la 
giardiosis muestra que in vitro, la adherencia de los trofozoítos de G. muris sobre neutrófilos 
y macrófagos peritoneales murinos, se favorece en presencia de leche inmune anti-G. muris y 
de la correspondiente fracción IgA específica de secreción láctea, a su vez la capacidad fagocítica 
de los macrófagos aumenta después de incubar a los trofozoítos con suero o leche inmune (99). 

Se ha sugerido que otro mecanismo efector en el cual podría estar implicada la IgA secretora 
junto con el complemento, es en la lisis de los trofozoítos establecidos a nivel de mucosa 
intestinal, sin embargo, es probable que el papel de la IgA en la citolisis de los trofozoítos no 
sea muy relevante a pesar de ser el anticuerpo que predomina en secreciones intestinales (101) 
debido a su baja capacidad de fijar complemento en comparación con la IgG e IgM (102). 

Otros mecanismos efectores estudiados in vivo en los que participan los anticuerpos secretores 
de la leche revelan que estos últimos, disminuyen la infectividad de los trofozoítos de G. muris 
al ser administrados oralmente a ratones neonatos junto con neutrofilos o macrófagos (99). 
Aún está por esclarecerse el papel de la IgA secretora en la depuración de la giardiosis, puesto 
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que en un estudio experimental de giardiosis en humanos (14) y otro en ratones (103) se 
observó que su presencia en secreciones no se correlacionó con la eliminación intestinal del 
parásito, sin embargo, otros trabajos si apoyan lo anterior (101, 104,105). La evaluación de la 
respuesta protectora contra la giardiosis en niños (39) y en ratones lactantes (106), sugiere que 
el efecto primordial de la IgA de la leche es prevenir más que erradicar la infección ya 
establecida (39). 

En teoría el efecto protector de la transferencia pasiva de IgA presente en la leche (39,106) o 
la capacidad depuradora de la IgA (105) de secreciones intestinales producida activamente por 
el huesped en respuesta a la infección, podría fundamentarse en su facultad para opsonizar 
los trofozoítos, y facilitar su ingestión por parte de los macrófagos o granulocitos presentes 
en el lumen intestinal del huésped (102). Sin embargo es poco probable que esto ocurra debido 
a la baja proporción de estas células in situ (107). Otro mecanismo sugiere que la IgA al inducir 
la inmobilización del trofozoíto (108), podría inhibir su adherencia sobre el epitelio intestinal 
y con ello promover la expulsión del parásito mediante el peristaltismo intestinal (102). Si bien 
este mecanismo de exclusión inmune en la giardiosis puede ser factible in vitro , aún no se han 
obtenido las evidencias que lo demuestren contundentemente, pero mediante análisis 
inmunocitoquímicos se ha demostrado que, sobre la superficie de trofozoítos de G. lamblia se 
observa la presencia de IgA anti-G. lamblia secretada en leche (109). Esta interacción podría 
ocurrir a través de antígenos expresados en la membrana del parásito. 

En un estudio preliminar enfocado a evaluar mediante inmunoelectrotransferencia e inmuno-
precipitación las moléculas de G. muris reconocidas por la IgA obtenida de secreciones intes-
tinales de animales infectados con este parásito, se observó que estos anticuerpos fueron capaces 
de reconocer específicamente a un grupo de proteínas de 30 kDa expresadas en la superficie 
del trofozoíto (110). Sin embargo en un estudio posterior en el cual se trabajó con el mismo 
modelo experimental se reportó que las moléculas reconocidas por la IgA secretora tenían un 
peso molecular de 80 kDa (111). Aún cuando no se contó con las evidencias experimentales, se 
propuso que las divergencias en los resultados se obtuvieron debido a que el extracto antigénico 
del trofozoíto no se calentó a ebullición antes de ser sometido a la electroforesis (111). En otro 
modelo experimental se observó que la transferencia de células linfoides de PP de animales 
inmunocompetentes infectados con una clona de G. lamblia, en ratones atímicos infectados 
con el mismo parásito, daba lugar ala reducción significativa de la carga de parásitos en el 
lumen intestinal de estos ratones inmunodeficientes y a la generación de linfocitos B obtenidos 
de PP capaces de sintetizar in vitro anticuerpos IgA y capaces de reconocer predominantemente 
antígenos de superficie de 72 kDa de la clona en cuestión (112). 

Aún falta por discernir si las moléculas de membrana del trofozoíto de Giardia spp. mencionadas 
anteriormente que son reconocidas por la IgA, evocan sustantivamente una respuesta protectora 
humoral a nivel local mediada por la IgA secretora puesto que las glicoproteínas de membrana 
del trofozoíto con pesos moleculares de 70 kDa, o mayores, pudiesen ser moléculas homólogas 
a las proteínas de superficie de variabilidad antigénica (variant specific surface protein VSPs), 
implicadas en la evasión de la respuesta inmune del huésped (111). 

El papel de la respuesta inmune celular local en la giardiosis se ha evaluado en su mayor parte, 
en modelos munnos de giardiosis experimental empleando como agente infectante G. muris. 

Se ha reportado que en ratones infectados con G. muris, el aumento en los niveles de linfocitos 
intraluminales (97) de la población T (107) coincidió con la disminución de los trofozoítos del 
lumen intestinal. Análogamente el incremento de linfocitos 1 en el compartimento intraepitelial 
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y en la lámina propria en ratones infectados con quistes de G. lamblia, se correlacionó también 
con la depuración concomitante de los trofozoítos (114). Este efecto depurador se atribuyó a 
la actividad lítica de linfocitos T citotóxicos, aunque estos últimos no poseen un papel relevante 
en la erradicación del parásito in vivo (115). 

Al igual que los linfocitos T citotóxicos, las células NK no participan aparentemente in vivo en la 
eliminación de los trofozoítos del lumen intestinal, ya que ratones beige deficientes en células 
NK infectados con G. muris resuelven la infección en un periodo similar a lo observado en los 
ratones inmunocompetentes infectados (116). 

Estudios experimentales in vivo (117) e in vitro (1 18) , sugieren que los macrófagos presentes 
en PP de ratones con giardiosis, participan en la depuración luminal del G. lamblia mediante la 
fagocitosis, la cual aumenta en presencia de suero inmune específico (118). Este efecto giardicida 
acrecentado por la presencia de anticuerpos específicos, se observó también con macrófagos 
peritoneales (119, 120). En un estudio in vitro se observó que la acción conjunta del interferón y 
y el LPS bacteriano de E. coli, mejoró la capacidad fagocítica de los macrófagos de médula 
ósea sobre los trofozoítos de G. lamblia (121). Aparte de su papel efector, los macrófagos 
puede participar además como células presentadoras de antígenos (117). 

Por otra parte, la mayor celeridad de eliminación intestinal de G. muris observada en ratones 
inmunocompetentes infectados con este parásito ( 120) se ha vinculado con su capacidad para 
reclutar macrófagos en la cavidad peritoneal (122). Es factible que en estos ratones exista una 
relación entre la capacidad de montar una respuesta inflamatoria con la habilidad de enfrentar 
la infección (122). Al parecer este proceso inflamatorio es importante en el control de la invasión 
por el parásito (100). 

En relación a lo anterior, se ha reportado que la ciproheptadina, un potente inhibidor de los 
mediadores de la inflamación tales como histamina y serotonina, al ser administrada a ratones 
inmunocompetentes infectados con G. muris, provoca una infección crónica en estos animales 
(100). Considerando que las células cebadas son las que liberan dichos mediadores, se ha 
observado que su deficiencia congénita en ratones Wf/ Wf con giardiosis, los incapacita para 
resolver la infección (100). Es probable que esta respuesta inmune inflamatoria, además de 
contribuir a controlar la invasión por parte del parásito, pueda a su vez, inducir el daño a la 
mucosa intestinal del huésped (17) (100). 

A diferencia de la actividad efectora de los macrófagos y mastocitos sobre los trofozoítos de 
Giardia spp., las células linfoides tienen un papel crucial en la regulación de la respuesta inmune 
humoral a nivel local. Aún cuando no se conoce completamente su significado biológico, se 
ha demostrado que el número total de leucocitos en PP (83, 123), o intraluminales (115), en 
ratones inmunocompetentes infectados con G. muris aumenta en respuesta a la infección y 
retornan a sus niveles normales en la fase de resolución de la misma (83,123). En base a los 
resultados obtenidos al cuantificar las diversas subpoblaciones de linfocitos T en PP de ratones 
atímicos , se sugirió que su incapacidad para resolver la infección estaba asociada al bajo nivel 
de linfocitos T C D4+ de PP (115), más tarde se reportó que la eliminación selectiva in vivo de 
estas células en ratones neonatos inmunocompetentes mediante la administración de 
anticuerpos anti-CD4 impide que estos animales adultos una vez infectados con G. muris puedan 
resolver la infección (124) Lo anterior fué reafirmado en un estudio comparativo donde se 
evaluaron los niveles totales de linfocitos y de subpoblaciones T en sangre periférica, bazo y PP 
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de ratones infectados inmunocompetentes e inmunodeficientes y en el cual se concluyó que, 
en este último grupo de animales, el número de linfocitos T CD8+ y de linfocitos totales estaba 
deprimido pero especialmente, la subpoblación de linfoctos TCD4+ (125). Todas estas 
observaciones indican que la presencia de linfocitos T CD4+ es fundamental para los mecanismos 
de depuración intestinal del parásito (126). Es posible que mediante la liberación de Ils los 
linfocitos T CD4+ participen en la regulación de la respuesta inmune humoral y celular, las 
cuales conjuntamente pudieran contribuir a la protección contra la infección y a la eliminación 
del parásito en el lumen intestinal del huésped. 

Los linfocitos B presentes en PP ( 123), o en lámina propria (127), de ratones con giardiosis 
constituyen los precursores de las células plasmáticas residentes en lámina propria, cuyo papel 
fundamental es la producción de anticuerpos específicos presentes en secreciones intestinales. 
Existe una correlación entre el cambio secuencial de los niveles de linfocitos 8 mlgM+ de PP 
(123) y lámina propria (127) respecto a la fase de la infección, ya que los niveles aumentan 
durante el establecimiento de la misma y dos semanas después su disminución, va acompañada 
de un aumento concomitante de las células 8 mlgA+, ambas poblaciones retornan a sus niveles 
normales en la fase de resolución. 

La presencia de células B IgM+ en las diferentes etapas de la infección refleja su participación 
en la formación de anticuerpos secretores, pues su eliminación in vivo en ratones neonatos 
induce subsecuentemente, la disminución de anticuerpos IgM, IgG e IgA en secreciones 
intestinales en estos animales infectados con G. muris, en su etapa adulta (128). 

Por otra parte, la disminución de carga parasitaria en el lumen intestinal de ratones atímicos 
infectados con G. lamblia, se asoció con la transferencia de células linfoides de ratones 
inmunocompetentes infectados con G. lamblia obtenidas de las PP, (112) en donde es probable 
que las células linfoides sean activadas por antígenos derivados de este protozoario (117, 129). 

El número de estudios relacionados con los antígenos de la Giardia spp. que son reconocidos 
por anticuerpos séricos y secretores resulta extenso, en comparación con los enfocados a valorar 
los antígenos reconocidos por los linfocitos implicados en la regulación de la respuesta inmune 
local en la giardiosis (36). La información actual relativa a este último aspecto se ha obtenido 
en modelos experimentales de giardiosis como este, en el cual se demostró que, la adición de 
un extracto crudo de trofozoitos de G. muris a cultivos de linfocitos de PP de ratones infectados 
con dicho protozoario, promovió una respuesta linfoproliferativa relacionada con la eliminación 
del parásito del lumen intestinal (129). En otro estudio experimental, se observó que las células T 
aisladas de las PP de ratones neonatos infectados con una clona de G. lamblia, manifestaron 
una respuesta proliferativa ante fracciones antigénicas de peso molecular menor a 50 kDa y 
con fracciones de peso molecular entre 200 kDa y 75 kDa, sin embargo, también se observó 
una respuesta inespecífica en células de PP de los animales control hacia ciertas fracciones 
antigénicas de 80 kDa, 30 kDa y 17 kDa (130). 

Aún falta mucho por comprender el significado biológico de la respuesta proliferativa de las 
células linfoides ante antígenos del parásito. Es posible que los péptidos derivados de antígenos 
de este parásito, al ser reconocidos por los linfocitos TCD4+ cooperadores pudieran evocar una 
respuesta humoral protectora mediada por la IgA de secreciones y por otro lado una respuesta 
celular cuya función primordial es quizás controlar la invasión del parásito (100). 
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Actualmente el empleo de jerbos adultos (Meriones unguiculatus) infectados con trofozoítos 
de G. lamblia, es el modelo de giardiosis experimental mediante el cual puede ser posible 
avanzar en el conocimiento de la inmunidad local en la giardiosis. Aún cuando se ha 
implementado el modelo de giardiosis utilizando ratones adultos infectados con G. lamblia 
(135), se ha observado que el establecimiento de la infección con el mismo parásito es más 
eficiente en ratones neonatos (132). Debido a lo anterior, la ventaja principal del modelo ex-
perimental de giardiosis de jerbos reside en que, la susceptibilidad de estos animales a la 
infección con G. lamblia no depende de la edad. Por otra parte, aún cuando G. muris, utilizado 
como agente infectante en el modelo de giardiosis murina (94), es un parásito filogenéticamente 
relacionado con G. lamblia, manifiesta diferencias genotípicas y fenotípicas que podrían 
repercutir en la respuesta inmune del huésped infectado, lo cual seria una desventaja al intentar 
comparar esta última con la ocasionada por G. lamblia. 

Con base en todo lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo analizar las moléculas de trofozoítos 
de G. lamblia capaces de evocar una respuesta proliferativa de células linfoides presentes en las 
PP, implicada en la depuración del parásito a nivel intestinal (83), (123), (125), (129). Dicha 
respuesta se comparó, con la de otras células linfoides extraintestinales ubicadas en el bazo y 
en los nódulos mesentéricos para determinar prospectivamente, la participación de estas 
moléculas derivadas del parásito en dicho mecanismo depurador, empleando como modelo 
experimental a jerbos (Meriones unguiculatus) infectados con trofozoítos de G. lamblia (131). 
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Obtención de Parásitos 

En este trabajo se emplearon trofozoítos de G. lamblia UAM-IIobtenidos por desenquistamiento 
de quistes aislados de las heces de un paciente con giardiosis sintomática así como trofozoítos 
de G. lamblia de la clona C5 obtenidos por dilución límitante de trofozoítos de la cepa WB, la 
cual fué gentilmente donada por el Dr. Weinbach del Laboratorio de Enfermedades Parasitarias, 
National Institute of Health, Bethesda, USA. 

Cultivo de trofozoítos 

Los parásitos se cultivaron en medio axénico TYI-S-33 descrito por Diamond y modificado por 
Keister (154). En este medio de cultivo se sembró una alícuota de 100 µl de un subcultivo 
confluente de trofozoítos en 20 ml de medio estéril TYI-S-33 suplementado con bilis bovina 
deshidratada (Bioxon de México) y con suero bovino (Hyclone Laboratories Inc. Logan Utha 
USA) de acuerdo a lo señalado en el Anexo de preparación de reactivos. Los tubos que 
contenían a los trofozoítos subcultivados se incubaron a 37°C de 72 a 96 horas y se revisaron 
en el microscopio invertido (American Optical Biostar) para evaluar el crecimiento confluente 
del cultivo. Una vez que se corroboró esto último los trofozoítos se cosecharon sumergiendo 
los tubos en baño de hielo durante 20 minutos, transcurrido este lapso se resuspendió el 
cultivo y se transfirió a tubos de polipropileno con tapón de rosca estériles de 50 ml (Costar 
Cambridge MA. USA), posteriormente se centrifugó a 650 g durante 10 minutos a 4°C 
(Centrífuga Beckman Mod. TS-6). El paquete celular obtenido se lavó tres veces mediante 
resuspensión en PBS frío y centrifugación en las condiciones antes mencionadas. Estos lavados 
se realizaron en esterilidad y los trofozoítos se mantuvieron en baño de hielo durante todo el 
tiempo que duró este proceso. 

Después del último lavado el paquete celular se resuspendió en un volumen conocido de PBS y 
se contó en el microscopio (Irocode) el número de trofozoítos viables empleando una cámara 
de Neubauer (Boeco) y azul tripano (Gibco) diluido 1:20 con PBS estéril para ajustar la 
concentración de las suspensiones de trofozoítos de G. lamblia empleadas para diferentes fines. 

Animales de experimentación. 

En este trabajo se empleó un lote de 23 jerbos (Meriones unguiculatus) machos de 4 a 6 
semanas de edad, con un peso promedio de 45 gr de una cepa no singenica y otro lote de 25 
animales con las mismas características físicas pero de una cepa singénica. Estos animales 
fueron alimentados ad libitum con tabletas de purina (Purina de México, S.A.) y para preservarlos 
en las mejores condiciones de higiene posibles, se les mantuvo en cajas lavadas con fenol al 
5% en las cuales se colocó viruta estéril y se les proporcionó agua envasada en condiciones estériles. 

Todos los implementos utilizados se cambiaron cada tercer día, y también se esterilizaron las 

26 



Material y Métodos 

rejas metálicas sobre las cuales se colocaron cubiertas de papel filtro, con el fin de disminuir la 
exposición de los animales y del alimento, hacia los contaminantes del medio ambiente del bioterio. 

Los jerbos fueron desparasitados administrando por vía intragástrica (i.g.) una dosis de 30 mg 
de metronidazol (Flagyl Rhóne-Poulenc, 5 mg/mi) repartida en 3 días consecutivos (137). 
Posteriormente se les dejó descansar una semana después de la cual se procedió a evaluar la 
eficiencia del tratamiento, a través de exámenes coproparasitóscopicos (CPS) cualitativos, realizados 
durante 4 días consecutivos y para corroborar los resultados de estos últimos, se buscó la pre-
sencia de parásitos en el contenido del lavado intestinal obtenido (132) como se indica a 
continuación. De cada lote de animales se eligió al azar un jerbo, el cual fué anestesiado con 
éter y sacrificado por dislocación cervical, posteriormente se abrió la cavidad abdominal para 
disecar el intestino delgado, el cual fué cortado longitudinalmente y sumergido en 5 ml de 
amortiguador salino de fosfatos pH 7.4 frío (PBS) (Ver Anexo), contenidos en un tubo de 
borosilicato con tapón de rosca, posteriormente este último se agitó vigorosamente durante 
10 segundos (VWR Vortex 2 USA). Se tomaron dos alícuotas de la suspensión obtenida, y cada 
una se tiño con azul tripano (Gibco Lab. Grand Island N.Y. USA) diluido 1:20 con PBS estéril y 
con lugol parasitológico (Ver Anexo) diluido 1:5 con agua destilada, y se colocaron en una 
cámara de Neubauer (Boeco Germany) para cuantificar los parásitos, (tanto trofozoítos como 
quistes) empleando un microscopio óptico (Irocode V-7HPL USA). 

Realizado lo anterior, se seleccionaron los jerbos que no eliminaron quistes después del tratamiento 
con metronidazol, para llevar a cabo la infección con el parásito la cual se llevó a cabo a la semana 
siguiente dividiendo cada lote de animales en un grupo control y un experimental. 

Infección experimental 

Dos semanas después del tratamiento con metronidazol se inició la infección experimental de 
los animales administrando por vía i.g. 0.2 ml de PBS estéril a los jerbos no singénicos y singénicos 
del grupo control mientras que los jerbos no singénicos del grupo experimental fueron infectados 
por la misma vía con 2 x 106  de trofozoítos de G.lamblia del aislado UAM-II (133) mientras que 
los jerbos singénicos se infectaron con 1 x 10' (131) de trofozoítos de Giardia lamblia de la 
clona C5. Estas fueron las concentraciones óptimas de trofozoítos con las cuales se estableció 
la infección en estos animales. 

Cuantificación de quistes eliminados por los animales infectados 

A partir del inicio de la infección experimental se practicaron 3 exámenes CPS cuantitativos 
cada tercer día durante 5 semanas, a fin de llevar a cabo el monitoreo sobre la eliminación de 
quistes tanto en los jerbos del grupo experimental como en el control. 

La cuantificación de quistes se realizó mediante la técnica de flotación de Faust (140) con 
algunas modificaciones. Para ello tanto los animales del grupo control como experimental 
fueron colocados individualmente durante dos horas (10:00 a.m. a 12:00 p.m.) en frascos de 
vidrio con tapa de rosca horadada, con el fin de colectar las deyecciones expulsadas en este 
lapso. Estas últimas fueron recogidas, pesadas y resuspendidas en 8.0 ml de solución salina 
isotónica (SSI) (Ver Anexo) y se incubaron a temperatura ambiente de 20 a 30 minutos, después 
se disgregaron con un aplicador de madera para obtener una suspensión uniforme de materia 
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fecal, la cual se centrifugó a 650 g durante 3 minutos a 4° C (centrífuga Beckman Mod. TS-6). 
Posteriormente se decantó el sobrenadante y el paquete de materia fecal obtenido se lavó una 
vez en las condiciones antes descritas, realizado esto último se descartó el sobrenadante. 

La muestra empaquetada en el fondo del tubo se resuspendió en 2.5 ml de solución acuosa 
de Zn SO4  (Ver Anexo) ajustada a una densidad de 1.185 g/ml y se centrifugó a 650 g durante 
3 minutos a 4° C . El sobrenadante obtenido se virtió a un tubo de 16 x 150 y se reconstituyó 
con 10 ml de una solución de formol diluido en S51 (Ver Anexo). Posteriormente la suspensión 
se centrifugó a 400 g durante 3 minutos a 4°C, después de ésto se eliminó el sobrenadante 
por decantación y con el diluyente escurrido por las paredes del tubo se resuspendió el botón 
empaquetado en el fondo. El volumen aproximado de esta suspensión fué de 0.3 ml. 
Posteriormente se añadieron 30 ¡II de lugol parasitológico (diluído1:5 con agua destilada) y en 
esta suspensión teñida, se procedió a contar microscópicamente el número de quistes/ml en la 
cámara de Neubauer (Boeco) para después calcular el número de quistes/g de heces. 

Preparación del Extracto Crudo de Membrana de trofozoítos de G, lamblia. 

Los trofozoítos cultivados y cosechados como se describió anteriormente se resuspendieron 
añadiendo por cada 50 x 106  de trofozoítos 1 ml de amortiguador tris (Sigma Chemical Co., 
St. Louis Mo.) 10 mM pH 8.0 adicionado con inhibidores de proteasas (ver Anexo). 
Posteriormente esta suspensión se homogeneizó manualmente colocando el tubo en baño de 
hielo durante todo el tiempo que duró el proceso. La suspensión obtenida se virtió en un tubo 
con tapa de rosca de 10 ml (Costar) y se centrifugó a 7x103  g durante 20 minutos a 4°C 
(Centrífuga Beckman, Modelo 12-21, rotor 1A-20.1). El botón empaquetado en el fondo del 
tubo se resuspendió en un volumen mínimo de amortiguador tris (Sigma) 10 mM pH 8.0 con 
inhibidores de proteasas. La concentración de proteínas en el extracto crudo de membrana 
(ECM) se determinó mediante el método de Lowry (155). Una vez hecho esto se prepararon 
alícuotas de este ECM y se almacenó a -70° C hasta su uso. 

Electroforésis y Electrotransferencia. 

La electroforésis en el gel de poliacrilamida (PAGE) se llevó a cabo en un sistema amortiguador 
discontinuo (156) separando la muestra en un gel de corrimiento al 10% de acrilamida (Ver 
Anexo) en condiciones reductoras de acuerdo a lo siguiente: un volumen equivalente a 70 lig 
de proteína del ECM se resuspendió en amortiguador de muestra hasta ajustar un volumen 
máximo de 20 	posteriormente se llevó a ebullición durante 5 minutos y se colocó en un 
pozo del gel concentrador al 5% de acrilamida (Ver Anexo). Los marcadores de peso molecu-
lar (PM) bajo (Bio-Rad) (Ver Anexo) incluidos en cada corrida se procesaron de la misma 
manera, resuspendiendo 2µl de esta mezcla de proteínas en 18 Mide amortiguador de muestra 
(Ver Anexo) y calentando a ebullición durante 5 minutos. En los pozos restantes se adicionaron 
20 1.11 del mismo amortiguador sin antígeno. El corrimiento se llevó a cabo dentro de una 
minicámara de electroforésis (Bio-Rad) la cual contenía el amortiguador de corrida (Ver Anexo) 
y se aplicó un voltaje constante de 10 mAmp por minigel hasta observar que el frente de 
corrida formado por el azul de bromofenol llegaba al borde inferior del mismo. 

Las bandas separadas en los geles tanto de los marcadores de peso molecular como del ECM 
fueron teñidas para visualizar su corrimiento electroforético, con una solución de azul de 
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Coomasie (Ver Anexo). Por otro lado los geles se transfirieron a papel de nitrocelulosa (NC) 
(Bio-Rad 0.45µm) de acuerdo al método descrito por Towbin (157) utilizando una minicámara 
de electrotransferencia (Bio-Rad) que contenía una solución amortiguadora de tris 0.0198 M 
pH 8.3 (Ver Anexo) y aplicando una corriente constante de 350 mAmp durante 60 minutos. 
Transcurrido este lapso el papel se enjuagó con agua destilada y se guardó toda la noche a 
4°C en amortiguador TBS (Ver Anexo). Al día siguiente se procedió a teñirlo con el método 
más adecuado al uso posterior al cual iba a ser destinado. 

Con el objeto de contar con un patrón de referencia para comparar los resultados de las trans-
ferencias subsecuentes, el papel de NC con las bandas transferidas de los marcadores de peso 
molecular conocido y las del ECM, se tiñó permanentemente con una solución de amido negro 
(Ver Anexo) durante 5 minutos después de los cuales se aclaró colocando el papel en una 
solución aclaradora (Ver Anexo) de hasta observar las bandas bien definidas. 

Sobre el carril donde se transfirieron las bandas del ECM al papel de NC (cuya longitud fué de 
6 cm por 0.5 cm de ancho) se hicieron marcas cada 4 mm a lo largo del papel con la punta de 
una espátula y se obtuvieron 15 diferentes secciones con un área aproximada de 20 mm2 . Realizado 
lo anterior este patrón de transferencia se colocó dentro de un tubo con tapón de rosca que 
contenía una solución de TBS con 0.01% p/v de azida sódica (Gibco) y se mantuvo a 4°C. 

El rango de peso molecular de cada sección se calculó en base a la regresión lineal de una 
curva estándar obtenida al graficar la movilidad relativa (rf) versus el logaritmo del peso mo-
lecular conocido de las proteínas contenidas del control (158). 

El papel de NC destinado para preparar los antígenos unidos a partículas de nitrocelulosa se 
tiñó con una solución de amido negro (Gibco) al 0.01% p/v (Ver Anexo) con el fin de visualizar 
los carriles donde se transfirieron las bandas del ECM al papel . El papel donde se transfirió 
cada carril se cortó longitudinalmente con el objeto de obtener tiras de 6 cm de largo por 0.5 
cm de ancho, a lo largo de las cuales se hicieron marcas cada 4 mm con la punta de una 
espátula tomando como referencia el patrón de transferencia de los marcadores y del ECM 
obtenido como se indicó en el párrafo anterior. Realizado esto último las tiras se lavaron 
exhaustivamente sumergiéndolas en un recipiente con agua destilada y agitándolas suavemente en un 
agitador horizontal (American rotator V R4140) a 4°C a fin de eliminar totalmente el colorante. 
Posteriormente cada tira se cortó sobre las marcas hechas previamente a lo largo del papel para obtener 
15 secciones de 20 mm2  de superficie, las cuales se empacaron por separado entre dos hojas de papel 
filtro envueltas con papel aluminio y se guardaron a -70° C por tiempo máximo de 30 días. 

Las tiras de papel de NC obtenidas en la transferencia de los carriles de la PAGE donde solo se 
corrió el amortiguador de muestra, se cortaron para obtener secciones de 4 mm2  las cuales se 
guardaron a -70°C envueltas en pape! filtro y papel aluminio. A partir de estas secciones se 
preparó el control de NC particulada incluido en el ensayo celular de reconocimiento antigénico. 

El control de antígeno total (Ag.tot.) unido a partículas de papel de NC se obtuvo de la siguiente 
manera: se prepararon diluciones del ECM con 5, 10 y 15 j.tg de proteína disueltas en el 
amortiguador de muestra utilizado en la PAGE sin azul de bromofenol y se calentaron a ebullición 
durante 5 minutos, posteriormente cada una de ellas se descargó en un área de 20 mm= de 
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papel de NC previamente lavado en TBS estéril. Una vez adsorbidas las muestras en el papel se 
dejaron secar a temperatura ambiente y se guardaron, al igual que las muestras anteriores, a 
-70°C envueltas en papel filtro y papel aluminio. 

Preparación de antígenos unidos a partículas de papel de nitrocelulosa 

Para llevar a cabo el ensayo celular de reconocimiento antigénico descrito por Abou-Zeid (143) 
fué necesario preparar previamente los antígenos unidos a partículas de papel de NC de acuerdo 
a lo siguiente: cada sección de 20 mm2  papel de NC se colocó dentro de tubos estériles de 
13x100 con tapón de rosca y se disolvió con 250 µl de Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma), la 
muestra se dejó incubar 1 hora en la campana de flujo laminar y se agitó cada 15 minutos en 
el vortex (VWR Vortexer 2 USA ) para favorecer su disolución y asegurar su esterilidad. Trans-
currido este tiempo se procedió a particular el papel de NC añadiendo 250 úJ de amortiguador 
estéril de carbonato/bicarbonato de sodio 0.05M ajustado a un pH de 9.6 (Ver Anexo). 

El precipitado obtenido se transfirió a microtubos estériles (Elkay Boston Ma.) y se centrifugó 
(Microfuge 12 Beckman USA) a 5 x 103  g durante 3 minutos a 4°C para eliminar el DMSO. El 
botón obtenido se lavó 4 veces al resuspenderlo en 1 ml de RPMI-1640 incompleto (Ver 
Anexo) y centrifugarlo en las condiciones antes mencionadas . Después de la última 
centrifugación el precipitado se resuspendió en 1 ml RPMI-1640 incompleto y se almacenó a -70°C. 

Ensayo celular de reconocimiento antigénico. 

Cuatro semanas después de que no se detectó la expulsión de quistes en los jerbos del grupo 
experimental, los animales de ambos grupos se anestesiaron con éter y se sangraron por 
punción cardiaca antes de sacrificarlos por dislocación cervical, posteriormente se disecaron 
varios órganos en el siguiente orden, el bazo, los nódulos linfoides mesentéricos y las placas de 
Peyer en condiciones de esterilidad, manteniendo las células y diluyentes en baño de hielo 
durante todo el tiempo que duró este proceso. 

Después de realizar la disección, cada órgano se colocó en una caja de Petri que contenía 15 ml 
de solución salina balanceada de Hank ajustada a pH 7.4 (HBSS) (ver Anexo). 

Con el fin de preparar las suspensiones de células linfoides se procedió a perfundir el bazo con 
HBSS fría con una jeringa hipodérmica estéril. Los nódulos linfoides mesentéricos y las placas 
de Peyer se disgregaron suavemente con la punta de unas agujas hipodérmicas. Una vez 
obtenidas las suspensiones de células se trasvasaron con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril 
de punta larga (Costar) a tubos cónicos de 50 ml estériles con tapón de rosca (Costar ) y el 
volumen se ajustó a 45 ml añadiendo HBSS fría. 

Cada suspensión se dejó reposar 10 minutos para sedimentar detritus celulares gruesos y 
posteriormente el sobrenadante obtenido se transfirió nuevamente a otros tubos de 50 ml 
cónicos limpios, a continuación se centrifugó a 250 g durante 10 minutos a 4° C , el paquete 
celular resultante se lavó una sola vez al resuspendenderlo con HBSS fría y al centrifugarlo 
bajo las mismas condiciones. 
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El botón obtenido se resuspendió en un volumen conocido de RPMI-1640 frío incompleto, se 
tiñó una alícuota de la suspensión con azul tripano (Gibco) diluido 1:20 con PBS estéril y se 
colocó en una cámara de Neubauer (Boeco) para contar el número de células viables/mi emple-
ando para ello un microscopio óptico (irocode), la concentración de dichas células se ajustó a 
2 x 10' por cada 0.2 ml de RPMI-1640 suplementado (Ver Anexo). 

Las suspensiones de células linfoides de bazo, nódulos linfoides mesentéricos y de placas de 
Peyer provenientes tanto de los jerbos del grupo control corno del experimental se colocaron 
en placas de microcultivo de 96 pozos (Costar) a razón de 2 x 10' células por pozo y a cada uno 
de éstos se les adicionaron 20 41 de la suspensión de los antígenos unidos a partículas de 
nitrocelulosa, los controles de Ag.tot. y de NC pura y un control adicional de RPMI incompleto, 
cada condición probada se hizo por triplicado. 

Posteriormente las placas se incubaron (Napco CO2  incubator Mod 302) durante 7 días a 37°C 
en una atmósfera de CO, al 5% colocando cada placa en un ángulo de 45° durante los 
primeros 3 días de incubación y los 4 restantes en posición horizontal. Dieciocho horas antes 
de concluir el último día de incubación se añadieron a cada pozo 0.1 p.Ci de timidina [3H] con 
una actividad específica de 6.7 p.Ci/mM (New England Nuclear Boston Ma.) como marcador de 
la proliferación celular. 

Concluido el período de incubación las células se cosecharon (Cell Harvester Brandel M-24R 
Mod. 20877 Gaithersburg USA) sobre papel de fibra de vidrio (Whatman 934-AH) ) el cual 
después de secarse, se sumergió en 6 ml de líquido de centelleo (Beckman) envasados en un 
frasco vial para posteriormente evaluar su radioactividad en cuentas por minuto (cpm) en un 
contador de centelleo (Beckman). 

Estadística. 

Los resultados obtenidos fueron analizados empleando la prueba de t de Student o la U de 
Mann-Whitney para grupos no pareados con el fin de comparar los resultados obtenidos en la 
cinética de eliminación de quistes de los animales del grupo control y experimental. 

Los resultados de los ensayos de proliferación in vitro se expresaron como la media del triplicado 
de las cpm (X) de todas las fracciones ensayadas más su desviación estándar (DS), y el valor 
máximo de la DS tolerado fué de un 35% con respecto al valor del promedio (130). También 
se reportaron en forma de índice de estimulación (LE.), el cual se calculó dividiendo el promedio 
de cpm del triplicado de cada fracción antigénica entre el promedio de cpm del triplicado del 
control de NC. Un valor promedio de cpm (X) de cada fracción probada, mayor al promedio de 
cpm del control de NC más 4 DS de este mismo y un I.E. igual o mayor a 2 (130), fueron los dos 
criterios considerados para decidir si las fracciones inducían una respuesta proliferativa positiva. 
Ambos sistemas coincidieron en la evaluación de las fracciones antigénicas que indujeron dicha respuesta. 

A fin de observar diferencias significativas entre las cpm de las células linfoides del grupo 
control y experimental de cada cepa de jerbos, se aplicó la prueba de la U de Mann-Whitney. 
Los valores de p menores o iguales a 0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
los cálculos se hicieron con la ayuda del paquete estadístico statgraf. 
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Cinética de eliminación de quistes. 

Los resultados obtenidos en la cinética de eliminación quistes de los jerbos no singénicos 
infectados por vía i.g. con los trofozoítos de G. lamblia del aislado UAM-II se observan en la 
Figura 6. En esta se puede ver que 2 (23%) de los 9 animales infectados expulsaron quistes en 
el día 5 postinfección (p.i.), después del cual se alcanzó el periodo de latencia (138) en el cual 
más del 50% de los animales infectados expulsaron quistes en las heces (día 7 p.i.). En este 
período 8 (89%) animales infectados expulsaron quistes en cantidades significativamente 
mayores (p<0.001) que lo observado en los animales del grupo control (Figura 7). 

Durante la fase aguda de la infección, la eliminación de quistes observada en los jerbos infectados 
ocurrió en forma intermitente, ya que en los días 8, 14 y 16 p.i. no fué significativa (p>0.001) 
en relación al grupo control, sin embargo, en los días 12, 19 y 21 p.i. se observaron diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.001). 

La máxima descarga de quistes se observó en el día 19 p.i. en el cual el promedio de quistes 
por gramo de heces expulsados por todos los animales fué de 88167. Después del día 23 p.i. se 
inició la fase de resolución (139) durante la cual más del 50% de los animales infectados 
dejaron de eliminar quistes en las heces lo que ocurrió entre los días 35 y 37 p.i. (0% de 
eliminación de quistes). 

Respecto a los resultados obtenidos en el grupo control, se observó que 3 (33.33%) de los 9 
jerbos expulsaron quistes de Giardia spp. durante el transcurso de la infección (Figura 7), 
mientras que en los 6 restantes (66.66%) no se observó esto. 

La cinética de eliminación de quistes observada en los jerbos singénicos infectados i.g. con 
trofozoítos de G. lamblia de la clona C5, fué diferente a la anterior en relación al perfil y a la 
cantidad de quistes eliminados en las heces como se muestra en la Figura 8. En esta gráfica se 
observa que 2 (23%) de los 9 animales infectados empezaron a expulsar quistes el dia 2 p.i. y 
en el día 4 p.i. se alcanzó el periodo de latencia en el cual 5 (55.55%) animales eliminaron 
quistes.Durante la fase aguda los 9 (100%) jerbos infectados expulsaron quistes en los días 7, 
9, 11 y 14 p.i. en forma significativa (p<0.001), para posteriormente disminuir en el día 16 p.i., 
pero las diferencias continuaron siendo significativas (p<0.035). 

La eliminación de quistes en esta fase fué relativamente uniforme, aunque se obser-vó un 
ligero repunte hacia el día 9 p.i. en el cual el promedio de quistes por gramo de heces de todos 
los animales fué de 167812.5. Para el dia 18 p.i. 7 (78%) animales continuaron eliminando 
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quistes (p<0.008) y después de este día se inició la fase de resolución, la cual se presentó entre 
los días 21 al 30 p.i.. A partir del día 32 y hasta el día 37 p.i. no se observaron quistes en las 
heces de los animales del grupo experimental. Tres de los 9 jerbos del grupo control expulsaron 
quistes de Giardia spp. durante el tiempo que duró el estudio de la cinética de expulsión 
de quistes (Figura 9). 

Análisis del perfil protéico de los trofozoítos de G. lamblia de la cepa 
UAM-II y de la clona C5. 

El perfil de las proteínas del ECM de los trofozoítos de G. lamblia de la clona C5 separadas por 
PAGE-SDS se muestra en la Figura 10 (carril B). En este se reveló la presencia de múltiples 
proteínas con pesos moleculares entre 172 y 16 kDa, 12 de las cuales con pesos moleculares de 
96, 93, 87, 75, 55, 45.0, 41, 32, 30, 27, 25 y 24 kDa fueron fácilmente observables, siendo 4 
de las ellas con pesos moleculares de 55, 45, 41 y 27 kDa las más prominentes. Así mismo 
entre estas 12 proteínas se separaron otras, cuyas bandas fueron tan finas y tenues que fué 
dificil distinguirlas, esto mismo ocurrió con las proteínas de peso molecular mayor a los 96 kDa 
y menor a 24 kDa. El patrón de migración electroforética de las proteínas de la clona C5 fué 
aparentemente similar al obtenido con el ECM de los trofozoítos de G. lamblia del aislado 
UAM-II (carril C) puesto que no se observaron diferencias en la expresión de las proteínas entre 
este último y la clona. 

La electrotransferencia a papel de NC de las proteínas del ECM de los trofozoitos de G. lamblia 
de la clona C5 y del aislado UAM-II, se muestra en el carril D y E respectivamente de la Figura 
10. Los resultados revelaron que el perfil de las proteínas transferidas fué similar en ambas 
preparaciones antigénicas ya que no se observaron diferencias relevantes en la expresión de 
proteínas entre el aislado UAM-ll y la clona C5. 

En la Figura 11 se muestra la electrotransferencia a papel de NC de las proteínas del ECM 
separadas en los geles de poliacri!amida, tanto de los trofozoítos de la clona C5 como del 
aislado UAM-II. En esta figura se señala el rango de peso molecular relativo (Mr) de cada 
fracción antigénica, que fué calculado con base en la regresión lineal (r= - 0.9874) de la curva 
estándar, obtenida al graficar la movilidad relativa (rf) vs el log del peso molecular de los 
marcadores de peso molecular conocido. 

Activación de células linfoides por fracciones antigénicas de G. lamblia 

Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferación in vitro se reportaron de acuerdo a lo 
descrito en Material y Métodos. En las Tablas 1 y 2 se muestran las fracciones antigénicas de 
los trofozoítos de G. lamblia que dieron lugar a la estimulación de las células linfoides de los 
jerbos no singénicos y singénicos del grupo experimental . Al comparar los valores del triplicado 
de las cpm obtenidos en los cultivos de las células linfoides del grupo experimental y del 
control de ambas cepas de jerbos, se observó que hubo diferencias estadísticamente significativas 
(p<0.05) excepto con las fracciones de G. lamblia de! aislado UAM-Il de 87-73 kDa y de 23-20 
kDa, que indujeron la proliferacon de las células linfoides de las placas de Peyer de los jerbos 
no singénicos del grupo control y experimental (Tabla 1) y con las fracciones antigénicas de 
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G. lamblia de la clona C5 de 28-23 kDa, 23-20 kDa y de 20-17 kDa, que promovieron la 
proliferación en las células linfoides de las placas de Peyer de los jerbos singénicos del grupo 
control y experimental (Tabla 2). 

En la Tabla 1 se muestran los rangos de Mr de las fracciones antigénicas preparadas a partir del 
ECM de los trofozoítos de G. lamblia UAM-II que estimularon a las células linfoides provenientes 
de los jerbos no singénicos infectados con los trofozoítos de G. lamblia del aislado UAM-11, asi 
mismo se muestra el efecto de estos antígenos sobre las células linfoides de los jerbos no 
infectados del control. 

En esta tabla puede observarse que hubo una respuesta linfoproliferativa en las células linfoides 
de bazo y de los nódulos linfoides mesentéricos de los jerbos del grupo experimental, ante las 
mismas fracciones antigénicas de Mr de 40-33 kDa, 33-28 kDa, 28-23 kDa y 23-20 kDa. En el 
caso de las células linfoides de los animales del grupo control, no se observó una respuesta 
proliferativa frente a estas mismas fracciones. 

Al igual que las células del bazo y de los nódulos linfoides mesentéricos, las células linfoides de 
las placas de Peyer del grupo experimental de jerbos, respondieron ante las fracciones de Mr de 
40-33 y 33-28 kDa. Puede observarse que la fracción de 23 -20 kDa indujo una respuesta 
proliferativa de las células linfoides de las placas de Peyer, tanto en los animales del grupo 
control como del experimental. Este efecto se observó con la fracción de 87 a 73 kDa la cual 
también estimuló a las células de las placas de Peyer de ambos grupos estudiados. Cabe 
destacar que las fracciones de 40-33 kDa y de 33-28 kDa solo estimularon a las células del 
bazo, nódulos linfoides mesentéricos y de las placas de Peyer de los jerbos del grupo experimental. 

En la Tabla 2 se muestra la respuesta proliferativa in vitro inducida por diferentes fracciones 
antigénicas de los trofozoítos de G. lamblia de la clona C5 sobre de las células linfoides 
provenientes de jerbos singénicos infectados con los trofozoítos de G. lamblia de la clona C5, 
así mismo se muestra el efecto de estas fracciones sobre las células linfoides de los animales del 
grupo control. 

Puede observarse que hubo 4 fracciones de 73-62 kDa, 46-40 kDa, 40-33 kDa y de 33-28 kDa 
que estimularon a las células linfoides de los tres órganos ensayados provenientes de los jerbos 
del grupo experimental. Las fracciones de 40-33 kDa y de 33-28 kDa fueron al parecer 
inmunodominantes, ya que se expresaron tanto en el aislado UAM-I1 como en la clona C5 y 
además estimularon solo a las células linfoides de los jerbos singénicos y no singénicos del 
grupo experimental respectivo. 

También se puede observar que la fracción de 87 -73 kDa estimuló a las células linfoides del 
bazo provenientes de los animales del grupo experimental, otra fracción de 62-54 kDa estimuló 
a las células de los nódulos linfoides mesen céricos de este mismo grupo de animales. 

Por otra parte la fracción de 20-17 kDa indujo una respuesta proliferativa en las células de los 
nódulos linfoides mesentéricos y de las placas de Peyer de los jerbos singénicos infectados, sin 
embargo, también estimuló a las células linfoides de las placas de Peyer de los jerbos del 
grupo control correspondiente. 
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En cuanto a las fracciones de 28-23 kDa y de 23-20 kDa puede observarse que estimularon a 
las células linfoides provenientes de las placas de Peyer de los jerbos singénicos tanto del grupo 
control como del experimental. 

En las Figuras 12 a 17 se muestran los índices de estimulación de las células linfoides aisladas 
de los jerbos del grupo control y experimental, ante la adición de las 15 fracciones antigénicas 
de los trofozoítos de G. lamblia unidas a partículas de papel de nitrocelulosa, y se incluye el 
valor del índice de estimulación obtenido con 10 µg de proteína del control de Ag.tot. particulado. 
Se puede ver que los resultados expresados en forma de índices de estimulación de las fracciones 
que dieron lugar a una respuesta proliferativa coinciden con los presentados en las Tablas 1 y 
2 en forma de promedios de cpm. 

El valor promedio de los índices de estimulación de las fracciones que no dieron lugar a una 
respuesta proliferativa, en las células linfoides del grupo experimental y control de ambas cepas 
de jerbos fué de 1 y en contra de los resultados esperados, en ningún caso de observó una 
respuesta proliferativa en las células linfoides de las dos cepas de jerbos analizadas con el 
antígeno total puesto que, el índice de estimulación obtenido con dicho antígeno fué 
consistentemente menor a 2 en todos los casos. (Figuras 12 a 17). 

En la Figura 14 puede observarse que las fracciones de 87-73 kDa y de 23-20 kDa de los 
trofozoítos de G. lamblia del aislado UAM-II, dieron lugar a un índice de estimulación en las 
células linfoides de las placas de Peyer de los jerbos no singénicos del grupo control de mayor 
magnitud, que el obtenido en las células de los jerbos del grupo experimental. Sin embargo en 
la Tabla 1 se puede ver que, el promedio de cpm obtenido en las células linfoides de las placas 
de Peyer de los jerbos del grupo control y experimental, ante la adición de la fracción de 87-
73 kDa fué respectivamente de 18073 y 19920, es decir son valores muy cercanos, lo mismo se 
observó con la fracción de 23-20 kDa con la cual se obtuvieron valores promedio de cpm de 
7662 y 8900 que respectivamente correspondieron a las células del grupo control y experimen-
tal. Estos resultados aparentemente contradictorios residen en que, el valor promedio de cpm 
obtenido en el control de NC de las células linfoides de las placas de Peyer de los jerbos no 
singénicos del grupo control fué menor (X=640 Tabla 1), que el obtenido con los jerbos del 
grupo experimental cuyo valor del control de NC fué de 2785 (Tabla 1), dando como resultado 
que, el valor del índice estimulación en las células linfoides de dichos animales del grupo 
control, calculado como la relación del promedio (X) de las cpm de las fracciones probadas 
entre el valor X de cpm del control de NC correspondiente, fuese mayor que el índice de 
estimulación obtenido en las células de los jerbos del grupo experimental. Lo anterior también 
se observó con la fracción antigénica de 20-17 kDa de los trofozoítos de G. lamblia de la clona 
C5 sobre las células linfoides de las placas de Peyer de los jerbos del grupo control (Figura 17), 
cuyo valor X de cpm del control de NC (Tabla 2) fué de 634, mientras que el correspondiente 
al grupo experimental fué de 1400 (Tabla 2). 
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Figura G. Cinética de eliminación de quistes por jerbos infectados con trofozoitos de G. lamblia del aislado UAM-II. Jerbos mongólicos 
machos no singenicos de 4 a 6 semanas de edad fueron infectados por vía i.g. con 2x10‘ trofozoitos de G. lamblia del aislado UAM-
II. A diferentes tiempos después de la infección se cuantificaron los quistes expulsados en las heces de acuerdo a lo descrito en 
Material y Métodos. Cada punto representa el resultado del examen CPS cuantitativo obtenido de las heces de los animales y el tope 
de las barras indica el promedio de quistes eliminados en el dla postinfección correspondiente. 
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Figura 7. Cinética de eliminación de quistes por 3 jerbos no singénicos del grupo control infectados con Giardia spp. Jerbos mongólicos 
machos no singénicos de 4 a 6 semanas de edad fueron tratados por via i.g. con PBS estéril. A diferentes tiempos después del 
tratamiento se cuantificaron los quistes expulsados en las heces de acuerdo a lo descrito en Material y Métodos. Cada punto representa 
el resultado del exámen CPS cuantitativo obtenido en las heces de los animales y el tope de las barras indica el promedio de quistes 
eliminados en el día postinfección correspondiente. 
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Figura 8. Cinética de eliminación de quistes por jerbos infectados con trofozoitos de G. lamblia de la clona C5. Jerbos mongólicos 
machos singénicos de 4 a 6 semanas de edad fueron infectados por via i.g. con 1 x10' trofozoitos de G. lamblia de la dona CS. 
A diferentes tiempos después de la infección se cuantificaron los quistes expulsados en las heces de acuerdo a lo descrito en Material 
y Métodos. Cada punto representa el resultado del examen CPS cuantitativo obtenido de las heces de los animales y el tope de las 
barras indica el promedio de quistes eliminados en el dla postinfección correspondiente. 
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Figura 9. Cinetca de eliminación de quistes por 3 jerbos singénicos del grupo control infectados con Giardia spp. Jerbos mongólicos 
machos singenicos de 4 a 6 semanas de edad fueron tratados por via i.g. con PBS estéril. A diferentes tiempos después del tratamiento 
se cuantificaron los quistes expulsados en las heces de acuerdo a lo descrito en Material y Métodos. Cada punto representa el 
resultado del examen CPS cuantitativo obtenido en las heces de los animales y el tope de las barras indica el promedio de quistes 
eliminados en el dia postinfección correspondiente. 
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Figura 10. Análisis electroforético del ECM de trofozoitos de G. lamblia Los ECM de 6 lamblia de la clona C5 (carril 13) y del aislado 
UAM•II (carril C) fueron obtenidos de acuerdo a lo descrito en Material y Métodos. Estos extractos se analizaron por PAGE•SD5 en 
geles de poliacrilmida al 10%. En la figura se muestra también la electrotransferencia a papel de NC del ECM de los trofozoitos de 
G. lamblia de la clona C5 (carril D) y del aislado UAM•II (carril E). El peso molecular expresado en kilodaltones (kDal de las proteínas 
empleadas como estándares se muestra a la izquierda de la figura. 
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Figura 11. Patrón antigénico del ECM de trofozoitos de G. lamblia obtenidos por electrotransferencia a papel de NC. Los ECM de 
G. lamblia de la clona CS (carril 8) y del aislado UAM•ll (carril C) fueron obtenidos de acuerdo a lo descrito en Material y Métodos. El 
perfil de proteínas de la clona C5 (carril 8) y del aislado UAM•II (carril C) se dividió en varias fracciones (1 a 15) considerando los 
rangos de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones (kDal. los pesos moleculares de las proteinas empleadas como 
controles se indican a la izquierda de la figura 
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Resultados 
Bazo 

Fracción 
Rango Mr 
kDa 

Control Experimental 

X CPM DS X CPM DS 

40-33 1315 291 10563 2320 
33-28 1948 622 14240 1574 
28-23 1362 351 17363 3546 
23-20 2883 993 15434 2243 
NC 1584 340 3098 708 
RPMI 1077 75 1723 496 

Nódulos linfoides mesentéricos 

Fracción 
Rango Mr 
kDa 

Control Ex • erimental 

X CPM DS X CPM DS 

40-33 457 98 12412 3882 

33-28 476 104 13361 2130 
28-23 470 102 13808 2313 
23-20 1202 398 19013 5182 
NC 626 145 2638 850 
RPMI 399 89 1419 303 

Placas de Peyer 

Fracción 
Rango Mr 
kDa 

Control Experimental 

X CPM DS X CPM DS 

87-73 18073 3235 19920 4259 

40-33 460 103 23400 8275 

33-28 774 266 6910 302 
23-20 7662 2430 8900 2108 

NC 640 134 2795 858 
RPMI 425 102 1516 172 

Tabla 1. Respuesta proliferativa inducida por las fracciones antigénicas de los trofozoítos de G. lamblia del aislado UAM-II, sobre las 
células linfoides de los jerbos no singénicos sin infectar (CONTROL) y de los jerbos no singénicos infectados i.g. con trofozortos de G. 
lamblia de dicho aislado (EXPERIMENTAL). Las células se obtuvieron 75 días después de iniciar el experimento y los resultados 
muestran el promedio (X) del triplicado de las cpm y la desviación estándar (D5), obtenidas al incubar los cultivos durante 18 horas con 
timidina PHI usada como marcador de proliferación celular. Asi mismo se muestran los valores basales de la radioactividad del control 
de papel de nitrocelulosa (NC) y del medio de cultivo RPMI, asi como, el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones 
( kDa) de las fracciones antigénicas que evocaron la respuesta proliferativa de las células linfoides de bazo, (Mulos linfoides mesentéricos 
y de las placas de Peyer. Esta respuesta fue considerada positiva si el valor X de la fracción fue mayor al valor de X más 4 DS del control 
de NC respectivo. Sólo se tomaron en cuenta aquellas fracciones cuyo valor de D5 fue igual o menor al 35% de su valor X (130). 
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Resultados 

Bazo 

Fracción 
Rango Mr 
kDa 

Control Experimental 

X CPM DS X CPM DS 

87-73 1580 261 11620 2971 
73-62 2080 726 7964 893 
46-40 1076 94 14460 4407 
40-33 1491 201 10048 1830 
33-28 463 124 13340 4094 
NC 1269 186 3273 946 
RPMI 908 178 1558 258 

Nódulos linfoides mesentéricos 

Fracción 
Rango Mr 
kDa 

Control Experimental 

X CPM DS X CPM DS 

73-62 739 205 10843 1599 
62-54 808 206 7040 1405 
46-40 862 270 5630 360 
40-33 714 162 8975 1289 
33-28 869 215 6787 1692 
20-17 739 203 6040 763 
NC 616 201 2606 618 
RPMI 309 95 323 101 

Placas de Peyer 

Fracción 
Rango Mr 
kDa 

Control Experimental 

X CPM DS X CPM DS 

73-62 399 112 6405 1157 
46-40 608 113 6796 1327 
40-33 450 104 7697 1290 
33-28 589 182 6678 1871 
28-23 1407 177 4816 1233 
23-20 1414 209 4592 1001 
20-17 2048 293 3780 719 
NC 634 127 1400 406 
RPMI 327 106 1207 309 

Tabla 2. Respuesta proliferativa inducida por las fracciones antigénicas de los trofozoítos de G. lamblia de la clona C5, sobre las 
células linfoides de los jerbos singénicos sin infectar (CONTROL) y de los jerbos singénicos infectados i g. con trofozoitos de G. lamblia 
de dicha clona (EXPERIMENTAL). las células linfoides se obtuvieron 75 días después de iniciar el experimento y los resultados 
muestran el promedio (X) del triplicado de las cpm y la desviación estándar (DS), obtenidas al incubar los cultivos durante 18 horas 
con timidina (3ii] usada como marcador de proliferación celular. Asi mismo se muestran los valores basales de la radioactividad del 
control de papel de nitrocelulosa INC) y del medio de cultivo RPMI, así como, el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en 
kilodaltones ( kDa) de las fracciones antigénicas que evocaron la respuesta proliferativa de las células linfoides de bazo, nódulos 
linfoides mesentéricos y de las placas de Peyer. Esta respuesta fue considerada positiva si el valor X de la fracción fue mayor al valor 
de X más 4 DS del control de NC respectivo. Sólo se tomaron en cuenta aquellas fracciones cuyo valor de DS fue igual o menor al 35% 
de su valor X (130). 
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Figura 12. Indices de estimulacion de cultivos de células lintoldes oe bazo de jerbos no singentcos, obtenidos al adicionar fracciones 
antigenicas de trofozoitos de G. lamblia UANI-11. En el eje de las ordenadas se señala el indice de estimulacion (LE.) y en el eje de las 
abscisas el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kuodaltones (kDa) de las 15 fracciones ensayadas El tope de las 
barras señala el I.E de las células de los jerbos del grupo control (barras blancas) y del grupo experimental (barras negras) obtenido 
al probar individualmente las 15 fracciones y el control de Ag.tot. El valor del I.E. de este último corresponde a la concentración de 10 
pg de proteína del ECM oe los trofozoltos Todos los antigenos probados fueron preparados de acuerdo a lo descrito en Material y Métodos 
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Figura 13. Indices de estimulación de cultivos de células de nódulos linfoides mesentericos de lerbos no singenicos, obtenidos al 
adicionar fracciones antigenicas de trofozoltos de G. lamblia UAM-II. En el eje de las ordenadas se señala el indice de estimulación 
(I.E.) y en el ele de las abscisas el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones ikDal de las 15 fracciones 
ensayadas. El tope de las barras señala el I.E. de las células de los jerbos del grupo control (barras blancas) y del grupo experimental 
(barras negras) obtenido al probar individualmente las 15 fracciones y el control de Ag.tot. El valor del I .E. de este ultimo corresponde 
a la concentración de 10 pg de proterva del ECM de los trofozoitos. Todos los antígenos probados fueron preparados de acuerdo a lo 
descrito en Material y Métodos. 
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Figura 13. Indices de estimulación de cultivos de células de nódulos linfoides mesentericos de jerbos no singénicos, obtenidos al 
adicionar fracciones antigenicas de trofozoltos de G. lamblia UAM-II. En el eie de las ordenadas se señala el indice de estimulación 
(11.1 y en el ele de las abscisas el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones (kDal de las 15 fracciones 
ensayadas El tope de las barras señala el I.E. de las células de los jerbos del grupo control (barras blancas) y del grupo experimental 
(barras negras) obtenido al probar individualmente las 1 5 fracciones y el control de Ag.tot. El valor del I.E. de este ultimo corresponde 
a la concentración de 10 lig de proterva del ECM de los trofozoitos. Todos los antrgenos probados fueron preparados de acuerdo a lo 
desamo en Matenal y Métodos. 
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Figura 14. Indices de estimulación de cultivos de células linfoides de placas de Peyer de jerbos no singenicos obtenidos al adicionar 
fracciones antigénicas de trofozoitos de G. lamblia UAM-II. En el ele de las ordenadas se señala el índice de estimulación (LE.) y en el 
ele de las abscisas el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones ikDa) de las 15 fracciones ensayadas. El tope 
de las barras señala el I.E. de las celulas de los jerbos del grupo control (barras blancas) y del grupo experimental (barras negras) 
obtenido al probar individualmente las 15 fracciones y el control de Ag.tot. El valor del I.E. de este último corresponde a la concentración 
de 1018 de proterva del ECM de los trofozoitos Todos los antgenos probados fueron preparados de acuerdo a lo desuño en Material y Métodos 
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Figura 15. Indices de estimulación de cultivos de células linfoides de bazo de jerbos singenicos, obtenidos al adicionar fracciones 
antigenicas de trofozoltos de G. lamblia de la clona C5. En el ero de las ordenadas se señala el indice de esti mulacion (I.E.) yen el ele 
de las abscisas el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones (kDa) de ros 15 fracciones ensayadas. El tope de 
las barras señala el I.E. de las células de los jerbos del grupo control (barras blancas) y del grupo experimental (barras negras) 
obtenido al probar individualmente las 15 fracciones y el control de Ag.tot. El valor del E. de este último corresponde a la concentración 
de 10 pg de proteína del ECM de los uofoeoltos Todos los anbgenos probados fueron preparados de acuerdo a io descrito en Matenal y Métodos 
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Figura 16. Indices de estimulación de cultivos de células de nódulos linfoides mesentéricos de jerbos singénicos, obtenidos al 
adicionar fracciones antigenicas de trofozoitos de G. lamblia de la dona CS. En el eje de las ordenadas se señala el indice de 
estimulación (LE.) y en el eje de las abscisas el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones (kDa) de las 15 
fracciones ensayadas. El tope de las barras señala el LE. de las celulas de los jerbos del grupo control (barras blancas) y del grupo 
experimental (barras negras) obtenido al probar individualmente las 15 fracciones y el control de Ag.tot. El valor del I.E. de este ultimo 
corresponde a la concentración de 10 mg de proteína del ECM de los trofozoitos Todos los antígenos probados fueron preparados de acuerdo a 

descnto en Material y Métodos 
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Figura 17. Indices de estimulación de cultivos de células linfoides de placas de Peyer de jerbos singénicos, obtenidos al adicionar 
fracciones anugenicas de trofozoitos de G. Iamblia de la dona C5. En el eje de las ordenadas se señala el indice de estimulación (LE.) 
y en el eje de las abscisas el rango de peso molecular relativo (Mr) expresado en kilodaltones (kDa) de las 15 fracciones ensayadas. 
El tope de las barras señala el I.E. de las celulas de los jerbos del grupo control (barras blancas) y del grupo experimental (barras 
negras) obtenido al probar individualmente las 15 fracciones y el control de Ag.tot. El valor del I.E. de este último corresponde a la 
concentración de 10 og de proterva del ECM de los trofozoitos. Todos los antigenos probados fueron preparados de acuerdo a lo descrito 
en Material y Métodos. 
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Discusión 

Como resultado de diversos mecanismos de adaptación en el huésped desarrollados a lo largo 
de su proceso evolutivo (97), Glamblia se caracteriza por ser un parásito habitualmente no 
invasor que se establece de manera preferencial en el lumen del intestino (136). Esta capacidad 
colonizadora circunscrita al intestino delgado contribuye a que este organismo patógeno induzca 
predominantemente una respuesta inmune local implicada en mecanismos de la erradicación 
intestinal de dicho parásito. (17,100). Estos mecanismos que al parecer dependen de la activación 
y proliferación in vivo de células linfoides intestinales inducidas por moléculas derivadas por G. 
lamblia (123,129), pueden estudiarse en el modelo de giardiosis experimental usando jerbos 
(131), ya que estos animales al igual que el humano, son susceptibles a la infección con G. 
lamblia y además son capaces de resolverla eficientemente (136). 

Con base en el modelo de giardiosis experimental en el jerbo, en el presente trabajo se logró 
evaluar en forma comparativa, las fracciones antigénicas de los trofozoítos de G. lamblia de la 
clona C5 y del aislado UAM-II, que estimularon respectivamente una respuesta proliferativa in 
vitro de las células linfoides de jerbos singénicos y no singénicos, que fueron capaces de re-
solver la giardiosis inducida con los trofozoítos cuyas fracciones antigénicas se probaron en los 
ensayos de proliferación. 

De acuerdo a los resultados presentados en las Figuras 12 a 17 se puede ver que no hubo 
respuestas proliferativas alogénicas (148), debidas a las diferencias antigénicas de las moléculas 
del CPH expresadas en las células linfoides de los jerbos no singénicos, puesto que la 
incorporación de timidina ['H) en el control de RPMI así como en varias fracciones particuladas 
fue baja (Tablas 1 y 2). Tampoco se observó proliferación de las células linfoides provenientes 
de los jerbos infectados con ninguno de los controles de antígeno total probados. Aún cuando 
la ausencia de la respuesta proliferativa del control de antígeno total pudo ser el resultado de 
un efecto de concentración de dicho antígeno, es posible que esta falta de respuesta haya sido 
generada por la mayor representación de moléculas que promovieron la inhibición de respuestas 
proliferativas en relación con aquellas que evocaron proliferación dando como resultado final 
un efecto predominantemente supresor de dicho control (comunicación personal de la Dra. 
Emma 1. Melendro). 

En contraste con la ausencia total de la respuesta linfoproliferativa de las células ante el control 
de antígeno total particulado, se pudo observar que las fracciones de 40-33 kDa y 33-28 kDa 
de los trofozoítos de G. lamblia del aislado UAM-II y de la clona C5, estimularon la proliferación 
de las células de todos los órganos linfoides aislados de los jerbos del grupo experimental 
correspondiente (Tablas 1 y 2). Esto sugiere que dichas fracciones contenían moléculas de la 
misma especificidad antigénica, al parecer inmunodominantes, expresadas tanto en los 
trofozoítos de G. lamblia del aislado UAM-II como en la clona C5. 

Con excepción de las fracciones antigénicas de 40-33 kDa y 33-28 kDa, que dieron lugar a una 
respuesta linfoproliferativa que coincidió en ambas cepas de jerbos infectados, se observó una 
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Discusión 
gran diversidad de la respuesta linfoproliferativa entre el aislado UAM-I1 y la clona C5, que se 
reflejó no solo en cuanto al número de fracciones que dieron lugar a la estimulación sino en 
otros aspectos como 1) la estimulación selectiva de las células linfoides de bazo y nódulos 
mesentéricos de los jerbos singénicos infectados con las fracciones de la clona C5 de 87-73 
kDa y de 62-55 kDa respectivamente; 2) la estimulación de las células linfoides aisladas de los 
jerbos infectados con las fracciones de 73-62 kDa y de 46-40 kDa de la clona C5 (Tabla 2) las 
cuales contribuyeron a que un mayor número de éstas promovieran una respuesta proliferativa 
sobre todas las células linfoides de los jerbos singénicos infectados en comparación con las dos 
únicas fracciones de 40-33 kDa y 33-28 kDa (Tabla 1) del aislado UAM-II que dieron lugar a la 
estimulación de las células de jerbos no singénicos infectados. 

Esta gama de respuesta observada entre estos dos grupos de jerbos infectados fue generada 
quizás por la diversidad antigénica de las moléculas del CPH que pudieron contribuir a que la 
representación de los linfocitos T no respondedores de los animales no singénicos del grupo 
experimental fuese mayor que la población de linfocitos reactivos dando como resultado final 
una respuesta proliferativa predominantemente negativa ante las fracciones antigénicas que si 
estimularon la respuesta de las células linfoides de los jerbos singénicos infectados (Tabla 1 y 2). 

Por otro lado, pudo ser el resultado de las diferencias en la concentración y/o expresión de 
antígenos contenidos en las fracciones antigénicas, puesto que se han demostrado cambios en 
la expresión de antígenos de G. lamblia in vitro (142) e in vivo (147). Estas divergencias en la 
expresión de antígenos se manifiestaron al parecer en el ensayo de proliferación, pero no se 
pudieron observar en el gel donde se separaron electroforéticamente los ECM de los trofozoítos 
de G. lamblia del aislado UAM-11 y de la clona C5 (Figura 10). Esto último pudo deberse a que 
el método de tinción con azul de Coomasie de las bandas separadas no fue lo suficientemente 
sensible para revelar las diferencias en la expresión de proteínas de dichos parásitos, las cuales 
pudieron haber sido detectadas al utilizar el método de tinción argéntica, mediante el cual ha 
sido posible distinguir perfiles de expresión de proteínas diferentes entre dos donas de trofozoítos 
de G. lamblia (141). Además cabe la posibilidad de que aún cuando las proteínas presentes en 
estas fracciones se expresaron en forma similar es factible que hayan sido antigénicamente diferentes. 

Junto con la diversidad antigénica tanto del CPH como de los trofozoítos, la reactividad 
heterogénea de las células linfoides de los órganos estudiados en ambas cepas de jerbos del 
grupo experimental pudo surgir también como consecuencia de la absorción diferencial de 
antígenos de los trofozoítos de G. lamblia del aislado y de la clona en el intestino de los 
animales de las dos cepas estudiadas. Esto último se basa en que, a pesar de ser un parásito 
eminentemente no invasor, G. lamblia puede evocar la respuesta sistémica del huésped al 
liberar en el lumen intestinal, moléculas de su mosaico antigénico que al absorberse a nivel de 
la mucosa, pueden alcanzar la circulación (35) a través de la vena porta, hasta llegar a los 
órganos linfoides periféricos como bazo, para dar lugar a la activación y proliferación de las 
células presentes en dichos órganos. 

Otro proceso fisiológico que pudo contribuir también a la diversidad de la respuesta proliferativa 
de las células linfoides de los jerbos infectados en ambas cepas, implica la migración y localización 
diferencial de las células de memoria generadas en las placas de Peyer, como consecuencia de 
la estimulación primaria in vivo de células linfoides con antígenos luminales liberados en el 
microambiente, una vez ocurrido el establecimiento de G. lamblia en el intestino de los animales 
infectados (71). Aunque existen datos contradictorios, se ha propuesto que en términos gen-
erales, los antígenos luminales liberados por organismos habitualmente no invasores como G. 
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lamblia, inducen predominantemente la activación de las células link 	 • er, 
placas de Peyer en donde se generan células de memoria las cuales puf 	 n • q t, 
indefinidamente dependiendo de las condiciones del microambiente u • • • r. .r..11 Le , 	tonos se 
ha observado que estas células de memoria empiezan a circular tres s, ir.1, Clesues cle si, 
generación (71) y eventualmente migran hacia los nódulos linfoir' 	-iesentericos para 
establecerse de modo preferencial en la lámina propria de los los órgai . 	retares ( 	De 
acuerdo a esto último, se podría sugerir que como consecuencia de la rT 	,tán de las celular 
de memoria generadas en las placas de Peyer ocurrida alrededor del ..'") 	se reduje el 
número de estas poblaciones celulares presentes en las placas de Peyer de 	ir 	no singénicos 
infectados. Esto daría lugar a que un menor número de fracciones 	 del aislado 
indujera la respuesta proliferativa in vitro de las células linfoides de 	.._)ia(.w; de Peyer En 
comparación con lo anterior, puede observarse que las células de b, ) y nódulos linfoides 
mesentéricos de estos jerbos no singénicos infectados fueron estim 3lits con una mayor 
cantidad de fracciones antigénicas del aislado UAM-II (Tabla 1) lo cual sug 	las poblaciones 
celulares de memoria reactivas contra esas fracciones se establecieron et 	 en dichos 
órganos alrededor del 750  día p. i. 

Esto último contrasta con los datos presentados en la Tabla 2 en la cual puede observarse que 
las células de las placas de Peyer de los jerbos singénicos infectados respondieron a las fracciones 
de la clona C5 que estimularon la respuesta proliferativa de las células linfoides del bazo 
nódulos solamente del grupo de jerbos infectados. Lo anterior sugiere que aparentemente-
hacia el 75 día pi había células de memoria reactivas hacia estas fracciones de la dona <15 )..r. 
las placas de Peyer de estos animales singénicos y además su migración v establecirnienrG 
hacia el bazo y nódulos linfoides mesentéricos fue eficiente. 

Por otra parte, en este trabajo se observó una respuesta proliferativa de las relulas linfoides de 
placas de Peyer del grupo control de jerbos de ambas cepas lo cual coinurie con, lo reportado 
en otro trabajo basado en el modelo murino de giardiosis neonatal, en el cual se encontró una 
respuesta proliferativa de linfocitos T CD4+ aislados de las placas de Peyer de los ratones del 
grupo control ante fracciones de 80, 30 y 17 kDa obtenidos de trofozoltos de G. larnblia de la 
clona GS (130). Es importante hacer notar que cuando los resultados se expresaron como 
índices de estimulación, el efecto de las fracciones de 20-17 kDa de la clon.) C S (Figura 17) y de 
87-73 kDa y de 23-20 kDa de la cepa UAM-Il (Figura 14) parece mucho may..)i.  „obre las celular 
de las placas de Peyer de los animales control respecto a los infectado). . pero cuando se 
comparan las cpm obtenidas en estos dos grupos (Tabla 1 y 2) se observi wie. son similr 
Esto se debe a que las cpm banales (en presencia de RPMI o nitrocelulc sub) de las cé 
linfoides provenientes de los jerbos infectados de ambas cepas fueron más r que las .obtc 
en las células de los animales del grupo control, debido a que las células de os jerbos infect,, 
fueron al parecer estimuladas in vitro e in vivo por antígenos de Giardia que no fueron eliminados 
por dichos animales antes de llevarse a cabo el ensayo de proliferación. Esta fespues-ta proliferativa 
limitada a las células linfoides de las placas de Peyer de los jerbos no infecte,dos, pudo ser el 'e-
sultado de una escasa o nula migración hacia el bazo y nódulos linfoides esentéricos de lin-
focitos sensibilizados con antígenos de reacción cruzada (148) o por la pi ?,1CiA de linfocirns 
T y/8+ CD8+ aa + presentes en las placas de Peyer (78) que al diferencie., 	);Itu pierde'''. la 
capacidad de recircular a otros órganos (153). Estas células son capaces de 	,)r antígeno', 
sin que medie la restricción de las moléculas del CPH (152) y es por ello que f  r 	en antígenos 
altamente conservados como ocurre con las proteínas de choque térrnic.-) 	'Ales se naii 
demostrado en cultivos de trofozoítos de G. lamblia sometidos a cambios bri.si.,-.,s1.‘) • 	- 

de incubación (145,146) y cuyos pesos moleculares de 30, 65, 70 83 y 
al de las fracciones antigénicas observadas del aislado y de la clona C5 	u.arur, la; 
células de placas de Peyer de los jerbos del grupo control de ambas cej; 



Discusión 
Otros resultados que coinciden con los reportados por otros autores muestran que análogamente 
a lo observado en este trabajo en donde se observó una respuesta proliferativa con fracciones 
de cuyo peso molecular máximo fue de 87 kDa , B. Gottstein y cols. (22) reportaron que el peso 
molecular de las fracciones antigénicas de trofozoitos de G. lamblia que promovieron una 
respuesta proliferativa de los linfocitos de sangre periférica de individuos infectados con G. 
lamblia fue menor a 85 kDa, y al igual a lo observado con el aislado UAM-II y la clona C5, estos 
autores reportaron que la reactividad de las fracciones antigénicas entre dos clonas de trofozoítos 
de G. lamblia fue muy variable. 

Por otra parte, otros resultados de la presente investigación difieren de los encontrados en el 
modelo de giardiosis murina neonatal, utilizando como agente infectante a trofozoítos de G. 
lamblia de la clona GS (130), en cuanto a que en los ratones no hubo una respuesta proliferativa 
de células linfoides de bazo y nódulos linfáticos periféricos, solamente las células linfoides de 
las placas de Peyer, fueron capaces de proliferar con fracciones antigénicas de los trofozoítos 
de G. lamblia de dicha clona con fracciones antigénicas de peso molecular entre 200-75 kDa y 
menores a 50 kDa. Es probable que la ausencia de proliferación de las células linfoides de bazo 
y nódulos linfoides mesentéricos de los ratones neonatos infectados, haya ocurrido debido a 
la escasa o nula migración de las células de memoria generadas en las placas de Peyer de estos 
animales o bien a una deficiente absorción antigénica a nivel intestinal de estos ratones neonatos. 
Sin embargo, no puede descartar que la especie y edad de los animales influyó en la respuesta 
proliferativa limitada a las placas de Peyer de los ratones neonatos infectados, ya que en 
términos generales las células linfoides aisladas en la edad temprana responden menos a la 
estimulación antigénica en relación con las células obtenidas en la edad adulta. 

En contraste con lo observado en las fracciones antigéricis de la clona de trofozoítos de G. 
lamblia GS utilizada en el modelo murino neonatal (130), en el presente trabajo no se encontró 
una respuesta a fracciones de 200 kDa de peso molecular debido quizás a la variación 
antigénica que influyó para que la expresión de estas moléculas de 200 kDa en la clona GS 
haya sido mayor que lo observado en la clona C5 y en aislado UAM-II. 

De acuerdo a los resultados preliminares obtenidos en el presente trabajo se puede decir que 
con base en dos diferentes sistemas de infección experimental utilizando al jerbo como animal 
de experimentación y como agentes infectantes a los trofozoítos de G. lamblia del aislado 
UAM-II y a la clona C5 , fue posible observar que las fracciones antigénicas de estos cultivos de 
trofozoítos, dieron lugar a diferentes perfiles de estimulación de las células linfoides aisladas de 
varios órganos. También fue posible observar que dos fracciones 40-33 kDa y de 33-28 kDa de 
los trofozoítos de G. lamblia del aislado y de la clona, estimularon la respuesta proliferativa de 
las células linfoides de tres órganos analizados provenientes de los jerbos infectados de ambas cepas. 

Estudios futuros podrían ayudar a definir si dentro de este grupo de moléculas de 40-33 kDa y 
de 33-28 kDa, están presentes antígenos que sean capaces de generar una respuesta de 
memoria de larga duración tal y como se observó con un antígeno de 31 kDa de los trofozoítos 
de G. lamblia de la clona GS que fue capaz de inducir una respuesta proliferativa de las células 
T CD4+ de sangre periférica de un sujeto sano adulto, quién adquirió en forma natural una 
gastroenteritis causada por G. lamblia 6 años antes del estudio (22). 
También sería interesante evaluar si dichas moléculas inmunodominantes de 40-33 kDa y de 
33-29 kDa tienen alguna relación con ciertos antígenos comunes de 33 kDa (151) y de 32 kDa 
(144) presentes en diversos aislados de trofozoítos de G. lamblia que podrían pertenecer a un 
grupo de moléculas inmunodominantes denominadas giardinas (149) cuyo peso molecular se 
ubica entre los 29-38 kDa (150). 
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Discusión 
Por otra parte, seria relevante estudiar si estas dos fracciones antigénicas inmunodominantes 
expresadas en el aislado UAM-I1 y de la clona C5, están implicadas en la generación de una 
respuesta inmune humoral local. Si bien en humanos el papel de esta respuesta local humoral 
en la erradicación luminal del parásito no está muy clara, en ratones infectados con G. mutis se 
ha observado que la eliminación intestinal de los trofozoítos está asociada con la presencia de 
IgA en secreciones intestinales de estos ratones infectados, dirigida contra un antígeno de 30 
kDa del parásito (110) cuyo peso molecular se podría ubicar dentro del rango de peso molecu-
lar de las fracciones inmunodominantes de 44-33 y 33-28 kDa reportadas en el presente trabajo. 

De acuerdo a todo lo antes comentado, se puede concluir que el modelo de giardiosis experi-
mental en jerbo empleado en el presente trabajo, fue util para evaluar la respuesta 
linfoproliferativa de células linfoides de los animales infectados ante fracciones antigénicas de 
los trofozoítos de G. lamblia. Estas últimas podrían ser analizadas para caracterizar a la(s) 
molécula(s) al parecer inmunodominantes, implicadas en inducir la respuesta linfoproliferativa 
, y prospectivamente estudiar a los genes responsables de la codificación de dicha(s) molécula(s), 
para confirmar a nivel molecular su papel en la proliferación de las células linfoides implicadas 
en la reducción parasitaria a nivel intestinal y en la generación de una respuesta de memoria 
que al parecer participa en protección del huésped frente a la giardiosis sintomática. 
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Anexos 

Reactivos, soluciones y medios de cultivo 

1) Medio axénico TYI-S-33 suplementado con suero y bilis bovina (154) 

Para preparar un volumen de 100 ml de medio se utilizaron los siguientes reactivos : 

a) Biosate (Bioxon) 	  3 g 

b) Glucosa (Bioxon) 	 1 g 

c) Fosfato dibásico de potasio (K2 HPO4  Merck de México) 	 100 mg 

d) Fosfato monobásico de potasio (KH2 P0, Merck) 	 60 mg 

e) Cloruro de sodio (NaCI Merck) 	  200 mg 

f) Hidrocloruro de cisteína monohidratada (Bioxon) 	  200 mg 

g) Acido ascórbico 	  20 mg 

h) Agua bidestilada 	  75 ml 

Después de disolver los componentes, se ajustó el pH de la mezcla entre 7.0 y 7.2 adicionando 
una solución acuosa de hidróxido de sodio (Na OH Merck) 1N y después se añadió : 

i) Citrato férrico/amonio (Merck) 	  2.28 mg 

Posteriormente se filtró la mezcla usando papel Whatman del No. 1 y el filtrado resultante se 
ajustó a un volumen de 85 ml con agua bidestilada y se esterilizó en el autoclave a 15 lb de 
presión y 121°C durante 15 minutos, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se suplementó 
con los siguientes componentes: 

j) Bilis bovina deshidratada (Bioxon de México)    10 mg/ml 

k) Suero bovino (Hyclone Laboratories Inc. Logan Utha USA) 
calentado a 56'C durante 30 minutos para descomplementarlo 	10 ml 

Preparada la mezcla se envasó en tubos o matraces en condiciones de esterildad y se mantuvo 

en refrigeración hasta su uso. 

2) Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.4 

Se preparó con 0.15 M de cloruro de sodio (NaCI Merck de México), 8.40 mM de fosfato 
dibásico de sodio anhidro (Na2 HPO4  Merck) y 1.86 mM de fosfato monobásico de sodio 
monohidratado (NaH,PO4-H20 Merck). Los ingredientes se disolvieron en agua bidestilada y el 
pH=7.4 de la solución se ajustó a 7.4 y se aforó al volumen final deseado. 
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3) Solución concentrada de lugol parasitológico 

Para preparar un volumen de 100 ml de solución se pesaron los siguientes reactivos: 

a) 10 g de ioduro de potasio (K1 Merck) 

b) 5 g de iodo cristalino ( 12  Merck) 

El K1 se disolvió en el agua destilada y los cristales se iodo se añadieron poco a poco agitando 
vigorosamente para disolver perfectamente estos componentes y después de aforar a 100 ml 
con agua destilada, se filtró y se almacenó en un frasco ámbar con tapón de esmeril esta 
solución concentrada la cual se diluyó 1:5 con agua destilada para teñir las preparaciones de quistes. 

4) Solución salina isotónica (SSl) 0.15 M de NaCI 

Se pesaron 0.85 g de cloruro de sodio (NaCI Merck ) y se disolvieron en agua bidestilada y con 
esta última se ajustó a 100 ml el volumen final de la solución. 

5) Solución de sulfato de zinc 1.185 g/ml 

Se disolvieron 330 g de sulfato de zinc en polvo (Zn SO, Merck grado analítico) en un litro de 
agua destilada y la solución se ajustó a una gravedad específica de 1.185 g/m1con la ayuda de 
un hidrómetro, añadiendo agua o sulfato de zinc. Antes de usar esta solución se corroboró su 
gravedad específica. 

6) Formol al 5% v/v disuelto en solución salina isotónica 

Se preparó mezclando 5 ml de formol (Merck sol. acuosa al 36%) con 95 ml de solución salina 
isotónica (NaCI 0.15M). 

7) Amortiguador tris 10 mM pH 8.0 con inhibidores de proteasas 

Por cada ml de amortiguador tris (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo.)10 mM pH=8.0 se 
adicionaron los siguientes inhibidores de proteasas cuya concentración final se ajustó 5 mM: 
fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF Sigma); metil maleimida (MM Sigma) y etilen diamino tetra-
acetico (EDTA Merck ). 

8) Gel de acrilamida al10% para electroforésis 

Se preparó con los siguientes componentes usando las proporciones señaladas a continuación: 

a) 33.51% v/v de una mezcla preparada con una solución acuosa de acrilamida (Sigma) al 
30% p/v y con una solución acuosa de N-N'-bis-metilén-acrilamida (Bio-Rad Laboratories Rich-
mond Ca.) al 0.8% p/v. 

b) 25.39% v/v de una solución acuosa de tris/HCI (Sigma) 1.5M pH 8.8 

c) 2.03% v/v de una solución acuosa de dodecilsulfato de sodio (SDS Sigma) al 10% p/v. 

d) 0.18% v/v de temed (Sigma). 

e) 1.32% v/v de una solución acuosa preparada con 20 mg/ml de persulfato de amonio (Bio-Rad). 

f) Se aforó a 100 ml el volumen final de la solución adicionando agua bidestilada. 
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9) Amortiguador de muestra para electroforésis 

Se preparó con los siguientes componentes usando las proporciones señaladas a continuación: 

a) 12.5% v/v de una solución acuosa de tris/HCI (Sigma) 0.05M pH 6.8 

b) 10% v/v de glicerol (Merck) 

c) 2% p/v de SDS (Sigma) 

d) 1% v/v de P-mercaptoetanol (Sigma) 

e) 0.0025% p/v de azul de bromofenol (Bio-Rad) 

f) Se aforó a 100 ml el volumen final de la solución adicionando agua bidestilada. 

10) Gel de acrilamida al 5% para electroforésis 

Se preparó con los siguientes componentes usando las proporciones señaladas a continuación: 

a) 16.59% v/v de una mezcla preparada con la solución acuosa de acrilamida (Sigma) al 30% 
p/v y con la solución acuosa de N-N"-bis-metilen-acrilamida (Sigma) al 0.8% p/v. 

b) 24.89% v/v de la solución acuosa de tris/HCI (Sigma) 0.5M pH 6.8 

c) 1% v/v de una solución acuosa de SDS (Sigma) al 10% p/v. 

d) 1% v/v de una solución acuosa de 20 mg/ml de persulfato de amonio (Bio-Rad) 

e) 0.1 % v/v de temed (Bio-Rad). 

f) Se aforó a 100 ml el volumen final de la solución adicionando agua bidestilada. 

11) Marcadores de peso molecular (Bio-Rad) 

Fosforilasa b 97 kDa, albúmina sena bovina (BSA) 66 kDa, ovoalbumina 43 kDa, anhidrasa 
carbónica 31 kDa, inhibidor de tripsina de soya 22 kDa y iisozima 14 kDa. 

12) Amortiguador para corrimiento electroforético 

Se preparó con los siguientes componentes: 

a) 0.0198 M de una solución acuosa de tris (Sigma) 

b) 0.153 M de glicina (Merck) 

c) 0.1% p/v de SDS (Sigma) 

d) Se ajustó el pH de la solución a 8.3 antes de aforar a 1 it con agua bidestilada. 

13) Solución colorante de azul de Coomasie (Bio-Rad) 

Se preparó con los siguientes componentes usando las proporciones que a continuación se indican: 

a) 0.3% p/v de azul de Coomasie (Bio-Rad) 

b) 10% v/v de etanol (Merck) 

c) 30% v/v de metanol (Merck) 

d) 10% v/v de ácido acético (Merck) 

e) Se aforó a 100 ml el volumen final de la solución 
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14) Solución amortiguadora para electrotransferencia pH= 8.3 

Se preparó con los siguientes componentes en las proporciones que continuación se señalan: 

a) 0.0198 M de una solución acuosa de tris (Sigma) 

b) 0.153 M de glicina (Merck) 

c) 20% v/v de metanol (Merck) 

d) Se ajustó el pH de la solución a 8.3 antes de aforar a 1 It con agua bidestilada. 

15) Amortiguador salino-tris/HCI (TBS) pH=7.4 

Se preparó mezclando los siguientes componentes en las proporciones que continuación se señalan: 

a) 10 mM de una solución acuosa de tris/HCI (Sigma) 

b) 0.15 M de una solución acuosa de cloruro de sodio (NaCI Merck) 

c) Se ajustó el pH de la solución a 7.4 antes de aforar a 1 It con agua bidestilada. 

16) Solución colorante de amido negro para tinción permanente 

Se preparó mezclando los siguientes componentes en las proporciones que continuación se señalan: 

a) 0.1% p/v de amido negro (Bio-Rad) 

b) 45% v/v de metanol (Merck) 

c) 10% v/v de ácido acético (Merck) 

d) Se aforó el volumen final de la solución a 100 ml con agua bidestilada 

17) Solución decolorante para tinción permanente 

Se preparó mezclando los siguientes componentes en las proporciones que continuación se señalan: 

a) 90% v/v de metanol (Merck) 

b) 2% v/v de ácido acético (Merck) 

c) Se aforó el volumen final de la solución a 100 mi con agua bidestilada 

18) Solución colorante de amido black 0.01% para tinción de papel de NC 

Se pesaron 0.01 g de amido negro (Gibco) y se disolvieron en 100 ml de una solución acuosa 
de ácido acético (Merck) al 0.5% v/v. 

19) Amortiguador de carbonato/bicarbonato (Na,CO3/NaHCO3) 0.05 M pH= 9.6 

Se preparó con los siguientes reactivos : 

a) 0.05 M de una solución acuosa de carbonato de sodio (Na2CO3  Merck) 

b) 0.05 M de una solución acuosa de bicarbonato de sodio (NaHCO3  Merck) 

c) Se ajustó el pH final de la solución a 9.6 mezclando ambas soluciones en las proporciones adecuadas. 

d) Se esterilizó en el autoclave a 15 lb de presión y 1212 C y se guardó a temperatura ambiente. 
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20) Solución salina balanceada de Hank (HBSS) pH= 7.4 

Se utilizaron los siguientes componentes para preparar 1 It de solución: 

a) 5.55 mM de dextrosa (Bioxon) 

b) 0.485 mM de fosfato monobásico de potasio anhidro ( KH2P0, Merck) 

c) 1.30 mM de fosfato dibásico de sodio anhidro (Na21-1P0, Merck) 

e) 2 ml de una solución indicadora de rojo de fenol al 0.05% p/v disuelto en agua. 

d) 5.36 mM de cloruro de potasio ( KCI Merck) 

e) 136.89 mM de cloruro de sodio (NaCI Merck) 

f) 25 mM de hepes (Sigma) 

Todos estos componentes se disolvieron en 900 ml de agua bidestilada y se ajustó el pH de la 
solución a 7.4 con una solución acuosa de hidróxido de sodio (NaOH Merck) 1N y después se 
aforó a un volumen final de 1 It con agua bidestilada. Posteriormente se esterilizó por filtración 
usando un filtro (Millipore) de 0.2211m, y se se envasó en frascos de vidrio con tapón de rosca 
y se mantuvo en refrigeración. En el momento de su uso se añadió lo siguiente: 

g) v/v de mezcla de antibióticos y antimicóticos (Sol. 100X Gibco) 

h) 50 µg de gentamicina (Scheramex, México) por cada ml de solución 

21) RPMI-1640 incompleto 

Se disolvió un sobre de RPMI-1640 (Gibco) elaborado para preparar 1 It de solución en 900 ml 
de agua bidestilada y se adicionaron los siguienes reactivos: 

a) 2% p/ y de bicarbonato de sodio (NaHCO, Gibco) 

b) 25 mM de hepes (Sigma) 

c) Se ajustó el pH final de la solución a 7.3 

d) Se aforó el volumen total de la solución a 1 It con agua bidestilada 

e) Se esterilizó bajo la campana de flujo laminar usando un filtro (Millipore) de 0.22 lirn y se 
usaron frascos de vidrio con tapón de rosca para envasar este medio, el cual se mantuvo a 4°C 
en hasta su uso. 

22) RPMI-1640 Suplementado 

Para 100 ml de solución se utilizaron los siguientes reactivos esterilizados por filtración y disueltos 
en RPMI-1640 incompleto en las proporciones señaladas a continuación: 

a) 1mM de piruvato sódico (Gibco) 

b) 1% v/v de una mezcla de aminoácidos no esenciales (Sol. 100x Gibco) 

c) 0.5% v/v de una mezcla de aminoácidos esenciales (Sol. 100x Gibco) 

d) 2 mM de L-glutamina (Gibco) 

e) 1% v/v de una mezcla de antibióticos/antimicóticos (Sol. 100X Gibco) 

f) 50 lig de gentamicina (Scheramex) por cada ml de medio 

72 



Anexos 

g) 10% v/v de suero fetal de ternera (Hyclone) descomplementado por calentamiento a 563C 30 minutos. 

h) Se aforó el volumen final de la solución a 100 ml con RPMI-1640 incompleto estéril ajustado 
a pH 7.3 con 25 mM de hepes (Sigma) y 2% p/v bicarbonato de sodio (NaHCO3  Gibco). 

I) La solución obtenida se envasó en condiciones de esterilidad en frascos de vidrio con tapón 

de rosca y se mantuvo en refrigeración a 4° C hasta su uso. 
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