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ARTICULO ORIGINAL

Enquistacion in vitro de Giardia lamblia
analisis por electroforesis bidimensional de proteinas
expresadas diferencialmente

Paula C. Hernandez *, Maria Leonor Caldas 2, Moisés Wasserman *?

1 Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica, LIBBIQ, Departamento de Quimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogota D.C., Colombia.

2 Laboratorio de Bioguimica, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.

3 Unidad de Microscopia y Analisis de Imagenes, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia.

La reconstruccion in vitro del ciclo de vida de Giardia lamblia es un excelente instrumento para
el estudio de la biologia molecular del parasito. El presente trabajo pretende contribuir al
desarrollo de algunas técnicas por las cuales se puede definir mejor un modelo de diferenciacién
celular del parasito. El estudio presenta un protocolo de enquistacién in vitro y establece un
método para el aislamiento y la purificacion de los quistes producidos, cuyas caracteristicas
morfolégicas, por microscopia de luz, coinciden con las de los quistes obtenidos in vivo. Se
estudié el mapa de las proteinas de G. lamblia por medio de electroforesis bidimensional de
alta resolucion y de electroforesis en una dimension. Estos estudios mostraron que la mayoria
de las proteinas del parasito son de caracter acido. Se amplid, con base en ese resultado, la
resolucion de la regién acida por medio de un isoelectroenfoque de pH 4-7 en la primera
dimensién. Se encontraron diferencias en la expresion de las proteinas durante el proceso de
enquistacion. Se obtuvieron, ademas, imagenes por microscopia de luz y electrénica de
transmision que permitieron observar morfoldgica y ultraestructuralmente las células producidas
durante el proceso de la enquistacion.

Palabras clave: Giardia lamblia, enquistacion, microscopia electrénica, electroforesis
bidimensional, diferenciacion, parasito, protista.

Giardia lamblia in vitro encystation: two dimensional electrophoresis analysis of
differences in protein expression

The reconstruction of Giardia lamblia life cycle in vitro is an excellent tool for the study of the
parasite's molecular biology. The present work describes techniques developed that better define
parasite differentiation. An encystation protocol is presented along with a method for isolation
and purification of the produced cysts. The cyst morphology at the light microscopy level is
identical to that of in vivo cysts. A two-dimension protein map obtained by high-resolution
electrophoresis indicated that most of the parasite's proteins are acid. Based on this result, the
two dimension gel electrophoresis used a pH 4-7 gradient in the first, isoelectric focusing
dimension. Differences in protein expression during the stages of encystation were clearly
discerned, as well as images of the parasite obtained by light and by transmission electron
microscopy that describe the morphological and the ultrastructural changes that occur as the
cysts are produced in vitro.

Key words: Giardia lamblia, encystation, electronic microscopy, two-dimensional electrophoresis,
differentiation, parasite, protista.

Giardia lamblia es un pardsito protozoario
Correspondencia: ampliamente diseminado en el mundo, pero
Laboratorio de Bioquimica, Instituto Nacional de Salud; especialmente en las poblaciones mas
telefax 220 0922; phernatehortua@yahoo.com desprotegidas que no cuentan con servicios
Recibido: 03/05/02; aceptado: 26/08/02 sanitarios adecuados. Produce una patologia
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intestinal llamada giardiosis que puede conducir
a problemas de mala absorcidn y retraso en el
crecimiento. El ciclo de vida de Giardia presenta
dos formas morfolégicamente distintas,
trofozoitos y quistes. La enfermedad es causada
por el trofozoito y se presenta frecuentemente
con diarrea aguda o crénica. Los trofozoitos
colonizan la parte superior del intestino delgado
del hospedero, donde, por mecanismos des-
conocidos, pueden diferenciarse en quistes que
luego pueden pasar a las heces (1).

G. lamblia se considera un excelente sistema
para estudiar la evolucién de los procesos
celulares fundamentales porque es posiblemente
el eucariote vivo mas antiguo, un verdadero fésil
biolégico (2). Por tanto, es de suponer que los
mecanismos de sefalizacién para la
diferenciacion son los mas fundamentales y
simples y se podria contar con un modelo mas
definido y sencillo para el estudio de problemas
gue, en otros eucariotes mas evolucionados, se
tornan excesivamente complejos.

Ademas, en el laboratorio se puede reproducir
completamente el ciclo de vida del parasito con
técnicas sencillas de cultivo axénico y, para el
caso que nos interesa en este trabajo, se puede
estudiar la enquistacion con el fin de lograr una
simulacién de las condiciones medioambientales
del parésito in vivo.

La enquistacién de G. lamblia in vitro se ha
demostrado mediante criterios morfolégicos,
inmunoldgicos y bioquimicos (3). Durante la
formacion del quiste, los trofozoitos sufren
cambios morfolégicos y bioquimicos importantes:
1) recepcion de los estimulos para la enquistacion
y la consecuente activacion de genes especificos;
2) biogénesis de organelos secretorios y sintesis,
empaque, transporte y liberaciéon de materiales
para la pared del quiste, y 3) ensamblaje de la
pared (4).

Sorprendentemente, a pesar de las expectativas
sefialadas, G. lamblia se ha estudiado relativa-
mente poco Y las referencias bibliograficas con
las que se cuenta presentan unaimagen a veces
contradictoria e incipiente sobre aspectos
moleculares y bioquimicos de su diferenciacion.
En este estudio se pretendio llevar a cabo una
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estandarizacion de las condiciones necesarias
para que se realice de una forma eficiente el
proceso de enquistacion; detectar las proteinas
involucradas en la diferenciacién de trofozoito a
quiste, entre las que se encuentran las CWP1y
CWP2 (cyst wall proteins) (4), por medio de
electroforesis bidimensional (una técnica de
andlisis de alta resolucion) y obtener imagenes
por microscopia electrénica de transmision de las
dos formas de diferenciacién de una cepa
colombiana.

Materiales y métodos
Cultivo de parasitos

Los trofozoitos de G. lamblia (cepa MHOM/Co/
97/G1, proporcionada por el Laboratorio de
Parasitologia del Instituto Nacional de Salud) se
cultivaron axénicamente a 34 °C en el medio de
Diamond TYI-S-33 (5), suplementado con 0,5 mg/
ml de bilis, 10% de suero bovino, 100 U/ml de
penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina y
ajustado a un pH de 7,0 (6) en tubos de
borosilicato de 16 ml.

Enquistacion in vitro

El medio basico de enquistacion consiste en el
TYI-S-33 de cultivo normal ajustado a un pH de
7,8. Se probaron diferentes concentraciones de
bilis bovina (5 a 15 mg/ml). Estos ensayos se
llevaron a cabo en tubos de poliestireno de 5 ml.
En algunos se evaluo el efecto de la variacion de
la cantidad de trofozoitos iniciales que son
sometidos al estimulo (2 a 10 x 10° trofozoitos/
ml). En los siguientes ensayos, la induccién se
llevé a cabo con 107 trofozoitos a 34 °C en el
medio anteriormente descrito, con una duracién
del estimulo de 24 horas (0 segun lo que se indica
en el texto), al cabo de las cuales se retornaron
al medio de crecimiento normal donde fueron
incubados durante 24 horas mas. Después de la
incubacion en el medio de enquistacion a 34 °C,
los parasitos se recolectaron enfriando los tubos
en hielo durante 10 minutos y centrifugando a
883 gdurante 5 minutos. Para lisar los trofozoitos
y algunos quistes no totalmente diferenciados,
los sedimentos de células se resuspendieron
primero en una solucion hipoténica de NacCl 0,8
My posteriormente se lavaron varias veces con
agua a 4 °C (hasta lisis completa de los
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trofozoitos). El sedimento de trofozoitos
‘fantasma’ y quistes se mezclé con 10 ml de
Percolld (Pharmacia) a una concentracién de
NaCl 0,15 M, con una densidad de 1,07 g/ml, y
se centrifug6 a 18.000 g durante 30 minutos a 4
°C en un rotor de angulo fijo de 35° (centrifuga
Jouan GR 20 22). La fraccién que contenia los
quistes libres de trofozoitos (x 1,048 g/ml) se
recolectd y resuspendié en 1 ml de agua
doblemente destilada para conteo en hemocité-
metro.

Electroforesis de proteinas

Se corrieron geles unidimensionales de SDS-
poliacrilamida (7) de lisados crudos de trofozoitos
y células enquistantes. Los geles bidimensionales
se corrieron segun Celis et al. (8), utilizando para
el isoelectroenfoque (IEF) tiras con gradiente
lineal preelaborado de pH de 3-10 y 4-7
(Amersham Pharmacia) y para la segunda
dimension, geles de SDS-poliacrilamida al 10%.
En cada caso, la visualizacion de las proteinas
en los geles tanto de una como de dos
dimensiones se realiz6 con solucién de
Coomassie G-250 (USB), con plata amoniacal
(9) y con el colorante fluorescente Sypro Orange
Stain™ (Molecular Probes).

Microscopia de luz

Las células, tanto trofozoitos como quistes, se
fotografiaron en montajes hiimedos en laminas
preparadas directamente del sedimento obtenido
por centrifugacion en cada caso, por medio de
un microscopio 6ptico Zeiss Axiophot, con
objetivos Zeiss 10X, 40X y 100X (Unidad de
Microscopia y Analisis de Imagenes, INS).

Microscopia electrénica de transmision

Alicuotas de 0,1 ml de cada tipo de célula
(trofozoitos y quistes) que contenian
aproximadamente 5 x 10° parasitos se lavaron
siete veces con una solucion amortiguadora de
fosfatos, 0,1 M, pH 7,27, para eliminar el medio
de cultivo y se recolectaron por centrifugacion a
2.000 rpm (230 g). El sedimento en seco se
mezcld con una solucién de agarosa al 1% en
bufferfosfato para obtener un material solidificado
que pudiera trabajarse con més facilidad que las
células en suspension. Se realizd una fijacion
inmediata del bloque de agarosa con
glutaraldehido al 3% en buffer fosfato durante 3
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horas a 4 °C y, después, se hicieron 4 lavados
con bufferfosfato durante tres minutos cada uno.
Se realiz6 una postfijacion con OsO, al 1% en
buffer fosfato durante dos horas a temperatura
ambiente. Se realizaron 5 lavados con el mismo
buffer durante 3 minutos, anteriores a la
subsiguiente deshidratacién con un gradiente
ascendente de soluciones de etanol en
concentraciones de 50, 70, 80, 95% durante 10
minutos en cada unay, luego, con etanol absoluto
durante 20 minutos dos veces.

Adicionalmente, se colocaron las muestras en
oxido de propileno durante 20 minutos como paso
previo a la infiltracion con resinas epodxicas. La
infiltracion se llevo a cabo con éxido de propileno
y resina epon-araldita para luego ser colocadas
en resina pura, con 2 cambios cada 4 horas a
temperatura ambiente. La polimerizacion de estas
muestras se realizé a una temperatura de 68 °C
durante 48 horas. Posteriormente, se obtuvieron
cortes semifinos de 500 nm y finos de 60 a 90
nm en un ultramicrétomo LKB (Ultratome Il
8802A), los cuales se montaron sobre rejillas de
cobre que se colocaron con acetato de uranilo al
6% en alcohol y citrato de plomo. Los cortes finos
se observaron en un microscopio electrénico
Zeiss EM-109 en la Unidad de Microscopia y
Andlisis de Imagenes del Instituto Nacional de
Salud.

Resultados
Enquistacién in vitro

Se realizaron ensayos preliminares en los que
se hizo un sondeo de cémo reaccionaria la cepa
frente al estimulo de enquistacion, partiendo de
un in6culo de 4,8 x 10° trofozoitos totales en tubos
de 5 ml con un medio de cultivo ajustado a un pH
de 7,8 y concentraciones de bilis que variaron
entre 5y 15 mg/ml. Se observo el comportamiento
que tienen los parasitos al ser sometidos al medio
de diferenciacién por un periodo de 48 horas en
las diferentes concentraciones de bilis y el
resultado fue una evidente disminucion en la
cantidad de células totales encontradas al final
del estimulo. El porcentaje de células totales al
final del experimento con respecto al in6culo
inicial muestra valores que son tan bajos como
el 6% de la poblacién inicial cuando se incuban
en medio con 15 mg/ml de bilis (datos no
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mostrados). Por otro lado, la figura 1B muestra
que, para las concentraciones de bilis usadas en
este ensayo, el porcentaje de enquistacion oscila
entre 3 y 5% con un rendimiento mayor para la
concentracion de 7,5 mg/ml de bilis (5,44%). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que las
caracteristicas morfolégicas de los quistes
obtenidos a esta concentracion y superiores,
sugieren una baja viabilidad comparada con la
de los obtenidos a una concentracion de 5 mg/
ml de bilis (aspecto que sera expuesto mas
adelante).

Como resultd evidente del ensayo anterior que
las concentraciones altas de bilis (=7,5 mg/ml)
son tdxicas para los parasitos, el tiempo de
duracién del estimulo también resulta ser un
factor clave para la obtencion de una tasa alta
de enquistacion. Se logré establecer que al
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someter los parasitos a 24 horas en el medio de
enquistacion y otras 24 con medio de cultivo se
pudo lograr una diferenciacién del 14% (datos
no mostrados).

Un factor importante que podria estar influyendo
en la eficiencia de enquistacion es la cantidad de
parasitos de la que se parte para realizar los
diferentes ensayos debido a que cuando se llega
a una cierta cantidad de trofozoitos en el tubo de
cultivo el crecimiento se detiene, como lo
mostraron Bastidas y Santamaria (10) en
estudios anteriores con esta cepa, en los cuales
la densidad maxima en este punto es 2,2 a 2,8 x
108 trofozoitos/ml. Se hicieron ensayos variando
el nimero de trofozoitos de partida, con una
concentracion de bilis de 5 mg/mly un tiempo de
estimulo de 48 horas (figura 1C y 1D). Los
resultados muestran que es evidente el efecto
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Figura 1. Efecto de la concentracion de bilis en la enquistacion. A. Cantidad de quistes resistentes al agua a las
concentraciones de bilis indicadas. B. Porcentaje de enquistacion, calculado segun la poblacion total de trofozoitos y
quistes obtenida después del estimulo. Efecto del in6culo de trofozoitos de partida en la enquistacion. C. Cantidad de
quistes resistentes al agua obtenidos con el inéculo indicado. D. Porcentaje de enquistaciéon con respecto a la poblaciéon
total al final del estimulo. Ensayos realizados en tubos de 5 ml.
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Figura 2. Micrografias por microscopia de luz de trofozoitos y quistes derivados in vitro de Giardia lamblia. A. Trofozoitos.
f: flagelos; N: nicleos, tefiidos con Giemsa. B. Quistes. La flecha indica el quiste no viable. P: pared de quiste; T: trofozoito;

ep: espacio peritréfico. Lugol. Barras=5 mm.

gue tiene la concentraciéon de células que son
sometidas al estimulo de la enquistacion. Se
observa en la figura 1C que una cantidad de 5 a
6 x 10° trofozoitos totales en tubos de 5 ml (1 a
1,2 x 10° trofozoitos/ml) presenta los mejores
porcentajes de enquistacion (4,6%) y que en 10
x 108 células totales (2 x 10° trofozoitos/ml) la
diferenciacion es minima (0,05%).

Observaciones morfolégicas de los dos
estadios de vida

Trofozoitos: en la figura 2A se aprecian
claramente por microscopia de luz las
caracteristicas mas generales de los trofozoitos,
como su forma de pera, dos nucleos, flagelos y
los cuerpos medianos localizados debajo de los
nucleos. El tamafio es aproximadamente de 10-
12 pum de longitud por 7-8 pm de ancho.

Quistes: la pared distintivamente gruesa
(aproximadamenrte, 0,4 um) es notoria en los
quistes, asi como su forma oval o en algunos
casos redonda, refractilidad y perfiles de
organelos citoplasmicos, como se aprecia en la
figura 2B. Los quistes formados in vitro presentan
dos tipos morfolégicos diferentes, basados en la
apariencia de su citoplasma (11). Un fenotipo esta
caracterizado por una pared bien definida y un
pequefio espacio entre el citoplasma y la pared

gque se denomina espacio peritrofico. Otro
fenotipo muestra un citoplasma recogido y
distorsionado con un gran espacio peritréfico (ep)
que lo separa de la pared, aunque ésta esté
siempre intacta, como el quiste marcado con la
flecha en la figura 2B.

Un comportamiento especial que tienen los
quistes obtenidos mediante diferenciacion en el
laboratorio es su tendencia a agruparse en
'racimos’, lo que posiblemente se deba a unién
por proteinas de la pared o asociadas con ella,
lo cual, aparentemente, no se presenta en quistes
aislados de pacientes con giardiosis sintomatica.

Microscopia electrénica de transmisién: la
ultraestructura de los trofozoitos de G. lamblia
se puede reconocer en las micrografias
electrénicas de la figura 3. En los trofozoitos se
destacan los dos nucleos con su membrana
nuclear muy bien definida, axonemas flagelares
(Ax) con un arreglo de microttibulos de 9 + 2,
tipico en la mayoria de los eucariotes; el disco
ventral, mas detallado en el panel superior
derecho B, en el que se aprecian el conjunto de
las microcintas y microtabulos de los que esta
compuesto, asi como su forma de copa. Se
realizaron mediciones de longitud de los parasitos
sobre las fotografias de microscopia electronica
y se obtuvo un valor promedio de 8,1 mm de
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Figura 3. Ultraestructura de trofozoito y quiste
de Giardia lamblia obtenidos in vitro. A. Perfil de
seccion transversal de trofozoitos. N: nucleos;
Ax: axonemas; VLF: flanco ventro-lateral; DV:
disco ventral; V: vacuolas. Barra=1 mm. B.
Detalle de disco ventral. Barra=0,3 mm. C.
Quiste. N: nucleo; m: membrana + microtubulos.
Barra=1 mm.

ancho y un diametro de 1,5 mm por cada uno de
sus nlcleos. Estos valores son muy cercanos a
los informados para trofozoitos de cepas aisladas
en otros paises; sin embargo, hay que sefialar el
hecho de que este criterio de discriminacion es
muy poco especifico. Los cortes transversales
de las muestras de quistes obtenidos in vitro
(panel C) muestran unas estructuras no
reportadas antes en la literatura, las cuales son
una serie de cuerpos de forma asimétrica con
una delgada membrana bordeada de dupletas de
microtubulos que se distribuyen uniformemente
a lo largo de toda la periferia. En el interior se
encuentra un aparente nucleo y otros organelos
gue no son facilmente distinguibles. Es importante
anotar que estos cuerpos no corresponden en
su morfologia a trofozoitos, como se describié
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en el panel A; adicionalmente, no se definen
estructuras clasicas como el disco ventral ni los
axonemas caracteristicos.

Electroforesis de proteinas: el gel unidimensional
de la figura 4 muestra diferencias notorias entre
los dos carriles, especialmente en los pesos
moleculares cercanos a 30 kDa (encerrados en
la elipse), en donde los trofozoitos presentan
bandas intensas de 28 y 32 kDa, y de 85, 65, 48
y 35 kDa, aproximadamente, que no se ven en
los quistes. Por otra parte, se ve una banda muy
notoria en los quistes alrededor de los 73 kDa,
que no se observa en el carril de los trofozoitos.

Es evidente que hay una expresion de proteinas
diferentes en el proceso de enquistacion que se
quiso observar con mas detalle usando
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Figura 4. SDS-PAGE de proteinas de Giardia lamblia en
gel 10%. T: trofozoitos; E: quistes y enquistantes; M:
marcador de peso molecular (Gibco), tefiido con SyproQ
Orange Stain.

electroforesis de dos dimensiones. Se obtuvo el
mapa electroforético bidimensional de trofozoitos
en un rango lineal de punto isoeléctrico de 3-10
(parala primera dimensidn) con el fin de observar
la distribucion de la expresion de las proteinas
(figura 5A). Se observé que la gran mayoria de
las proteinas o, por lo menos, las mas abundantes
en G. lamblia, son de caracter &cido y se localizan
en el rango de pH de 3 a 6. Una tincion adicional
con plata descubri6 algunas pocas proteinas en
la region de pH 7. Una proteina o grupo de
proteinas con un peso molecular aproximado de
33 kDa, marcadas en la figura con la flecha a,
son especialmente abundantes y, posiblemente,
pueden corresponder al grupo de proteinas
llamadas giardinas, exclusivas de este parasito,
y que componen las microcintas del disco ventral.
Se han hallado 23 distintas con puntos
isoeléctricos en un rango de pH de 5,0 a 6,5
(12,13).

Unas proteinas particulares son las tubulinas que
se encuentran alrededor de los 50-60 kDa con
un punto isoeléctrico de 5 y que podrian
corresponder a las marcadas con la flecha b, que
en el parasito se hallan en los microtibulos que
también componen el disco ventral, ademas de

ENQUISTACION IN VITRO DE GIARDIA LAMBLIA

los cuerpos medianos y flagelos. Otras proteinas
que se pueden identificar como posibles en este
gel, y que se sefalan en la figura, son la actina
(c) y centrina (d) del citoesqueleto.

En el panel B de la figura 5 se muestran las
proteinas de trofozoitos en un gel cuya primera
dimensioén se corrid entre pH 4 y 7; se tienen (a)
giardinas y (b) tubulinas como referencia general
para comparar el patrén de expresion. Los
parasitos que son sometidos a un estimulo de
enquistacion de 48 horas (panel C, figura 5) no
muestran, en las regiones depHde 5a6yen el
rango de peso molecular de 50-70 kDa, las
mismas proteinas que los trofozoitos. Esto se
evidencia también en los trofozoitos enquistantes
de 24 horas (figura no mostrada) en los cuales
estas proteinas disminuyen o0 no aparecen.
Ademas, se observan, en las células
enquistantes, nuevas proteinas muy intensas en
un peso molecular de ~60 kDa con puntos
isoeléctricos de 4,8 y 7,0 asignhadas a las
proteinas CWP1 y CWP2, respectivamente.
Estas proteinas son carac-teristicas del quiste,
las méas prominentes de su pared; por tanto, una
razén de mucho peso para su identificacion.

Es evidente que el patron de expresion de las
proteinas en los dos estadios es diferente.
Resulta notorio que para el quiste -que es la forma
de vida latente del parasito- hay un silencio o
disminucién de la sintesis de proteinas. Este
hecho se debe investigar con mas profundidad.
Discusion

Una primera aproximacion in vitro a la
comprension de la enquistacion de Giardia es la
simulacién de aquellas condiciones a las que se
ve sometido el parasito en el sistema digestivo
del hospedero, que promoverian sucesos
moleculares que lo llevarian a diferenciarse. Una
de esas condiciones es la presencia de bilis. En
nuestros experimentos, la adicion de bilis bovina
al medio TYI-S-33 indujo la enquistacién en
cultivos axénicos de Giardia. En este trabajo
encontramos un rango amplio de concentracién
de bilis, de 5 a 7,5 mg/ml, que indujo
eficientemente (~5-13%) la enquistacion, datos
gue estan de acuerdo con lo informado por Gillin
etal. (14). En otros ensayos se pudo obtener alta
enquistacién con concentraciones tan bajas como
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Figura 5. Separacién bidimensional de proteinas de Giardia lamblia. A. Proteinas de trofozoito en gel 15% pH 3-10, tefiido
con Sypro[] Orange Stain. B. Proteinas de trofozoito en gel 10%, pH 4-7, tefiido con plata. C. Células enquistantes con 48
horas de estimulo en gel 10%, pH 4-7, tefiido con plata. PM, peso molecular en kDa.

1,5 mg/ml. Se notd en nuestros experimentos que
el nimero total de células (trofozoitos mas
quistes) decrecié con concentraciones de bilis
superiores a 2 mg/ml (datos no mostrados). Estos
resultados parecerian indicar que es necesario
gue los parasitos estén en buenas condiciones
fisiologicas y que se puedan dividir para enquistar,
de tal forma que la eficiencia 6ptima de
enquistacion se logra en la concentracién mas
alta de bilis que aun no disminuye el crecimiento
del cultivo.

La duracién del estimulo de la enquistacion
resultd ser un factor importante en el proceso.
Con un método adaptado a partir del informado
por el grupo de Kane et al. (15), se concluy6 que
una limitada exposicion al medio de enquistacion
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(24 horas) seguida de un retorno al medio de
crecimiento normal, que no es toxico, puede ser
suficiente para inducir la diferenciacion al valor
maximo sin afectar la viabilidad del parésito
enquistado. Se observd, igualmente, que la
enquistacion in vitro se ve afectada por el tamafio
del indculo de trofozoitos de partida que van a
ser sometidos a la diferenciaciéon, como se
muestra en las figuras 1A y 1B, donde los
indculos muy grandes (2 x 10° trofozoitos/ml)
resultaron ineficientes, seguramente debido a
gue se encuentran cercanos a la densidad
maxima del cultivo y no permiten una division
de todos los trofozoitos durante el periodo de
induccién. Los in6culos que oscilaron entre 1
y 1,2 x 10° trofozoitos/ml resultaron ser los mas
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convenientes para alcanzar niveles de
enquistacion aceptables.

La apariencia morfolégica general de G. lamblia
se observd por medio de microscopia de luz y
electrénica de transmision, antes, durante y
después de la enquistacion. Los trofozoitos tienen
un tamafio de 8 pm de ancho x 12 pm de largo,
aproximadamente, forma de pera y son
distinguibles los dos nucleos caracteristicos, los
cuerpos medianos y los flagelos (figura 2). Las
medidas y caracteristicas de algunos organelos
se corroboraron por medio de micrografias
electronicas de transmision (figura 3), en donde
se detallaron las estructuras componentes del
disco ventral (conjunto de microcintas y
microtabulos) que es indispensable para la
adhesién de Giardia a la mucosa intestinal y los
axonemas flagelares, las vacuolas periféricas y
los nucleos.

En los quistes de G. lamblia obtenidos in vitro se
pueden observar dos morfologias claramente
distinguibles de acuerdo con la apariencia de su
citoplasma. Esto podria concordar con lo referido
por Gillin et al. (14), quienes los discriminaron en
los grupos | y Il (viables y no viables, respectiva-
mente). En el primer grupo clasificaron los quistes
de apariencia lisa, forma oval y con un espacio
peritréfico pequefio, como se observa en la figura
3B, mientras que a la segunda categoria
pertenecen los quistes con citoplasma recogido,
un amplio espacio peritréfico a la pared, como el
marcado con flecha en la figura citada.

Aunque la morfologia ultraestructural de los
quistes de Giardia s6lo se pudo definir
parcialmente, se encontraron elementos
estructurales novedosos, distintos a los
informados por otros grupos. Los quistes
observados tenian pocos organelos distinguibles,
los més claros son los ndcleos y una larga hilera
de estructuras aparentemente microtubulares
qgue bordean internamente la membrana (figura
3, panel c). Esto puede ser interesante y es un
problema en el cual el grupo de investigacion
continuara indagando.

El analisis electroforético de las proteinas de G.
lamblia mostr6 aspectos interesantes en el patrén
de expresién de los dos estadios de vida y

ENQUISTACION IN VITRO DE GIARDIA LAMBLIA

corroboré algunos resultados ya disponibles en
bases de datos protedmicas. En una apreciacion
general de las proteinas de Giardia, se encontro
que la gran mayoria son de naturaleza acida en
un rango de puntos isoeléctricos entre 3y 7 (figura
5A). Como el objetivo del presente trabajo era
observar las diferencias en la expresion de
proteinas en los dos estadios de vida, sélo se
pudieron hacer aproximaciones a la identidad de
algunas proteinas encontradas. Una carac-
terizacion méas amplia requeriria métodos
especiales como espectrometria de masas y
secuenciacion de proteinas, entre otros, que no
hacen parte de los alcances de esta investigacion.

Las giardinas estan localizadas en las microcintas
del disco ventral de Giardia; los estudios
realizados por el grupo de Clark y Holberton (16)
encontraron que estas proteinas estaban
definidas en 5 bandas en electroforesis SDS-
PAGE unidimensional, como las que se muestran
encerradas en la elipse de la figura 4, con masas
moleculares cercanas a ~30 kDa. Durante la
enquistacion, el trofozoito debe realizar
importantes cambios, incluidos la division nuclear,
el desmantelamiento y empaque de organelos,
tales como el disco adhesivo, y la produccion,
procesamiento y transporte de los componentes
de una pared protectora caracteristica del estadio
de quiste. Se observé un cambio en el patron de
expresioén de las proteinas en puntos claves del
proceso, como lo muestra la figura 5. Hay una
disminucién general de las proteinas encontradas
en el rango de pl estudiado en las células
enquistantes de 48 horas, en las que muy
notoriamente sucede una sintesis de proteinas
nuevas que se sefialan en la figura con flechas
marcadas y concuerdan con CWP1y CWP2. Esta
asignacion se realiz6 porque éstas son proteinas
exclusivas del quiste de Giardia. Son proteinas
ricas en leucina, se dirigen a una via secretoria
por medio de un péptido sefial amino-terminal y
se ha postulado que la conformacién de sus
repetidos de leucina promueven las interacciones
proteina-proteina (15). Los genes CWP1y CWP2
predicen proteinas de naturaleza acida con
masas moleculares de 26 y 39 kDa,
respectivamente; tienen una identidad en la
secuencia de aminoéacidos del 61% en el
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fragmento de 26 kDa que tienen en comun, pero
la CWP2 tiene una extension C-terminal de 121
residuos. Es rica en aminoacidos basicos, lo que
hace que esta proteina tenga un pl calculado de
12 (4). Los resultados exhibidos en este estudio
muestran que la CWP1 y la CWP2 tienen una
masa aproximada de ~60 kDa con pl de ~4,8 y
>7,0, respectiva-mente. Se ha encontrado que
se pueden presentar entrecruzamientos
intermoleculares y una alta glicosilacion de estas
proteinas (posiblemente por N-acetil-
galactosamina, el azlicar mayoritario de la pared,
en los abundantes sitios potenciales de O- y N-
glicosilacién), lo que hace que se vean como una
mancha intensa de alto peso molecular y
movilidad relativa cercana a los ~55 kDa (4). Esta
situacion puede explicar el resultado obtenido que
hace que las proteinas migren de una forma
alterada en geles SDS-poliacrilamida.
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