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RESUMEN 

En este trabajo de investigación se planteó analizar el efecto de poblaciones de trofozoítos de 

Giardia que expresan al antígeno VSP9B10A durante su interacción con monocapas de 

células epiteliales. Estudios previos mostraron que la proteína VSP9B10A es liberada al 

medio durante la interacción de los trofozoítos con células IEC-6 y que ésta tiene una zona de 

homología con la catepsina B, entre los residuos 324-684, por lo que puede tener una función 

en la patología de la Giardiasis. 

Con la finalidad de analizar el efecto de la VSP9B10A se transfectaron trofozoítos de la cepa 

WB y se obtuvieron poblaciones que expresaron constitutivamente la proteína VSP9B10A 

(VSP9B10A.pAC) o poblaciones de trofozoítos en los cuales se bloqueó su expresión 

[VSP9B10A(INV).pAC]. En los ensayos de interacción se emplearon tres modelos de células 

epiteliales: IEC-6, MDCK y CaCo-2/TC7. La población de trofozoítos que expresó 

constitutivamente la proteína VSP9B10A indujo la separación de las células de las monocapas 

y también del sustrato en los tres tipos celulares, produjo el incremento del flujo paracelular 

de dextrán en las monocapas de células CaCo-2 y la deslocalización de las proteínas de las 

uniones estrechas F-actina, ZO-1 y ocludina en estas células. La integridad de las monocapas 

que se incubaron con los trofozoítos que no expresaron a la VSP9B10A no presentó cambios.  

Por otro lado, después de la interacción de los trofozoítos VSP9B10A.pAC con las células 

epiteliales, se observaron cambios en el patrón de localización de esta proteína, un incremento 

en el número de transcritos vsp9b10a durante la interacción con las células epiteliales y se 

detectó una banda de proteólisis reactiva con el anticuerpo anti-VSP9B10A, en los 

sobrenadantes de cultivos provenientes de la interacción de células epiteliales con trofozoítos 

VSP9B10A.pAC. 

Estos resultados permiten sugerir que la proteína VSP9B10A puede ser un factor de 

virulencia de G. duodenalis, ya que su expresión durante la interacción con las células 

epiteliales induce daños en las monocapas de células epiteliales. Estos últimos pueden deberse 

a la actividad proteolítica de la VSP9B10A que posee una secuencia similar a una cisteín 

proteasa.  
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ABSTRACT 

In this research work, it was proposed to analyze the effect of a Giardia trophozoite 

population that expresses the VSP9B10A antigen during its interaction with epithelial cell 

monolayers. Previously, it was reported that the VSP9B10A protein is released into the 

culture media during the interaction of trophozoites with IEC-6 cells and that this protein has 

an area of homology between residues 324-684 with cathepsin B, so this may have a role in 

the pathology of Giardiasis. 

To determine its effect on epithelial cells, trophozoites of WB strain were transfected to 

obtain populations that stably expressed the protein (VSP9B10A.pAC) or a population in 

which its expression was blocked [VSP9B10A(INV).pAC]. These trophozoites populations 

were used in interaction assays with three epithelial cells models: IEC-6, MDCK and CaCo-2 

/ TC7. The population of trophozoites that constitutively expressed the VSP9B10A protein 

induced: the separation of the cells from the monolayers and from the substrate in the three 

cell types, increased paracellular dextran flux in the CaCo-2 monolayers and the 

delocalization of tight junctions proteins F-actin, ZO-1 and occluding in this cell line. The 

monolayers that were incubated with the populations that did not express the VSP9B10A 

protein remained unchanged.  

In these assays changes were also observed in: the VSP9B10A protein localization pattern, 

the increase of the vsp9b10a transcripts during trophozoite-epithelial cell interaction and a 

proteolysis band reactive with the anti-VSP9B10A antibody that was detected in the 

supernatants from the interaction of VSP9B10A.pAC trophozoites with the epithelial cells.  

These results suggest that the VSP9B10A protein may be a Giardia virulent factor since the 

trophozoite population that expresses it upon contact with the epithelial cells, induces 

damages in the structure of these cells. This effect is related to the release of this protein into 

the medium during the interaction with epithelial cells and it is possibly due to its sequence 

similarity to a cysteine protease. 
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INTRODUCCIÓN 

Giardia. Características generales 

Historia y Taxonomía 

El descubrimiento de Giardia se atribuye al padre de la microbiología Anton van 

Leeuwenhoek quien describe a estos “animáculos” en muestras de enfermos con diarrea 

(Dobell, 1920); aunque en 1859, el doctor F. Lambl lo re-descubrió denominándolo 

Cercomonas intestinalis. El nombre con el que actualmente conocemos a este protozoario fue 

asignado por Kluster en 1879 (Adam, 2001). La caracterización subsecuente de Giardia a lo 

largo de 100 años propuso que esta infección tenía un carácter especie-específica 

considerando los reportes en los que se observó que distintas especies de este parásito 

infectaban exclusivamente a otros mamíferos además del humano (Adam, 2001). La 

clasificación formal de Giardia se inició históricamente con los trabajos de Francis P. Filice 

en 1952, quien basado en las diferencias morfológicas de la estructura denominada cuerpo 

medio de distintos aislados del parásito dividió a este género en tres especies Giardia muris; 

G. duodenalis y G. agilis las cuales se aislaron de ratones, humanos y anfibios 

respectivamente. A la par de los avances en el desarrollo de la microscopía, la clasificación de 

Giardia se amplió años después con tres nuevas especies denominadas G.psittaci aislada de 

aves, G.ardeae de garzas y G. microti aislada de ratas de campo; esto en base a las diferencias 

morfológicas en el disco ventral, el fleco ventrolateral y el quiste (Adam, 2001). Con los 

avances en técnicas de microscopía y en biología molecular en la década de los ochentas se 

estableció la clasificación taxonómica de Giardia en el Phylum Metamonada, Subphylum 

Trichozoa, Superclase Eopharyngia, clase Trepomonadea, subclase Diplozoa, orden Giardiida 

y Familia Giardiidae (Plutzer et al., 2010) y se sitúo como un eucarionte de divergencia 

temprana y el miembro más evolucionado de la familia Diplomonadida por su adaptación al 

parasitismo. Así mismo, la tipificación genética propuso su clasificación en un total de ocho 

ensamblajes: A, B, C, D, E, F, G y H (Plutzer et al., 2010) (Tabla1). La aplicación específica 

de estas técnicas al estudio de la especie G. duodenalis dio lugar a su separación en dos 

subgrupos genética y biológicamente distintos: los ensamblajes A y B, de los cuales el 

segundo crece de manera más lenta en cultivos in vitro en comparación con el primero. 
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Tabla 1. Clasificación actual del género Giardia: Ensamblajes /genotipos y especies 

Ensamblaje Especie Hospedero 

A 

Subtipos I y II 

Giardia intestinalis 

(G.duodenalis/G.lamblia/ 

G. enterica) 

Humanos, primates, perros, 

gatos, roedores y otros animales 

de vida libre 

B 

Subtipos III y 

IV 

Giardia intestinalis 

G.agilis, 

G.muris, 

G.psittaci, 

G. ardeae 

Humanos, primates y perros 

Anfibios 

Roedores 

Aves 

Aves 

C/D 

 
Giardia canis Perros 

E 

 
Giardia bovis Ovejas, cabras y vacas 

F 

 
Giardia catis Gatos 

G 

 
Giardia simodi Roedores 

Adaptado de (R., 2008) 

Además se ha propuesto que existe una diferencia en la virulencia de estos ensamblajes pues 

existen reportes que relacionan al ensamblaje B (GS/M), que es el aislado más frecuente en 

las infecciones, con una sintomatología persistente mientras que en el caso del ensamblaje A 

se ha asociado con diarreas intermitentes (Homan and Mank, 2001; Karanis and Ey, 1998; 

Nash et al., 1987).  Sin embargo, hasta la fecha esta asociación entre ensamblajes y 

sintomatología, esta sigue siendo controversial (Ajjampur et al., 2009; Al-Mohammed, 2011; 

Bertrand et al., 2005; El Basha et al., 2016; Eligio-Garcia et al., 2008; Foronda et al., 2008; 

Gelanew et al., 2007; Geurden et al., 2009; Haque et al., 2005; Laishram et al., 2012; Lebbad 

et al., 2008; Minvielle et al., 2008; Read et al.; Ryan and Caccio, 2013; Sahagun et al., 2008). 

Un aspecto que ha creado controversia en esta clasificación y que ha sugerido la necesidad de 

realizar  una nueva revisión a este género es la posible existencia de potencial zoonótico en 

los ensamblajes A y B mientras que el resto  son  especie-específicos (Covacin et al., 2011; 

Karanis and Ey, 1998; Lebbad et al., 2011b; Lee et al., 2017b; Palmer et al., 2008; Pallant et 

al., 2015; Piekarska et al., 2016; Plutzer et al., 2010; Ryan and Caccio, 2013). Otro problema 

que apoya la revisión de la clasificación de esta especie es el uso indistinto de los nombres G. 

duodenalis, G. intestinalis  y. G. enterica; razón por la cual algunos autores proponen que el 



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

8 
 

ensamblaje A debe ser agrupado en la especie G. duodenalis mientras que el B debe ser 

denominado G enterica (Monis et al., 2009). Así mismo, existe alta variabilidad genética en 

Giardia y se han  reportado nuevos sub–genotipos, esta variabilidad podría deberse a 

recombinación genética y a heterogeneidad alélica (Birky, 2010; Monis et al., 2009; 

Teodorovic et al., 2007; Thompson and Ash, 2016). Con base en estas evidencias se propuso 

una nueva clasificación (Lujan and Svärd, 2011)(Tabla 2). 

Tabla 2. Nueva propuesta de clasificación del género Giardia 

Especie 

propuesta 
Genotipo Hospedero Características Morfológicas 

 

G. duodenalis 

 

Ensamblaje A 

 

Varios mamíferos incluyendo 

el humano 

Trofozoítos piriformes con cuerpo 

medio en forma de garra 

G. enterica 

 
Ensamblaje B 

Humanos y otros primates, 

perros y algunos mamíferos 

de vida libre 

Trofozoítos piriformes con cuerpo 

medio en forma de garra 

G. canis 

 

Ensamblaje C/D 

 

Perros y otros canidos 

 

Trofozoítos piriformes con cuerpo 

medio en forma de garra 

G. bovis 

 

Ensamblaje E 

 

Ganado 

 

Trofozoítos piriformes con cuerpo 

medio en forma de garra 

G. cati 

 

Ensamblaje F 

 

Gatos 

 

Trofozoítos piriformes con cuerpo 

medio en forma de garra 

G. simondi Ensamblaje G Ratas 
Trofozoítos piriformes con cuerpo 

medio en forma de garra 

 Ensamblaje H Mamíferos marinos  

G. muris  Roedores 
Trofozoítos redondeados con un 

cuerpo medio pequeño y redondeado 

G. agilis  Anfibios 
Trofozoítos alargados con cuerpo 

medio en forma de bastón 

G. microti  Roedores 

Trofozoítos similares a G. 

duodenalis. El quiste contiene a los 

trofozoítos totalmente diferenciados 

G. ardeae  Garzas 

Trofozoítos redondeados con una 

muesca en el disco ventral y un 

flagelo caudal rudimentario. El 

cuerpo medio tiene forma 

redondeada 

G. psittaci  Aves 

Trofozoítos piriformes con cuerpo 

medio en forma de garra. No posee 

fleco ventrolateral 

Adaptado de (Lujan and Svärd, 2011; Monis et al., 2009) 
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Ciclo de vida y descripción de estadios 

El ciclo de vida de Giardia es directo; se caracteriza por dos estadios o etapas de 

diferenciación del parásito y por no requerir un hospedero intermediario. Este parásito es uno 

de los pocos cuyo ciclo completo puede replicarse in vitro (Gillin et al., 1989). Comienza 

cuando el estadio latente el quiste entra por vía oral a un hospedero donde se desenquista a 

nivel intestinal dando lugar a una forma transitoria llamada excizoito que se diferencia y da 

lugar a dos trofozoítos, el estado vegetativo de este parásito. A través de un proceso de 

enquistamiento, el trofozoíto deja el ciclo celular y entra en un programa de diferenciación 

para dar lugar al quiste, el estado de resistencia que le permite sobrevivir en un ambiente con 

condiciones adversas. El ciclo se completa cuando el quiste es ingerido de nuevo por un 

hospedero. 

El proceso de desenquistamiento inicia cuando el quiste llega al estómago del hospedero 

donde las condiciones de acidez del tracto digestivo inducen la ruptura de su pared. El primer 

estimulo acontece al entrar en contacto con los jugos digestivos, cuando el quiste detecta altas 

concentraciones de iones hidrogeno seguido por el pH ligeramente alcalino de la primera 

porción del intestino delgado. En este sitio las proteasas y la presencia de nutrientes favorecen 

la exocitosis de componentes prefabricados del parásito como hidrolasas, fosfatasas y 

proteasas que actúan sobre la pared del quiste liberando por uno de sus polos al excizoito, una 

forma transitoria inmadura tetranucleada que posee flagelos cortos. En general este proceso se 

lleva a cabo de manera tan rápida que no existe tiempo para la transcripción y traducción de 

nuevas proteínas, por lo tanto, una respuesta rápida a los estímulos de desenquistamiento y la 

existencia de las estructuras del citoesqueleto preformadas son esenciales para la colonización 

de los trofozoítos. Se ha reportado que la cinasa A y vías de señalización de calcio inician el 

proceso de desenquistamiento (Carranza and Lujan, 2010). En este proceso son esenciales los 

cuatro pares de flagelos que se encuentran intactos dentro del quiste ya que movimiento de 

estos permite que concluya la liberación del excizoito del quiste. Otro componente 

fundamental en el desenquistamiento es el disco adhesivo; los fragmentos de esta estructura 

que están almacenados en el quiste se ensamblan rápidamente permitiéndole al trofozoíto 

adherirse a su célula blanco (Carranza and Lujan, 2010) 
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Los excizoitos tienen una forma oval y cuatro núcleos que rápidamente entra en dos rondas de 

citocinesis y concluye la cariocinesis dando lugar a cuatro trofozoítos binucleados en 15 a 30 

minutos después de su liberación. Los trofozoítos maduros colonizan el duodeno y el yeyuno 

medio en un lapso de 6 a 8 horas después de la ingestión de los quistes. La liberación de estos 

cuatro trofozoítos así como su reproducción por fisión binaria longitudinal perece ser la 

explicación de la baja dosis infectiva de Giardia, 10 quistes (Rendtorff and Holt, 1954). 

Una vez adherido el trofozoíto al epitelio intestinal, éste necesita tomar nutrientes del medio 

así como colesterol y un pH ácido para proliferar; si el pH se torna alcalino y el colesterol está 

restringido por la producción de sales biliares, condiciones propias de la parte distal del 

 
 
Figura 1. Ciclo de vida de Giardia 

El ciclo de vida de este parasito inicia cuando el hospedero ingiere el quiste, al pasar por el estómago el 

pH ácido induce el proceso de desenquistamiento liberando al excizoito, una fase transitoria tetra-nuclear 

que comienza a reorganizar el disco ventral y da origen a 4 trofozoítos. Posteriormente los trofozoítos se 

adhieren al epitelio del intestino delgado principalmente al duodeno y el yeyuno medio donde se replican 

por fisión binaria o vegetativa longitudinal. Cuando los trofozoítos pasan al intestino grueso el cambio a 

un pH alcalino, así como la ausencia de colesterol y la presencia de sales biliares inducen el 

enquistamiento de Giardia que involucra dos rondas de replicación del DNA. Finalmente, los quistes son 

expulsados en las heces, si el hospedero tiene una higiene deficiente puede re-infectarse o contaminar el 

agua u otros fómites. Tomado de (Ankarklev et al., 2010), Universidad Nacional de Colombia, Copyright 

http://www.unal.edu.co/legal.pdf
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intestino delgado, se inducen  vías de señalización que  inician el proceso de enquistamiento 

(Arguello-Garcia et al., 2009). El enquistamiento es el proceso por el cual el trofozoíto se 

diferencia de un estado activo a uno latente este involucra un drástico desensamblaje de 

estructuras tales como el citoesqueleto, los flagelos y el disco adhesivo, la construcción de 

otras como el aparato de Golgi-Like y la pared del quiste así como la disminución del 

metabolismo del parásito y dos rondas de síntesis de DNA que producen en primer lugar una 

forma binucleada 16N, y en la siguiente división cuatro núcleos 4N  y que tiene como 

objetivo final producir una pared que encapsule al trofozoíto y le brinde protección contra el 

ambiente (Carranza and Lujan, 2010). 

En la fase G2 del ciclo celular, en el que se ha replicado el material genético y las estructuras 

celulares, los trofozoítos entran en el proceso de enquistamiento (Reiner et al., 2008). El 

proceso de enquistamiento puede dividirse en tres pasos: el primero es la estimulación, que 

comprende la recepción del estímulo la transmisión de la señal al núcleo y la expresión de los 

genes específicos del enquistamiento; el segundo paso incluye la síntesis de los componentes 

de la pared del quiste, la biogénesis de los organelos secretorios (Golgi-like) y el transporte de 

los componentes de la pared celular hacia la membrana del parásito y el tercer paso que 

involucra la exocitosis de las vesículas específicas del enquistamiento (ESV) y el ensamblaje 

de la pared (Carranza and Lujan, 2010). 

En los análisis in vitro de este proceso se ha determinado que la privación de colesterol es el 

estímulo necesario para que se inicie el proceso de diferenciación. Se cree que esto se debe a 

que in vivo, en el intestino del hospedero específicamente en el duodeno, la concentración de 

colesterol es baja en comparación con las del íleon y el yeyuno y ya que Giardia no puede 

sintetizar lípidos, la detección de la disminución de su principal fuente de síntesis es 

suficiente para iniciar la señalización. Aunque no se ha establecido el mecanismo por el cual 

el trofozoíto detecta el cambio en la concentración de este lípido, algunos autores creen que es 

el cambio en la fluidez de la membrana debido a la pérdida de colesterol lo que modifica la 

actividad de receptores y lleva a la transcripción de los genes específicos del enquistamiento 

(Carranza and Lujan, 2010). 

El análisis del transcriptoma del parásito durante el proceso de enquistamiento ha mostrado 

que solo 18 genes se encuentran sobre-expresados durante la etapa temprana de este proceso e 

incluyen los genes de las proteínas de la pared del quiste (CWPs 1-3), el factor de 
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transcripción Myb2 y los genes de la ruta de síntesis de carbohidratos (Morf et al., 2010). En 

estudios realizados en el parásito se ha determinado que la vía de señalización que se induce 

cuando el trofozoíto es expuesto a sales biliares (las sales biliares primarias como el colato y 

el quenodesoxicolato muestran mayor eficacia de inducción) es la vía de las MAP cinasas, 

Raf1/MEK1/ERK1 donde la cinasa ERK1 activa los cuatro factores de transcripción de 

Giardia involucrados en el proceso de enquistamiento: SREBP que activa la biogénesis y la 

biosíntesis de precursores del homopolímero N-acetilgalactosamina, el principal componente 

de la pared del quiste; gGLP1 y gARID1 los cuales actúan sobre el promotor de gen de la 

proteína CWP1 y por último el factor de transcripción gMyb2 que actúa en el promotor de los 

genes de las proteínas CWP1-3y G6P1 (Arguello-Garcia et al., 2009). Myb2 es considerado el 

factor de transcripción “maestro” de este proceso pues induce la transcripción de los dos 

principales componentes de la pared del quiste: las proteínas CWPs 1-3 y los monómeros de 

carbohidratos UDP-GalNAc que formarán el homopolímero de N-acetilgalactosamina 

denominado “giardano” este constituye el 60% de la pared del quiste mientras que el 40 % 

restante lo compone las proteínas CWPs (Karr and Jarroll, 2004). 

Las proteínas CWPs son proteínas ácidas con un extremo N-terminal hidrofóbico, una región 

central de cinco repetidos de leucina en el caso de CWP 1 y 2 y de cuatro repetidos completos 

y uno incompleto en CWP3, implicados en la interacción proteína-proteína y un extremo C-

terminal compuesto de repetidos ricos en cisteína (Elias E, 2008). La acumulación de estas 

proteínas en el retículo endoplásmico induce la formación de vesícula específicas de 

enquistamiento (ESV’s) las cuales pasan de estructuras individuales, en la fase temprana del 

enquistamiento a una red vesicular, trans-Golgi durante la fase tardía (Stefanic et al., 2009) 

donde se llevan a cabo modificaciones postraduccionales como puentes disulfuro, unión de 

isopéptidos y de grupos fosfato que son importantes para el ensamblaje de la pared del quiste 

(Davids et al., 2004; Reiner et al., 2001; Slavin et al., 2002). 

In vivo la presencia de estas vesículas en el citoplasma del trofozoíto es la primera 

manifestación morfológica del enquistamiento en tanto que in vitro lo es la pérdida de su 

capacidad de adhesión y el cambio morfológico hacia una forma redonda u ovalada. Las ESV 

contienen el material que formará la pared del quiste (CWM), este material se polimeriza 

rápidamente después de su secreción, de tal manera que forma la pared (CW) que recubre al 

parásito 20 a 24 horas post- inducción in vitro (Carranza and Lujan, 2010).  
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El mRNA de las proteínas CWP tiene su mayor expresión 7 horas post- inducción y el exporte 

de proteínas desde el retículo endoplásmico a las vesículas ocurre después de 8 a 10 horas de 

la post inducción in vitro. Antes de la excreción del material de la pared del quiste éste es 

fraccionado en dos porciones: la fracción fluida (CWMfl) formada por CWP3 y un segmento 

de CWP2 que sufre un proceso proteolítico y el núcleo (Como) constituido por CWP1 y el 

extremo C-terminal de CWP2. La secreción de la fracción fluida se completa en pocos 

minutos y ocurre de manera simultánea a la reabsorción de flagelos, el desensamblaje del 

disco suctor y la división nuclear lo que provee estabilidad estructural al parásito.  

 
 

Figura 2. Mecanismos y cambios en la morfología durante el enquistamiento de Giardia 

La figura de la izquierda La figura de la izquierda representa las fases del enquistamiento en horas post-

inducción. Las flechas grises indican la dirección de la vía. El primer paso es la producción de las 

proteínas de la pared del quiste CWPs en el Retículo Endoplásmico (A); 2 hrs post-inducción el material 

para la pared del quiste se separa para ser secretado de manera selectiva en los sitios de transición del RE 

(B). Las Vesículas del enquistamiento comienzan a formarse e incrementan su tamaño (C) hasta que el 

CWM es exportado desde el RE. La aparición de los núcleos condensados en las ESVs (D) coincide con 

el procesamiento de CWP2 y la distribución del CWM en dos fracciones. Las ESV maduras intercambian 

la CWP1 soluble vía túbulos dinámicos en la membrana (E). Un fraccionamiento dentro de las ESV es 

seguido de la separación del CWM en distintos compartimentos (F); CWMfl es secretada rápidamente 

formando la pared exterior del quiste (G) seguida de la secreción lenta de la fracción CWMco (H) que 

requiere varias horas para su condensación en la membrana (Konrad et al., 2010). A la derecha se 

muestran imágenes de microscopía electrónica de barrido en las cuales se observa el cambio gradual de la 

forma aplanada de pera del trofozoíto desde la zona dorsal-ventral (a-b) a una forma esférica (c-l). Los 

flagelos se internalizan gradualmente mientras la célula se dobla debido al incremento del fleco y a la 

depresión cóncava que se forma en la región ventral (Midlej and Benchimol, 2009). 
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El núcleo formado por CWP3 y CWP2 crea la capa final del quiste; durante este proceso la 

proteína SNARE es la que media la fusión de estas vesículas a la membrana plasmática 

(Carranza and Lujan, 2010; Konrad et al., 2010). Una vez formado el quiste, el cual ya no es 

adherente, es expulsado del intestino por los movimientos peristálticos y evacuado en las 

heces. Si no existe una higiene adecuada, estos pueden ser ingeridos de nuevo vía oral o 

contaminar agua y comida, reiniciando de esta manera el ciclo de vida de Giardia. 

Finalmente, la protección ofrecida por el quiste le permite a este parásito sobrevivir por largos 

periodos de tiempo y resistir tratamientos químicos que otros organismos no resisten. 

 

Estadio vegetativo: Características morfológicas y biológicas del trofozoíto 

El trofozoíto de Giardia es el estadio que sobrevive y prolifera en las condiciones que 

prevalecen en el intestino delgado del hospedero. Este es microaerofílico y se caracteriza por 

su apariencia piriforme de aproximadamente 12-15 µm de longitud y 5 a 7 μm de ancho y 1 a 

2 µm de grosor (Carranza and Lujan, 2010). El trofozoíto presenta dos núcleos ovalados, los 

cuales son transcripcionalmente activos, con apariencia de halo y con sus respectivos 

nucléolos donde existe la maquinaria mínima para la biogénesis de ribosomas que incluye el 

reclutamiento del rDNA, el procesamiento del rRNA y la maquinaria de ensamblaje del 

ribosoma. En la parte ventral del parásito se encuentran dos estructuras necesarias para 

adherirse al epitelio intestinal: el disco adhesivo el flagelo ventrolateral la zona vacía y el 

cuerpo medio. Además posee ocho cuerpos basales con sus respectivos cuatro pares de 

flagelos distribuidos en los pares anteriores, posterolaterales, ventrales y caudales que le 

confieren diferentes direcciones en su motilidad (Adam, 2001; Midlej and Benchimol, 2009). 

En el trofozoíto también se encuentran vesículas periféricas cercanas a la membrana y 

mitosomas que se agrupan de manera linear entre el núcleo pero también se encuentran 

dispersos en el citoplasma (Adam, 2001). A continuación, se describen de manera más 

detalladas las estructuras y mecanismos biológicos del trofozoíto de Giardia. 

Los núcleos de este parásito son dos estructuras ovaladas diploides (2N) de aproximadamente 

1 µm de diámetro (Carranza and Lujan, 2010). Ambas copias se replican y se segregan por 

citocinesis durante cada ronda del ciclo celular (Ghosh et al., 2001); al respecto los estudios 

más recientes de microscopia electrónica sobre la mitosis en Giardia han mostrado que el 
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disco ventral y los cuerpos basales dirigen este proceso (Carranza and Lujan, 2010). Aunque 

los núcleos parecen similares se han reportado diferencias entre ellos como la asincronía en el 

inicio de la replicación así como diferencias morfológicas y en el número de poros nucleares, 

esto último sugiere una actividad fisiológica distinta entre ellos (Benchimol, 2004; Carranza 

and Lujan, 2010; Wiesehahn et al., 1984). Así mismo recientemente se evidenció que el RNA 

pequeño (snoRNA) que es un precursor del micro RNA miR2 se localiza mayoritariamente en 

uno de los núcleos (Saraiya and Wang, 2008). 

El nucléolo es la región especializada del núcleo donde el rRNA se sintetiza y procesa, así 

como el lugar donde las subunidades del ribosoma son ensambladas. En Giardia esta región 

es un compartimento intra-nuclear de 0.2 a 0.5 µm de diámetro; es de naturaleza fibro-

granular y fue localizada utilizando los marcadores específicos 16sRNA, fibrilarina, CBF5 y 

la rRNA pseudouridin sintetasa así como microscopía electrónica de barrido (Carranza and 

Lujan, 2010; Jimenez-Garcia et al., 2008; Tian et al., 2010). 

El disco ventral o adhesivo es una estructura cóncava constituida por capas paralelas de 

microtúbulos de α y β-tubulina, que asemejan una espiral y es distinta entre especies (Midlej 

and Benchimol, 2009). Esta se encuentran perpendicularmente unida al citoplasma por 

estructuras de microcintas (Dawson, 2010), las espirales se unen en las puntas creando un área 

circular que carece de proteínas del citoesqueleto de manera que forman el área vacía en el 

centro del disco suctor. En esta área se concentran vesículas, por lo que se considera que es 

una región especializada en procesos de endocitosis y exocitosis y en el intercambio entre el 

parásito y el hospedero (Lanfredi-Rangel et al., 1999). En general al disco suctor se le 

considera un factor de virulencia del parásito ya que es necesaria para que el trofozoíto se 

adhiera a las células intestinales. El fleco ventrolateral, la cresta ventrolateral y el área vacía 

secuencialmente hacen contacto con el epitelio durante la adhesión del trofozoíto (Hagen et 

al., 2011). 

La cresta lateral se localiza en el borde exterior del disco ventral. Cuando el trofozoíto se 

adhiere al epitelio intestinal a través del disco ventral la cresta se proyecta hacia abajo 

generando una especie de marca en la superficie epitelial cuando el trofozoíto es removido, 

parecida a la herradura de un caballo (Palm et al., 2005). 
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El cuerpo medio es una estructura en forma de coma que varía de forma y grosor entre 

especies. Se localiza de manera transversal en la parte baja del disco ventral y perpendicular 

al eje central del trofozoíto; está formado por 1 a 6 pequeñas estructuras de microtúbulos que 

varían en su forma asociadas a cinasas regulatorias como la aurora quinasa y ERK1. Este se 

conecta a la membrana plasmática, el disco ventral y el flagelo caudal (Davids et al., 2008; 

Ellis et al., 2003). Funcionalmente el cuerpo medio es una estructura dinámica que constituye 

el mayor centro organizador de microtúbulos y es la fuente para ensamblar el disco ventral 

después de la mitosis además de que su presencia está coordinada con el ciclo celular 

(Crossley et al., 1986). Así mismo, la ausencia del cuerpo medio en algunos trofozoítos y su 

presencia diferencial en los estadios de  Giardia parece indicar que funciona como un 

almacenamiento temporal de tubulina (Piva and Benchimol, 2004). 

El funis es otra estructura en Giardia constituida por un arreglo de microtúbulos cortos 

interconectados en forma de bandas, los cuales se encuentran anclados al flagelo 

posterolateral y a la membrana celular y asociados dorsal y ventralmente con los axonemas 

del flagelo caudal. Lo anterior   ha llevado a postular que funciona como una especie de caja 

torácica donde junto con los axonemas permite la flexión dorsal y con ello el desprendimiento 

del trofozoíto del epitelio intestinal (Carranza and Lujan, 2010; Ghosh et al., 2001; Midlej and 

Benchimol, 2009). 

Los flagelos tienen su origen en los cuerpos basales y son estructuras que participan en la 

liberación del trofozoíto del quiste y le permiten migrar al sitio que colonizarán y en el cual 

completarán la citocinesis. Los ocho flagelos de Giardia están organizados en cuatro pares 

(9+2 microtúbulos en cada arreglo) que difieren en su patrón de golpes y longitud del 

axonema (Dawson and House, 2010). En el caso del flagelo ventral se ha propuesto que el 

ritmo de su ondulamiento provee una presión negativa que permite al disco suctor adherirse al 

epitelio (Holberton, 1973) aunque otros estudios indican que no parece ser prioritario en la 

adhesión (House et al., 2011). En tanto el flagelo caudal ha sido involucrado junto con el 

funis en la flexión dorsal de trofozoíto. Recientemente se reportó que los flagelos tienen un 

papel central en la división celular al dirigir a las células hijas en direcciones opuestas durante 

la citocinesis (Hardin et al., 2017).  

En general el citoesqueleto que forma las estructuras antes descritas está basado en 

microtúbulos, pero también se encuentra integrado por proteínas específicas de Giardia como 
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las α-giardinas, Nek cinasas, proteínas con repetidos de anquirina, asamblinas de fibras 

estriadas (SALP-1, β y δ giardina) y las más características y altamente inmunogénicas las γ-

giardinas que constituyen el disco ventral. El citoesqueleto carece de miosina y además está 

conformado por proteínas que son altamente divergentes de las proteínas de unión a actina 

(Nohria et al., 1992; Palm et al., 2005). 

 

 

 

El trofozoíto de Giardia posee un sistema de tráfico membranal muy distinto al de 

eucariontes superiores pues se encuentra reducido y representa una adaptación a la vida 

parasitaria. Esta estructura inicia en la membrana externa de los núcleos y se prolonga al 

retículo endoplásmico sin que exista un aparato de Golgi característico aunque el retículo 

endoplásmico funciona como un Golgi-like, ya que posee una estructura básica de transporte 

de vesículas, endosomas y lisosomas, que incluye a las moléculas clatrinas, coatómeros 

(COP) I y II, ARF, dos complejos de proteínas adaptadoras AP1, un receptor sensible a 

factores de adhesión (SNARE) y Rab, siendo estas últimas dos moléculas factores claves para 

 
 

Figura 3. Características morfológicas del trofozoíto de Giardia 

En A se muestra un esquema en el que se señalan el disco ventral y la distribución de los microtúbulos en 

el (vdMT) y su arreglo en espiral (snMT), la zona vacía (ba) la cresta ventrolateral (lc), el fleco 

ventrolateral, el funis, el cuerpo medio (mb) y los cuatro pares de flagelos, caudal (cfl), anterior (afl), 

ventral (vfl) y posterior (pfl). B es una imagen de microscopía electrónica de barrido de la extracción con 

detergentes del citoesqueleto que muestra con mayor detalle la composición del disco ventral, la zona 

vacía (ba) justo en medio de la cresta ventrolateral (lc) y el fleco ventrolateral (mg). Tomado de 

(Woessner and Dawson, 2012). 
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procesos de fusión de membranas (Arguello-Garcia et al., 2009). En esta estructura también 

se lleva a cabo la maduración de proteínas sin embargo Giardia posee un sistema de 

glicosilación rudimentario que involucra la adición de N-acetil glucosamina vía enlaces Asn u 

O sin necesidad de un sistema con control de calidad (Ratner et al., 2008). 

 

 

 

Los mitosomas son remanentes mitocondriales que han sido identificados en Giardia, los 

cuales se distribuyen principalmente en un arreglo lineal a lo largo de los cuerpos basales, 

entre los núcleos, así como aleatoriamente en el citoplasma existiendo entre 40 y 50 en cada 

parásito (Martincova et al., 2015; Regoes et al., 2005). Estas pequeñas estructuras, de 140x70 

nm, de doble membrana no tienen genoma; están compuestos por el centro flavina-hierro-

sulfuro involucrado en el sistema de transporte de electrones y la maduración de proteínas 

 
 

Figura 4. Sistema membranal y de transporte en Giardia 

En la imagen de microscopia de barrido de un corte el longitudinal de un trofozoíto se observa el retículo 

endoplásmico (ER) y su comunicación con los núcleos(N) así como las vesículas periféricas (V). El disco 

ventral (VD), la zona vacía de este (BA), los cuerpos basales y los flagelos caudal y ventrolateral también 

se muestran en la imagen. En la imagen inferior se muestra una amplificación de las vesículas específicas 

del enquistamiento (ESV), que forman parte del sistema de transporte y dan origen a un Golgi-like 

durante el enquistamiento. Toda la estructura del sistema membranoso y de transporte se engloba en el 

diagrama de la derecha. La endocitosis mediada por las vesículas periféricas en flechas azules; la 

exocitosis en flechas grises lo cual ejemplifica el transporte de las proteínas variables de superficie 

(VSP’s) que recubren la superficie del trofozoíto; también se muestra el transporte de las proteínas de la 

pared del quiste en las vesículas específicas del enquistamiento (ESV), la fracción fluida (fl) y la fracción 

condesada (CO) de la pared del quiste. Adaptado de (Lujan and Svärd, 2011). 
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(IscU y ferredoxina) sin embargo, no son productores de ATP (Einarsson et al., 2016; Tovar 

et al., 2003). La maquinaria de importación en el mitosoma se encuentra reducida; solamente 

se han identificado en la membrana externa a TOM40 y en la membrana interna a pam 16 y 

pam 18; otras proteínas identificadas son las chaperoninas 60 y 10 así como mtHSP70 y co-

chaperonas GrpE y Jac-1 (Dolezal et al., 2005; Jedelsky et al., 2011; Regoes et al., 2005). 

Recientemente se reportó que estos organelos no se fusionan, que su división esta 

sincronizada con la mitosis y que de manera similar a la mitocondria están conectados con el 

retículo endoplásmico. Además, se mostró que el quiste contiene dos conjuntos de estos 

organelos (Voleman et al., 2017). 

 

 

 
 

Figura 5. Características morfológicas y estructurales del mitosoma de Giardia 

En la imagen superior izquierda se muestra una microscopia de barrido de los mitosomas centrales 

Giardia (M) y su proximidad con uno de los núcleos (N). En el panel inferior se muestra un trofozoíto en 

el cual se han teñido los mitosomas mediante inmunofluorescencia indirecta contra la proteína UsF, en 

esta se aprecia la distribución tanto central como periférica de los mitosomas. El esquema superior 

derecho muestra las proteínas del sistema de transporte del mitosoma cuyos genes han sido identificados 

en Giardia (en color) haciendo énfasis en la reducción de la maquinaria de importación al compararla con 

la presente en la mitocondria (en gris). La misma reducción se evidencia en la maquinaria de ensamblaje 

del centro hiero-azufre donde las proteínas identificadas hasta el momento también se muestran en color y 

las presentes en la mitocondria en gris. Adaptado de (Lujan and Svärd, 2011). 



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

20 
 

Las vesículas periféricas en Giardia cumplen la función de lisosomas o peroxisomas los 

cuales se no se han descrito en este parásito. En el área vacía y la periferia dorsal se 

encuentran una gran cantidad de estas vesículas las cuales participan en la endocitosis y 

exocitosis y pueden tornarse acidas y adquirir características de un lisosoma con actividad 

proteolítica y de hidrolasa; además se encuentran en comunicación con el retículo con lo que 

el material endocitado es transportado al interior de la célula. Por otro lado, también se ha 

demostrado la secreción de proteínas en este parásito se da de manera convencional a través 

de un péptido señal en el extremo amino terminal o como en el caso de las proteínas Variables 

de Superficie (VSPs), por una señal presente en el tallo citoplasmático conservado que lleva 

al tránsito por el citoplasma a través del retículo, aunque la liberación de enzimas metabólicas 

ocurre por una vía de exportación no convencional (Ringqvist et al., 2008). 

Así como los organelos de Giardia sufren reducción como una adaptación para llevar a cabo 

exitosamente un estilo de vida parasítico, este eucarionte también se caracteriza por tener vías 

metabólicas severamente restringidas; esta particularidad fue determinada mediante la 

secuenciación de su genoma (Morrison et al., 2007). En general este parásito es dependiente 

de los lípidos del hospedero y del rescate de las vías de las pirimidinas y purinas. Además, la 

singularidad de ser un eucarionte de divergencia temprana se hace evidente con la presencia 

de genes que codifican para proteínas metabólicas de bacterias y arqueas las cuales son los 

componentes mayoritarios en los sistemas metabólicos y de desintoxicación de Giardia 

(Morrison et al., 2007). 

Metabolismo energético: El trofozoíto de Giardia toma del lumen intestinal de manera 

pasiva, metabolitos como glucosa y arginina mediante fagocitosis y pinocitosis, los cuales 

representan su mayor fuente de energía; los carbohidratos son catabolizados mediante la vía 

de Embden-Meyerhof y la vía de las hexosas monofosfato generando como productos finales 

etanol, acetato y CO2 mientras que las reservas son almacenas en forma de glucógeno sin 

embargo estas vías son dependientes de la disposición de oxígeno (Adam, 2001; Schofield et 

al., 1991) y debido a que Giardia se ha adaptado a condiciones microaerofílicas donde el 

oxígeno, el último aceptor de electrones de la fosforilación oxidativa esta severamente 

restringido, esta vía no es la prioritaria para la obtención de energía. Giardia recurre a la vía 

de la arginina hidrolasa (ADH) en la cual la descomposición del aminoácido arginina genera 

cuatro veces más ATP que cantidades equimolares de glucosa (Schofield et al., 1990; 
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Schofield et al., 1992). Las enzimas encargadas de catabolizar a la arginina son ADI (arginina 

deaminasa), OCT (ornitina carbamoil transferasa), CK (carbamato cinasa) y ornitina 

descarboxilasa cuyo producto final es una molécula de ATP, CO2 y amonio (Schofield et al., 

1992). Las enzimas ADI y OCT son liberadas por el trofozoíto hasta el lumen intestinal 

durante la interacción de este con el hospedero, estableciendo una competencia por la arginina 

y a la vez bloqueando la producción de óxido nítrico, un potente agente anti-giardia y una de 

las primeras líneas de defensa contra la colonización del parásito (Ringqvist et al., 2008). 

 

 

 
 

Figura 6. Vías metabólicas identificadas en Giardia 

En el esquema se muestran el metabolismo de la glucosa, pentosa fosfato y arginina en Giardia. El código 

de color muestra las enzimas similares con Archeas en rojo, con bacterias en purpura y con eucariontes en 

azul. En negro aquellas que no tienen homología. Tomado de (Morrison et al., 2007). 
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Metabolismo de aminoácidos, lípidos y nucleótidos: Giardia tiene una habilidad limitada 

para sintetizar aminoácidos de novo por lo que los obtiene del espacio extracelular vía 

transporte activo o difusión. Principalmente existe una alta demanda de cisteína debido a la 

abundancia de este aminoácido en las proteínas Variables de Superficie, uno de los 

principales antígenos del parásito, así como por su actividad como agente reductor que 

funciona como protección contra el daño inducido por especies reactivas de oxígeno 

(Einarsson et al., 2016; Jerlstrom-Hultqvist, 2012; Mastronicola et al., 2016; Morrison et al., 

2007). 

En cuanto a la síntesis de ácidos grasos y lípidos, estudios recientes han demostrado que 

Giardia puede sintetizar algunos de ellos. Además, se ha reportado que el metabolismo de 

esfingolípidos es regulado durante la diferenciación celular y es crítico para el enquistamiento 

(Jarroll et al., 1981; Sonda et al., 2008; Yichoy et al., 2011). El metabolismo de nucleótidos 

también es limitado en Giardia pues solo están presente las vías para obtener pirimidinas y 

purinas y debido a la falta de ribonucleósidos reductasa necesita las rutas de salvamento de 

desoxinucleósidos vía desoxinucleósidasas (Adam, 2001; Laoworawit et al., 1993). 

Desintoxicación de oxígeno: Giardia tolera bajas concentraciones de oxígeno y de especies 

reactivas de oxígeno. Recientemente se ha propuesto que en el intestino delgado existe una 

alta capacidad de amortiguar el potencial redox y que esta puede ser la razón por la que 

Giardia coloniza esta zona (Mastronicola et al., 2011). Una de las razones de esta baja 

tolerabilidad al oxígeno es la presencia de la enzima DT-diaforasa que genera peróxido de 

hidrógeno bajo condiciones aeróbicas en Giardia, otra razón es que enzimas del metabolismo 

intermediario del piruvato en el parásito son altamente sensibles al oxígeno (PFOR y Fe-Fe 

hidrogenasa). Además, este parásito carece de catalasa, superóxido dismutasa y del sistema de 

glutatión reductasa, que son los sistemas convencionales de eliminación de especies reactivas 

de oxígeno. La desintoxicación de estas especies se lleva a cabo con un sistema de proteínas 

parecidas a la tiorredoxina junto con NADH oxidasa, proteínas como la flavodiron y 

flavohemoglobina además de una superóxido reductasa adquiridas al parecer de donadores de 

origen procarionte (Brown et al., 1998; Di Matteo et al., 2008; Mastronicola et al., 2016; 

Rafferty et al., 2010; Vicente et al., 2009). 
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El genoma, transcriptoma y proteoma de Giardia 

El genoma de Giardia es de particular interés en el aspecto evolutivo por ser un eucarionte de 

divergencia temprana. En éste se pueden encontrar formas simplificadas de muchos procesos 

celulares ya que posee subunidades básicas, enzimas homólogas a las bacterianas y un 

repertorio metabólico conservado en parásitos, además es posible apreciar la transferencia 

lateral de genes con bacterias termoanaeróbicas, en las proteínas DnaK, cpn60, NADH, 

alcohol deshidrogenasa, glucosamina 6-fosfato isomerasa así como otras enzimas de la vía de 

las pentosas fosfato (Morrison et al., 2007). En total se han identificado en Giardia 15 genes 

adquiridos por transferencia horizontal de los cuales la mitad están asociados a la 

sobrevivencia en un ambiente anaeróbico. Otro aspecto relevante de este genoma es que su 

heterocigosidad es menor al 0.01 %, parámetro esperado para un organismo que realiza 

reproducción sexual y no para uno que se divide de manera asexual (Birky, 2010; Morrison et 

al., 2007; Teodorovic et al., 2007). Las explicaciones que se han generado para comprender 

este fenómeno es que puede existir intercambio de material genético entre los núcleos, lo que 

genera diferencias entre estos además de la presencia de  genes específicos de la meiosis 

(Morrison et al., 2007; Ramesh et al., 2005). Varias evidencias sobre recombinación genética 

en este parásito incluyen;  I) la fusión que ocurre entre los núcleos en los quistes, es decir la 

cariogamia que fue observada por microscopía electrónica de transmisión (Carranza and 

Lujan, 2010); II) la presencia de genes homólogos relacionados con la meiosis, III) los 

estudios de  recombinación en el ensamblaje AII y IV) el intercambio de plásmidos 

episomales entre los núcleos y de marcadores integrados a cromosomas (Carpenter et al., 

2012; Cooper et al., 2007; Jirakova et al., 2012; Poxleitner et al., 2008). También existen 

diferencias en el nivel de heterocigosidad entre ensamblajes siendo común en B, C, D y E 

pero menos frecuente en A, F y G (Lebbad et al., 2010). Varios grupos de investigación han 

propuesto un modelo que trata de explicar este fenómeno; este consiste en la fusión de 

trofozoítos que es seguida de una reducción del genoma a través de la pérdida de cromosomas 

hasta que la tetraploidía es alcanzada proceso durante el cual el genoma puede sufrir 

diplomixis, conversión de genes y o recombinación (Andersson, 2012). 

Particularmente el genoma de Giardia tiene un tamaño de aproximadamente 12.1Mb, del cual 

el 77% corresponde a regiones codificantes. El genoma del aislado WB tiene un contenido de 

GC del 49% organizado en cinco cromosomas cuyos tamaños van de 0.7 a 3 Mb, los cuales 
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están flanqueados por secuencias teloméricas similares a las que se encuentran en eucariontes 

(Morrison et al., 2007). Estas diferencias en el tamaño se han atribuido a la frecuencia de 

recombinación de las regiones teloméricas. Además existe evidencia de diferencias en el 

número y tamaño de los de cromosomas presentes en cada uno de los dos núcleos, diferencias 

que fueron detectadas en análisis citogenéticos que mostraron desigualdades entre los 

ensamblajes A y B (Tumova et al., 2007). Resultados preliminares del proyecto del genoma 

de Giardia reportaron que está constituido por 6470 genes muchos de los cuales no poseen 

intrones (solo se han identificado intrones cis en 5 genes) 1800 de estos genes se sobreponen 

mientras que 1500 se encuentran separados por al menos 100 nucleótidos y 2403 están 

duplicados (Morrison et al., 2007; Roy et al., 2012). 

 

 

 
 

Figura 7. Los cromosomas de Giardia 

En la imagen se muestra el mapa de los cromosomas de Giardia WB C6. El tamaño de los cromosomas 

se indica en la barra horizontal; el mapa también muestra los scaffolds (números y tamaños se muestran 

en colores a lo largo de los cromosomas) asociados a cada cromosoma. Las cabezas de flechas indican la 

orientación de estos. Los números indican secuencias de sondas cromosoma-específicas. Las estrellas 

muestran genes marcadores del cromosoma, las líneas en zig-zag representan las secuencias teloméricas y 

los rectángulos genes de rRNA. Tomado de (Upcroft et al., 2010). 
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En cuanto a las maquinarias de síntesis de DNA, transcripción, procesamiento de RNA y del 

ciclo celular éstas están reducidas y son más parecidas a las de protistas que a las de 

eucariontes. Giardia posee solamente dos complejos de reconocimiento del origen de 

replicación; carece de proteínas reguladoras del inicio de la replicación y la estructura de la 

DNApol ε y δ corresponde a las del reino Archaea aunque sí posee las histonas canónicas 

encontradas en eucariontes, con excepción de la histona H1 (Yee et al., 2007). Además. 

comparte con los eucariontes el complejo de la DNApol α y el core de las RNA pol I, II y III 

y el número de factores de transcripción es menor al presente en otros eucariontes. Aunque no 

existen enzimas de la biosíntesis de bases nitrogenadas en su genoma, se han descrito 

sintetasas de tRNA (Morrison et al., 2007). 

En Giardia los promotores de inicio de la transcripción son pequeños y ricos en A/T, sin una 

caja TATA identificable (Adam, 2000). Los 5´ UTRs también son cortos, entre 4 y 14 

nucleótidos, y no se ha identificado la secuencia correspondiente a la que reconoce al 

ribosoma (Shine-Dalgarno en procariontes y Kozak en eucariontes). El complejo de proteínas 

que se unen a la caja TATA encontrada en Giardia es completamente divergente del de 

eucariontes encontrándose solamente 21 de las 28 proteínas del sistema eucarionte RNA pol 

I-III, con 6 de los componentes de las polimerasas específicas perdidos; 4 de los factores de 

inicio de la transcripción y 9 proteínas asociadas a ellos, de las 29 presentes en eucariontes 

(Iyer et al., 2008). Los mRNAs tienen bloqueado el extremo 5, sugiriendo una estructura de 

cap, sin embargo no parece estar en todos; por otro lado, se han identificado dos factores de 

transcripción distintos a 4E en Giardia uno de los cuales se une a TMG cap y el otro al m7 

cap (Li and Wang, 2005). La poliadenilación se lleva a cabo por un sistema rudimentario que 

reconoce la secuencia AGTPuAAP y es seguido de la adición de la cola de adeninas de 10 pb 

rio abajo de la secuencia PAS (Adam, 2001). Recientemente se ha descrito que el trans-

splicing ocurre en Giardia específicamente en los genes que codifican para las proteínas 

HSP90 y una proteína del motor de dineína (Kamikawa et al., 2011). En las cepas WB y GSH 

se detectaron una gran cantidad de transcritos estériles que son transcritos anti sentido cuya 

abundancia se ha asociado a promotores bidireccionales o a su degradación ineficiente aunque 

existe una vía canónica para la degradación de transcritos en este parásito como el exosoma 

(degradación 3´-5´) (Williams and Elmendorf, 2011). 
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En el genoma de Giardia existen varias familias de genes únicas: proteínas con repetidos de 

ankirina, Nek cinasas, giardinas, proteínas Variables de Superficie (VSPs) y proteínas de 

membrana ricas en cisteína (HCMPs). La familia de genes de las proteínas ricas en repetidos 

de ankirina es la más grande en Giardia; 436 genes de su genoma tienen al menos uno de 

estos repetidos; estas proteínas son comunes en bacterias y eucariontes y típicamente forman 

parte de interacciones proteína-proteína.  

 
 

Figura 8. Maquinarias de inicio de la replicación, transcripción y poliadenilación en Giardia 

En la imagen se muestra una comparación entre los complejos de multiproteínas entre Giardia y 

Saccharomyces cerevisiae. En la iniciación de la replicación se ensamblan múltiples factores de la 

iniciación en el origen de la replicación en el caso de los genes de S. cerevisiae mientras que Giardia 

tiene menos proteínas de reconocimiento del origen de la replicación y más iniciadores del complejo de 

pre-iniciación. En el caso de la iniciación de la transcripción en S. cerevisiae se inicia por el complejo de 

pre-iniciación consistente del complejo RNAP II (12 subunidades) y los factores generales de la 

transcripción TFIIA (2), TFIIB (1), TFIID (TBP plus 14 TAFs), TFIIF (3), TFIIE (2), TFIIH (10) y el 

mediador. Estos factores reconocen el promotor, la caja TATA y el elemento iniciador (IRN). Los 

promotores en Giardia tienen un elemento iniciador rico en AT pero ha perdido muchos de los factores 

generales de la transcripción. Por último, el complejo de poliadenilación en S. cerevisiae reconoce una 

secuencia rica en A/U y contiene al menos 25 proteínas en la subunidad mayor de RNAPII. La señal de 

poliadenilación en Giardia es AGTAAY y tiene muy pocas de las proteínas de la poliadenilación 

presentes en la levadura. Tomado de (Morrison et al., 2007). 
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Recientemente se localizó una proteína con 21 de estos repetidos se en el disco ventral y la 

cresta ventrolateral (Elmendorf et al., 2005; Hagen et al., 2011). Relacionada con esta familia 

de genes se encuentra la familia de las Nek cinasas ya que también son ricas en repetidos de 

ankirina; se han identificado 197 de estos genes, aunque 137 de las proteínas para las que 

codifican han perdido su sitio catalítico. La principal función de esta cinasas es controlar la 

entrada del trofozoíto en el ciclo celular (Morrison et al., 2007). 

Las giardinas, por otra parte, son proteínas de unión del citoesqueleto de las que existen 

cuatro tipos: α, β, δ y γ. La más relevante es el subtipo α-giardina la cual está integrada por 12 

genes. Las proteínas para las que codifican se localizan en el flagelo, la membrana y otras 

partes del citoesqueleto. La proteína α-1 giardina es una de las proteínas inmunodominantes 

más importante de Giardia por lo que se ha planteado el diseño de vacunas en base a ésta 

(Jenikova et al., 2011). En cuanto al resto de la familia las formas β y δ son miembro de las 

fibras estriadas y se encuentran predominantemente en el disco suctor (Palm et al., 2005), 

mientras que no se ha reportado una localización específica para la γ-giardina (Nohria et al., 

1992). 

Distribuidos a lo largo de los cinco cromosomas de Giardia se encuentran genes de la familia 

de las VSPs, casi ninguno en posición telomérica. En el genoma de Giardia WB se han 

identificado 303 de estos genes vsp, de los cuales 228 se encuentran completos. El tamaño de 

estos genes es altamente variable y va desde 222 pb a 6.8 kb, se encuentran en arreglos 

lineales y generalmente están invertidos o en arreglos en tándem además de que son los genes 

con mayor número de duplicados en el genoma de Giardia (Adam et al., 2010). Estos genes 

codifican para proteínas  que funcionan como antígenos de superficie implicados en la 

evasión de la respuesta inmunológica del hospedero por lo que se ha sugerido que la 

duplicación permite ampliar la capacidad del parásito para re-infectar e infectar una gran 

variedad de hospederos (Sun et al., 2010). Los genes que codifican para las proteínas de 

membrana ricas en cisteína son la última familia de genes más numerosa en el genoma de 

Giardia WB; se han identificado 61 de estos genes y se han agrupado en 9 clases. 

Estructuralmente comparten características con las proteínas VSPs; específicamente tienen  

repetidos Cys-X-X-Cys abundantes aunque los repetidos Cys-x-Cys son exclusivos de esta 

familia (Adam, 2001). 
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La función de estas numerosas proteínas no se ha determinado aunque se ha encontrado que la 

expresión de algunos de sus miembros se incrementa durante la interacción con células 

epiteliales mientras que el gen de la proteína HCNCp aumenta su expresión durante el 

enquistamiento (Davids et al., 2006; Ringqvist et al., 2011). 

En general el interés por analizar el genoma y transcriptoma de Giardia radica en su 

relevancia en estudios evolutivos, por ser un eucarionte de divergencia temprana. Además de 

que  estos análisis pueden ayudar a establecer qué genes se encienden y cuáles se apagan 

durante el ciclo de vida del parásito, a determinar los mecanismos involucrados en la 

infección del hospedero y en cuál es su respuesta a distintos fármacos (Birkeland et al., 2010; 

Ma'ayeh and Brook-Carter, 2012; Morf et al., 2010; Muller et al., 2007; Ringqvist et al., 

2011). 

En cuanto al proteoma en Giardia los estudios se han enfocado al análisis de proteínas 

involucradas en: la estructura y biología celular, la interacción hospedero-parásito y la 

variación del proteoma en los diferentes ensamblajes/genotipos de este protozoario. En lo 

correspondiente a la estructura y biología celular se identificaron, mediante el uso de 

electroforesis de doble dimensión y espectrometría de masas, las proteínas que integran el 

citoesqueleto de Giardia: α y β-tubulina, 1α-giardina, β, δ y γ-giardina y SALP-1 (Palm et al., 

 
 

Figura 9. Distribución de los genes de las proteínas VSP y HCP en los cromosomas de Giardia 

Esquema que muestra la densidad y localización de genes VSP en los cinco cromosomas de Giardia. Las 

líneas rojas representan a las proteínas ricas en cisteína y las azules a las proteínas variables de superficie 

(VSP’s). El eje de las X es una escala en kilobases. Tomado de Morrison 2007. 
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2005). Además de la composición del citoesqueleto, se analizaron las vesículas específicas del 

enquistamiento (ESV), los ribosomas, el proteosoma y los mitosomas. En las ESV se 

identificaron las proteínas de la pared de quiste CWP 1, 2 y 3 y dentro de las proteínas que se 

sobre-expresan en el enquistamiento se reportaron a las giardinas, tubulina, enzimas 

metabólicas, como la OCT y las chaperonas  HSP 70 y 90 (Reiner et al., 2008); otras 

proteínas identificadas en Giardia son las involucradas en la biogénesis del mitosoma; 

ipam18, Hsp 70, Cnp60 y PP, o en la formación del centro Fe-S, iiscS, iiscU, iiscA, igrx e 

ifdx (Tovar et al., 2003). 

Dentro de las proteínas que participan en la interacción hospedero-parásito se han identificado 

las proteínas estructurales antes mencionadas así como ADI, OCT, enolasa, fructosa-1, 6 

bifosfato aldolasa y proteasas agrupadas en productos de excreción/secreción, los antígenos 

de trofozoítos GTA 1 y 2 y las VSPs (Palm et al., 2003; Tellez et al., 2005). Dentro de los 

productos de excreción/secreción se han reportado varias proteínas con masas entre 15 y 225 

kDa, dentro de las cuales se identificaron a la α-enolasa,  OCT,  ADI, cisteín, aspartil y 

metalo proteasas junto con una proteína de 58 kDa que causa acumulación de fluidos en el 

intestino (Ringqvist et al., 2008; Rodriguez-Fuentes et al., 2006; Shant et al., 2002). Por 

último entre los ensamblajes de Giardia que infectan humanos existe evidencia que muestra 

diferencias entre las proteínas expresadas por el  ensamblaje A y el B; ya que mientras en el 

ensamblaje A está presente la α-2 giardina el genotipo B carece de ésta, sin embargo cabe 

destacar que entre aislados de Giardia duodenalis pertenecientes a una misma cepa como la 

WB también existe variación en su proteoma (Palm et al., 2003). 

 

Estadio latente: Características morfológicas del quiste 

El quiste es la fase transitoria y latente en el ciclo de vida de Giardia; una adaptación que le 

permite sobrevivir a las condiciones ambientales fuera de su hospedero como lo son 

temperaturas y pHs extremos y la acción de detergentes. Se caracteriza por su forma ovalada 

de entre 6 a 10 µm  de ancho por 7 a 10 µm de longitud, no tener motilidad y ser retractiles 

además de tener  un polo flagelar y uno nuclear así como axonemas resultado del 

acortamiento de los flagelos (Carranza and Lujan, 2010). En esta estructura el disco ventral se 

encuentra desensamblado, y los mitosomas reducidos.  
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En el quiste son visibles cuatro núcleos con cromatina condensada, cada uno de los cuales 

contiene cuatro copias del genoma como resultado de dos rondas de replicación donde la 

última ocurre sin que haya cariocinesis. La estructura más distintiva, sin embargo, es una 

pared de polisacáridos y proteínas con un espesor de 0.3 y 0.5 µm formada por una capa 

externa filamentosa y una capa interna constituida a su vez por dos membranas entre las que 

se encuentra el espacio periplásmico, en el citoplasma se encuentran dos o cuatro núcleos 

dependiendo del estado de maduración. En la fase tardía del enquistamiento, sin que ocurra 

citocinesis, se generan células con un contenido de 16N (44N) mientras que durante el 

desenquistamiento la citocinesis finaliza produciendo dos trofozoítos 8N (24N) seguido de la 

división completa que concluye con cuatro trofozoítos 4N (22N) (Carranza and Lujan, 2010). 

Finalmente, en la pared del quiste se inducen cambios en la permeabilidad de la membrana 

que restringen el transporte de los metabolitos a través de ella por lo que la actividad 

metabólica del quiste se reduce en un 80% en un proceso denominado criptobiosis (Olson B, 

2002), sin embargo posee grandes almacenamientos de glucógeno para sostener la energía 

basal pudiendo permanecer infeccioso por muchos meses en el ambiente (Adam, 2001). 

 

 

 
 

Figura 10. Morfología del quiste de Giardia 

En el panel derecho se muestra una representación esquemática de la estructura del quiste; en él se 

señalan las vesículas periféricas (V), los axonemas (Ax), los fragmentos del disco suctor (FD), los cuatro 

núcleos (N), la pared del quiste (CW) y el espacio periplásmico (PS). En el panel izquierdo se incluye una 

imagen de microscopía electrónica de barrido donde se observan tres núcleos (N), la pared (CW), las 

vesículas (V) y los flagelos (F). Tomado de (Lujan and Svärd, 2011). 



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

31 
 

Giardiasis 

Características generales: prevalencia y distribución 

La Giardiasis es la infección parasitaria más común en el mundo cuya transmisión se asocia 

con agua contaminada, por lo que Giardia, su agente causal es considerado el principal 

protozoario causante de diarrea. Se han documentado 132 brotes de Giardiasis alrededor del 

mundo desde 1954 debido a la ingesta de agua contaminada (Karanis et al., 2007). El número 

anual de casos se estima en 280 millones por año, con un promedio de 500,000 casos nuevos 

al año (Halliez and Buret, 2013; Vicente et al., 2009; Yichoy et al., 2011). El CDC reporta 

que en los países desarrollados cerca del 2% de los adultos y del 6-8% de los niños están 

infectados con Giardia, mientras que en los países en desarrollo una tercera parte de la 

población ha tenido giardiasis (www.cdc.gov) (Efstratiou et al., 2017). La mayoría de los 

casos ocurren en países con bajos ingresos, en los cuales Giardia es endémica, los cuales se 

encuentran concentrados en los continentes africano, asiático y en América latina. Debido a 

estas características la  Giardiasis ha sido recientemente incluida en la iniciativa de la 

Organización Mundial de la Salud : WHO Neglected Diseases, que engloba enfermedades 

ligadas a la pobreza, además del impacto socioeconómico que genera la resistencia de los 

quistes, el costo del tratamiento farmacológico y de la descontaminación del agua así como la 

vacunación de los animales en estos países (Rafferty et al., 2010). La epidemiología de esta 

parasitosis es complicada debido a que se presentan infecciones mezcladas y que existe la 

posibilidad de intercambio genético entre los ensamblajes (Cooper et al., 2007; Lasek-

Nesselquist et al., 2009; Teodorovic et al., 2007). Algunos estudios indican que el ensamblaje 

B tiene mayor prevalencia en América latina, Asia y Europa mientras que otros reportan 

prevalencia del ensamblaje A (Ajjampur et al., 2009; Al-Mohammed, 2011; El Basha et al., 

2016; Eligio-Garcia et al., 2008; Foronda et al., 2008; Gelanew et al., 2007; Geurden et al., 

2009; Lebbad et al., 2008; Minvielle et al., 2008; Ryan and Caccio, 2013). 

En general los brotes de Giardiasis son comunes en guarderías y albercas además de ser el 

agente etiológico más común asociado a la diarrea del viajero (Baldursson and Karanis, 2011; 

Ross et al., 2013)  y se tiene mayor riesgo de infección en las personas que viajan desde el 

continente europeo a la India, a los países árabes y los países de África del este (Ekdahl and 

Andersson, 2005). Lo anterior se debe a que en los países subdesarrollados el rango de 

prevalencia común es del 20 al 30% aunque en algunas zonas llega a ser del 100%; en tanto 

http://www.cdc.gov/
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que en los países desarrollados la prevalencia de esta enfermedad varía entre el 3 y el 7% 

(Halliez and Buret, 2013). Sin embargo, factores como las condiciones climáticas pueden 

influir en la variación de estos rangos, pues se ha determinado que existe un incremento en el 

número de casos durante el verano (Lujan and Svärd, 2011). Así mismo numerosos estudios 

han demostrado que poblaciones de perros y gatos pueden ser una fuente zoonótica de 

infección para las personas (Garcia-Cervantes et al., 2017; Karanis and Ey, 1998; Lee et al., 

2017a; Palmer et al., 2008; Piekarska et al., 2016; Ryan and Caccio, 2013; Thompson and 

Ash, 2016). En cuanto a los grupos de la población más afectados los niños menores de 5 

años son más susceptibles a esta infección. (Yoder et al., 2012). No obstante estos patrones 

también pueden variar dependiendo la región socioeconómica, por ejemplo en el Reino Unido 

la Giardiasis es más frecuente en individuos de entre 30 y 39 años, mientras que en Estados 

Unidos la mayor incidencia se registra en niños entre 0 y 5 años seguido por personas  de 

entre 31 y 40 años (Ekdahl and Andersson, 2005).  

 

 

 

 

 
 

Figura 11. Riesgo de infección con Giardia en viajeros 

El mapa muestra el riesgo de Giardiasis por cada 100,000 viajeros que regresan de diferentes regiones del 

mundo. Tomado de (Ekdahl and Andersson, 2005) 
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En México la prevalencia de esta infección varía del 3% al 50% (Cedillo-Rivera et al., 2009), 

por lo que esta infección se considera de importancia epidemiológica y clínica en el país 

(Astiazaran-Garcia et al., 2010). En 2008 el Centro Nacional de Vigilancia y Control de 

Enfermedades (CENEVACE) reportó una incidencia de 24.46 casos por cada 100,000 

mexicanos y de 73.47  en el grupo de edad de 1 a 4 años, mientras que en 2010 el mismo 

Centro detecto un total de 20,678 nuevos casos y determinó que los  estados con mayor 

incidencia son Sinaloa, Yucatán y Baja California Sur 

(http://www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html). En estudios del 2012 al 2014 se 

reporta  que los estados con mayor prevalencia son Sinaloa, Sonora, la ciudad de México, 

Oaxaca y Yucatán (Quihui-Cota and Morales-Figueroa, 2012; Torres-Romero et al., 2014). 

En un estudio sero-epidemiológico realizado en todo el país se determinó que en México la 

Giardiasis es endémica pues existe una sero-prevalencia de Giardia duodenalis del 55.3% y 

que es independiente del estado socioeconómico de la población. 

 

 

 
 

Figura 12. Distribución sero epidemiológica de Giardia en México 

Prevalencia sero-epidemiológica de la giardiasis en cuatro zonas socio-económicas distintas en México: 

alta, media-alta, media y baja. Tomado de (Cedillo-Rivera et al., 2009) 

http://www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html
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Además, estableció que los grupos de edad con mayor índice de prevalencia son los niños de 

entre 5 y 9 años y los adultos jóvenes. Este estudio también mostró que en los hombres la 

incidencia es mayor que en las mujeres mexicanas siendo una de los primeros reportes que 

muestra una correlación entre el sexo y la infección con Giardia (Cedillo-Rivera et al., 2009). 

Por otra parte en estudios previos  con aislados humanos provenientes de las zonas central y 

norte de México se ha reportado la presencia solo del ensamblaje A (sub ensamblajes A-I y 

A-II ) (Cedillo-Rivera et al., 2009; Eligio-Garcia et al., 2008; Ponce-Macotela et al.) mientras 

que en estudios realizados con muestras del sureste del país se detectó la presencia del 

ensamblaje B (Torres-Romero et al., 2014). Un estudio más reciente reportó la presencia del 

ensamblaje B de Giardia en el noroeste del país y de infecciones mixtas (AI y B) (Garcia-

Cervantes et al., 2017). 

 

Signos y síntomas de la Giardiasis 

Los síntomas de la Giardiasis se presentan de 6 a 15 días después de ingerir alimentos o agua 

contaminada con los quistes de Giardia. Las manifestaciones clínicas más comunes de la 

infección con este protozoario son diarrea, dolor epigástrico, distensión abdominal, náuseas, 

vómito, fiebre moderada, flatulencias, esteatorrea, pérdida de peso e incluso síndrome de 

malabsorción. Si las personas infectadas son inmuno-competentes existe autoeliminación en 

el 85% de los casos (Buret, 2008; Cotton et al., 2011; Halliez and Buret, 2013; Yichoy et al., 

2011). Se ha intentado establecer si la gravedad de los síntomas de esta parasitosis está ligada 

al ensamblaje que infecta pero los resultados obtenidos no han logrado establecer una clara 

correlación entre genotipo y virulencia aunque parece existir una tendencia donde el 

ensamblaje A se asocia con una diarrea intermitente mientras que el ensamblaje B está 

relacionado con una sintomatología persistente (Lanfredi-Rangel et al., 1999; Lebbad et al., 

2011a; Nash et al., 1987). 

En general pueden presentarse un amplio rango de manifestaciones clínicas de la Giardiasis y 

debido a que esa parasitosis no induce un proceso inflamatorio se presentan casos de 

pacientes positivos a Giardia que son asintomáticos. Los síntomas antes descritos son 

característicos de una infección aguda y se presentan en un 20 a 80% de los individuos 

infectados. Las re-infecciones o complicaciones post-infección después de la eliminación 
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completa del parásito pueden llevar a un padecimiento crónico que se presenta en un 3 al 4% 

de los casos (Halliez and Buret, 2013; Yichoy et al., 2011) La transición de la fase aguda a la 

fase crónica de esta parasitosis se ha atribuido a factores propios del hospedero como edad, 

estado nutricional, inmunológico e infección con otros parásitos como Hymenolepis nana, 

Entamoeba coli y Trichinella spiralis así como factores propios de Giardia que abarcan el 

genotipo de la cepa,  la dosis infectiva, la variación antigénica y las co-infecciones (Cotton et 

al., 2011; Schofield et al., 1991). 

Los síntomas de la fase aguda de la infección aparecen después de la colonización inicial del 

trofozoíto y ésta coincide con la aparición de quistes en muestras fecales, aunque en pacientes 

asintomáticos la excreción de quistes parece ser común. Las heces son descritas como 

grasientas y espumosas, pero pueden ser acuosa en cuyo caso los trofozoítos se pueden 

observar en un análisis coprológico. Esta fase se resuelve espontáneamente en un lapso de 

entre 2 y 3 semanas si el hospedero tiene una respuesta inmune efectiva por esta razón la 

mortalidad por Giardiasis es poco frecuente aunque se han reportados casos de decesos, 

específicamente en niños (Buret, 2008). 

Entre las consecuencias de una infección crónica se encuentran la anorexia, desórdenes 

gastrointestinales crónicos como el síndrome del intestino irritado, fatiga crónica y efectos 

extra-intestinales como complicaciones oculares (hemorragias en la retina e hiper 

pigmentación en la retina), artritis, urticaria, miopatías, anemia y desnutrición (Cotton et al., 

2011; Halliez and Buret, 2013; Wensaas et al., 2012). Existen reportes que indican que 

Giardia puede causar síntomas prolongados como intolerancia a la lactosa incluso su 

presencia en masas tumorales en el páncreas y la vesícula biliar han llamado la atención sobre 

su posible participación en el desarrollo de procesos cancerígenos (Halliez and Buret, 2013). 

El mayor impacto de la Giardiasis en la salud pública, así como su repercusión a largo plazo 

se observa en los niños de entre 1 y 5 años donde una atención medica inadecuada puede 

llevar a retraso en el desarrollo y el crecimiento; baja función cognoscitiva, un lenguaje pobre, 

así como un desarrollo psico-motor deficiente con repercusiones en el desarrollo hacia la fase 

adulta. Lo anterior se ha asociado a afectaciones en el sistema oxido-reductor y la plasticidad 

neuronal por deficiencias de zinc y hierro a causa de la diarrea provocada por el parásito 

(Buret, 2008)  además de la malabsorción de otros nutrientes esenciales para el correcto 
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desarrollo de un infante como carbohidratos y vitaminas ( A, B3, B5,B6,B12 e ) (Lanfredi-

Rangel et al., 1999). 

 

Patofisiología de la Giardiasis 

Los cambios funcionales que ocurren en el epitelio intestinal debido a la colonización de este 

tejido por los trofozoítos de Giardia  incluyen un alto rango de apoptosis de los enterocitos, 

disfunción de la barrera intestinal, la activación de los linfocitos del hospedero, el 

acortamiento de la microvellosidades de los enterocitos con o sin atrofia de las vellosidades, 

deficiencia de las enzimas disacaridasas, sucrasa y maltasa durante la fase aguda de la 

infección,  tripsinas, quimotripsinas, amilasas y lipasas que junto con la reducción de la 

superficie de absorción llevan a la  malabsorción de los nutrientes hipersecreción de cloro y 

un incrementó en la motilidad del intestino (Buret, 2007, 2008; Cotton et al., 2011; Eckmann 

and Gillin, 2001; Troeger et al., 2007). A  nivel morfológico el intestino delgado durante la 

fase aguda de la infección, que se presenta entre los días 7-8 post-infección, muestra 

hiperplasia de las criptas, atrofia de las vellosidades y reducción en la altura del epitelio 

intestinal (Tako et al., 2013). Dentro de este contexto se ha identificado la disminución en la 

expresión de los genes de las enzimas amilasa pancreática, cuyos transcritos se expresan solo 

al 1-2% de los niveles normales a través de la infección además de la fosfatasa alcalina, 

tripsina y quimotripsina B. Por otro lado en el caso de la lactasa, enzima  especifica del 

intestino y que es considerada el marcador por excelencia de la Giardiasis, su expresión se ve 

disminuida cerca de 30% en el día 10 post-infección en modelos murinos (Tako et al., 2013) 

aunque en ratones deficientes de TNFα la reducción en la actividad enzimática no fue tan 

pronunciada lo que lleva a sugerir que existe un componente inmunológico involucrado en la 

malabsorción de nutrientes durante la infección con Giardia (Tako et al., 2013). 

La inducción de la muerte de los enterocitos es considerada el componente clave de la 

infección ya que la perdida de la integridad de la barrera epitelial, esencial en mantener la 

restricción en la penetración de los patógenos hacia el lumen y la región basal del intestino, se 

ve comprometida induciendo cambios en la secreción de iones y un flujo incrementado de 

agua que dan origen a la diarrea característica de la Giardiasis. Además, esta ruptura parece 

llevar a la activación de células T CD4+ y CD8+ que median el acortamiento de las 
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microvellosidades ocasionando la reducción del área de adsorción y un declive en la actividad 

de las enzimas antes mencionadas. La apoptosis de los enterocitos mediada por Giardia es 

dependiente de caspasa 3 y 9  y ha sido determinada tanto en biopsias duodenales como en 

modelos in vitro (Chin et al., 2002; Panaro et al., 2007; Troeger et al., 2007). 

 

 

 

En estudios de transcriptómica se ha determinado que durante la interacción  del trofozoíto 

con las células epiteliales se inducen una serie de genes relacionados con la apoptosis, 

mientras que la expresión de genes relacionados con el ciclo celular disminuye (Roxstrom-

Lindquist et al., 2005). Al respecto se ha mostrado que el trofozoíto de Giardia consume la 

arginina de la célula epitelial lo cual la inhibe el ciclo celular (Stadelmann et al., 2012a).  

 
 

Figura 13. Patofisiología de la Giardiasis 

Giardia induce altos niveles de apoptosis en el epitelio intestinal vía la activación de caspasa 3 y 9. Las 

proteínas ZO-1, F-actina y α- actinina se relocalizan del complejo de unión apical al interior de la célula 

vía activación de caspasas 3 y la cinasa de la cadena ligera de miosina. La ruptura de complejo de unión 

apical causa un incremento en la permeabilidad que facilita la translocación de antígenos luminales hasta 

el compartimento basal que promueve el reclutamiento de linfocitos CD8+ , los cuales inducen el 

acortamiento de las microvellosidades de los enterocitos reduciendo la superficie de absorción y la 

deficiencia de enzimas provocando malabsorción intestinal. La acumulación de carbohidratos sin digerir y 

la secreción de iones genera un gradiente osmótico que resulta en la perdida de agua, distensión intestinal 

y peristalsis incrementada generando malabsorción e hipersecreción de cloro que lleva al desarrollo de 

diarrea. Tomado de (Lujan and Svärd, 2011). 
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Estos estudios y otros llevados a cabo en modelos murinos sugieren que Giardia puede alterar 

la proporción entre células proliferativas y diferenciadas en el intestino como un mecanismo 

para prolongar su adhesión y la colonización y que tiene como resultado la disminución de las 

enzimas intestinales como las disacaridasas (Bhargava et al., 2015; Einarsson et al., 2016; 

Solaymani-Mohammadi and Singer, 2011, 2013). La disminución en la actividad de las 

enzimas del intestino delgado involucradas en la obtención de nutrientes parece ser 

dependiente de la cepa del parásito que infecta al hospedero encontrándose que las cepas GSH 

y WB son las mayores inductoras de esta descompensación (Solaymani-Mohammadi and 

Singer, 2011), sin embargo los productos del parásito responsables de estas diferencias e 

inductores de estos cambios en el intestino no han sido identificados.  

Al respecto la adhesión del trofozoíto de Giardia al epitelio intestinal parece ser el elemento 

principal en la inducción de la perdida de la integridad de la barrera epitelial, la disminución 

en la resistencia transepitelial y el incremento de la permeabilidad intestinal a través de la 

alteración del complejo apical de uniones estrechas que incluye la alteración de F-actina, ZO-

1, Claudina-1 y α-actinina un componente del anillo de actinomiosina. Ésta última regula el 

flujo paracelular por efecto directo en la cinasa de la cadena ligera de miosina y en el 

citoesqueleto de actina vía la interacción con micro dominios ricos en balsas lipídicas en la 

membrana del trofozoíto (Buret et al., 2002; Humen et al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012; 

Scott et al., 2002; Troeger et al., 2007). Aunque la adhesión de Giardia a la célula epitelial es 

el primer paso en la cadena de los efectos que dañan al enterocito se ha mostrado que durante 

este proceso mecánico Giardia produce y libera al medio factores que podrían participar en la 

inducción de la patofisiología de la Giardiasis. No obstante  aún no se ha dilucidado  la 

importancia biológica de estos factores durante la infección existen evidencias que señalan su 

implicación en este proceso importancia como lo han reportado en estudios en los que 

filtrados de cultivos de Giardia dañan cultivos de fibroblastos o incrementan la contractilidad 

del musculo liso  en jerbos o que inducen citotoxicidad en células de ovario de hámster chino 

(Cotton et al., 2014; Nash et al., 1983; Olson et al., 1996; Papanastasiou et al., 1996; 

Papanastasiou et al., 1997b), 
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Tabla 3. Principales efectos patofisiológicos de Giardia duodenalis y sus mecanismos 

Respuesta patofisiológica 

inducida por Giardia 
Posibles mecanismos involucrados 

Apoptosis de las células del 

epitelio intestinal 

Activación de los factores pro- apoptóticos Caspasas 3,8 y 9, 

incremento de Bax. Inhibición de los factores anti-

apoptóticos: disminución de Bcl-2, degradación de Poli 

Adenosina difosfato Ribosa Polimerasa (PARP) 

Arresto del ciclo celular de los 

enterocitos 

Pérdida de arginina del enterocito, regulación positiva de 

genes reguladores del ciclo celular 

Disfunción de la barrera 

intestinal 

Deslocalización de claudina-1 y α-actinina; deslocalización 

de ZO-1 mediada por caspasa-3; Deslocalización de ZO-1 y 

F-actina mediada por la cinasa de la cadena ligara de 

miosina 

Hipermotilidad en el intestino 

delgado 

Producción de Óxido nítrico neuronal, activación de la 

respuesta inmune adaptativa, desgranulación de las células 

cebadas 

Acortamiento de las 

microvellosidades y reducción 

de la superficie de absorción 

Activación de linfocitos T CD8+ por la apertura de la barrera 

epitelial y la presencia de productos de excreción/secreción 

del parásito en el lado basal 

Hiperplasia de las criptas Alteración de la relación vellosidad-cripta 

Incremento en la producción 

de moco 

Incremento del número de células caliciformes en las 

vellosidades intestinales 

Deficiencia en la actividad de 

las enzimas del intestino 

delgado 
Acortamiento de las microvellosidades, disminución de la 

superficie de absorción 
Malabsorción de nutrientes, 

electrolitos y agua 

Acumulación de fluidos en el 

intestino 
Enterotoxina de 58 kDa no caracterizada 

Adaptado de (Cotton et al., 2011) 
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Por otra parte, los análisis a nivel transcripcional de esta interacción utilizando modelos in 

vitro han mostrado que la adhesión induce la regulación positiva o negativa de 200 genes. 

Entre los transcritos con mayor incremento se encuentran cisteín proteasa, proteínas de 

membrana ricas en cisteína (HCMPs), VSPs, proteínas metabólicas como Enolasa, Arginina 

deaminasa (ADI) y Ornitina carbamoil transferasa (OCT) así como proteínas involucradas en 

la adhesión y el factor de elongación 1-α. Todas estas son inmuno-dominantes durante la 

infección (de Carvalho et al., 2008; Ma'ayeh and Brook-Carter, 2012; Palm et al., 2003; 

Ringqvist et al., 2011; Ringqvist et al., 2008; Rodriguez-Fuentes et al., 2006). En particular el 

papel que tienen las proteasas durante la interacción parásito-célula es una línea de 

investigación abierta en el estudio de Giardia y la Giardiasis pues en su genoma existen 

numerosos genes de cisteín proteasas tipo catepsina (Manko et al., 2017). 

La relevancia de su estudio radica en que en otros parásitos esta clase de proteasas participan 

en mecanismos para evadir la respuesta inmunológica del hospedero y este fenómeno podría 

presentarse también en Giardia (Cotton et al., 2014). En este contexto, recientemente se he 

demostrado que en la cepa GS/M la Catepsina tipo B degrada a la citosina CXCL8, un potente 

atrayente de células polimorfonucleares, que median la inflamación en el hospedero por lo 

que la reducción en los niveles de esa citosina resulta en un reclutamiento menos efectivo de 

PMN lo cual explicaría la nula respuesta pro-inflamatoria en los individuos infectados con 

Giardia (Cotton et al., 2014). Dentro de estos productos de excreción/secreción también se ha 

identificado a una glicoproteína de 58 kDa denominada ESP en la cepa de G. duodenalis 

Portland 1. Se ha postulado que ésta es una enterotoxina pues induce la acumulación de 

fluidos en el intestino de ratones e induce cambios morfológicos en la línea epitelial HEp-2 al 

interactuar con una proteína de 41 kDa en la membrana del enterocito. Se cree que podría 

estar actuando al activar una vía de señalización acoplada a proteínas G que lleva al 

incremento en los niveles de cAMP y produce la movilización de calcio, regulando el 

transporte de electrolitos (Gorowara et al., 1992). Esta enterotoxina también incrementa los 

niveles de IP3, otro segundo mensajero que también moviliza el calcio intracelular y que 

puede ser el responsable de la caída de la resistencia transepitelial, así como la relocalización 

de los filamentos de actina y de proteínas relacionadas como villina. Lo anterior sugiere que 

Giardia puede inducir la activación de varias vía de señalización al mismo tiempo y cuyos 
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efectos al final convergen en secreción y malabsorción en el epitelio intestinal (Shant et al., 

2002).  

Por último, investigaciones recientes sugieren el papel del ambiente en el intestino en el 

efecto de Giardia sobre los enterocitos; específicamente en el papel de la microbiota sobre la 

infección y la estimulación que ésta ejerce en la patogenicidad del trofozoíto. Existen indicios 

por ejemplo de una asociación entre Giardia y H.pylori y de efectos antagonistas con 

Lactobacilli, un componente de la microbiota; otros estudios han mostrado que la patogénesis 

del aislado GS/M-H7 depende de la microbiota del hospedero, en un modelo murino 

(Ankarklev et al., 2012; Singer and Nash, 2000a; Torres et al., 2000). Recientemente se ha 

reportado que Giardia cambia la organización de la microbiota y del biofilm de las bacterias 

del intestino de manera cisteín proteasas dependiente y que lo anterior tiene posibles 

implicaciones en la patogénesis como la malabsorción de nutrientes y la inmuno-modulación 

que puede llevar al desarrollo de desórdenes gastrointestinales post-infección como 

hipersensibilidad visceral (mediada por el incremento en c-fos) y el síndrome del intestino 

irritable (Beatty et al., 2017; Cotton et al., 2015; Halliez et al., 2016; Keselman et al., 2016). 

Estos estudios describieron que la desorganización de la microbiota permite la translocación 

de las bacterias a través de la barrera intestinal promoviendo la apoptosis y la ruptura de las 

uniones estrechas así como la producción de citosinas pro-inflamatorias en modelos murinos 

(Beatty et al., 2017). 

 

Respuesta inmunológica del hospedero 

La respuesta inmunológica contra Giardia es distinta a la que se activa por otros parásitos 

intestinales siendo su principal característica  la falta de respuesta inflamatoria exacerbada ya 

que este parásito no es invasivo, aunque recientemente se reportó un aislado con potencial 

invasivo (Reynoso-Robles et al., 2015). Antes de la colonización del epitelio intestinal el 

trofozoíto debe enfrentarse a las barreras naturales del organismo. En primera instancia existe 

una sobreproducción de moco por parte de las células caliciformes del epitelio intestinal. Esta 

hipersecreción ayuda a evitar la colonización del epitelio pues evita la adhesión de los 

trofozoítos, los cuales pueden ser eliminados por los movimientos peristálticos del intestino. 

Sin embargo, para evadir este mecanismo de defensa Giardia secreta la enzima Enolasa que 

se une a la mucina  y permite al parásito adherirse (Muller and von Allmen, 2005). Además 
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investigaciones preliminares muestran que los trofozoítos de Giardia pueden degradar a la 

proteína MUC2 para disminuir la capa de moco y permitir la colonización (Cotton et al., 

2015). La microbiota del intestino también es considerada una barrera para la colonización, en 

estudios in vitro organismos presentes en la flora intestinal como Lactobacillus johnsonii 

inhiben la proliferación de trofozoítos al parecer porque inducen la producción constante  de 

IgA, IgG, defensinas y linfocitos T CD4+ en las placas de Peyer (Goyal and Shukla, 2013; 

Schofield et al., 1991). Estudios en ratones mostraron que la susceptibilidad a la infección con 

Giardia parece ser dependiente del tipo de microbiota intestinal en el hospedero (Singer and 

Nash, 2000a). Así mismo se mostró que Giardia puede condicionar la respuesta de las 

bacterias comensales a otros parásitos intestinales como C. elegans evitando que colonicen 

(Gerbaba et al., 2015), lo anterior al parecer mediado por la estimulación de la  producción de 

los péptidos antimicrobianos defensina 2 (HBD-2) y factor Trefoil 3 (TFF3) de manera 

Catepsina B dependiente (Manko et al., 2017). 

Otro mecanismo de la respuesta innata que está involucrado en el control de esta infección es 

la producción de óxido nítrico (NO) por el enterocito así como por macrófagos presentes en el 

epitelio intestinal que ingieren a  los trofozoítos y los eliminan por mecanismos oxidativos 

(Roxstrom-Lindquist et al., 2006).  

En condiciones in vitro el NO inhibe el crecimiento, la proliferación, el enquistamiento y 

desenquistamiento de Giardia. Sin embargo se ha comprobado que Giardia puede evadir este 

mecanismo tomando la arginina del medio, que es utilizada en la producción de NO por parte 

del enterocito y catabolizarla para obtener energía, por lo tanto se establece una competencia 

entre el parásito y el enterocito (Pavanelli et al., 2010; Yichoy et al., 2011). Las criptidinas o 

α-defensinas que se sintetizan en las células de Paneth, localizadas en el intestino también 

muestran un efecto citotóxico  sobre los trofozoítos de Giardia e interfieren con el 

crecimiento del parásito (Yichoy et al., 2011). 

Por otra parte, el factor de crecimiento epidermal (EGF) es capaz de revertir el daño al 

epitelio intestinal provocado por Giardia sin tener un efecto microbicida. Al parecer EGF 

fosforila a F-actina y ZO-1 estabilizando el citoesqueleto del enterocito e interfiriendo 

posiblemente con la adhesión del parásito y protegiendo al enterocito de la apoptosis 

producida por la alteración de las proteínas de las uniones estrechas (Buret et al., 2002). 
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Una vez establecido el trofozoíto en el epitelio intestinal las células dendríticas, las células 

cebadas y las células M de las placas de Peyer tienen un papel relevante en el control de la 

Giardiasis (Schofield et al., 1991). Las células cebadas participan en la liberación de IL-6 o 

TNFα,  histamina y prostaglandinas que pueden incrementar la motilidad intestinal ayudando 

a la eliminación del parásito (Li et al., 2007). En modelos murinos se ha observado que los 

niveles de las citosinas IL-6, IL-2, TNFα, IL-1β, y la proteína C reactiva se encuentran 

incrementados, mientras que ratones deficientes en IL-6 y TNFα no pueden eliminar la 

infección. En contraste los niveles de IL-8 son bajos, lo que puede explicar porque no se 

desarrolla un proceso inflamatorio. Estudios recientes al respecto han mostrado que las 

infecciones con Giardia pueden proteger al hospedero de otros patógenos que causan altos 

niveles de inflamación debido a esta regulación sobre IL-8 (Cotton et al., 2015; Cotton et al., 

2014; Manko et al., 2017). La catepsina B de Giardia puede degradar a la IL-8 reduciendo de 

esta manera la infiltración de neutrófilos (Cotton et al., 2014). 

En cuanto a las células T CD4 αβ estas producen citocinas importantes para la regulación de 

la respuesta inmune; el INF-γ, el cual puede regular la producción de NO y de la IL-6 

mientras que los linfocitos T CD8 y las células NK no tienen una actividad relevante en el 

control del parásito. Sin embargo, en general, no parece existir una respuesta Th1 o Th2 

característica (Muller and von Allmen, 2005; Schofield et al., 1991; Singer and Nash, 2000b; 

Yichoy et al., 2011; Zhou et al., 2007). Estudios más recientes muestran que una serie de 

citocinas se encuentran incrementadas: IL17A, MIP-1α, IL1β, CD40L, TNFα, INFγ .IL6, 

IL10. IL13 y GM-CSF y ratifican que no se encuentra una respuesta Th1 o Th2 polarizada 

(Saghaug et al., 2015). Al respecto los estudios transcripcionales de la respuesta inmunológica 

contra Giardia han mostrado que las quimiocinas CCL20 son inducidas en modelos in vitro y 

que otros 96 transcritos relacionados con mecanismos inmunológicos se encuentran 

incrementados durante la infección. La lectina de unión a manosa (MBL) es un ejemplo, ya 

que recientemente se mostró que esta proteína se une a los trofozoítos induciendo su lisis in 

vitro (Evans-Osses et al., 2010). Por otra parte, numerosos genes de células B y células 

cebadas también se encuentran incrementados en su expresión. En el caso de las células B 

estos corresponden a los genes de IgM e IgG1y al transcrito de la proteasa 1 (Mcpt1), este 

último fue uno de los transcritos  más abundantes a los 10 días post-infección además de 

genes asociados con el redox celular y la metaloproteasa 7 que actúa en el procesamiento de 
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defensinas, expresadas en las criptas (Tako et al., 2013). También se ha reportado 

recientemente que la producción de IL17 es importante en el control de Giardia tanto en 

modelos murinos como humanos (Dann et al., 2015; Dreesen et al., 2014; Saghaug et al., 

2015). En estos estudios se encontró que esta interleucina esta sobre-expresada en la fase 

temprana de la infección, que es necesaria para el transporte de IgA al lumen intestinal y para 

la eliminación de Giardia. Por lo anterior se postula que la respuesta Th17 es necesaria para 

la protección y la respuesta de memoria contra este parásito (Saghaug et al., 2015). 

Un aspecto importante en la respuesta inmunológica contra Giardia es la respuesta contra los 

productos de excreción/secreción del parásito. Estudios previos han caracterizado la respuesta 

inmune en ratones infectados vía oral o sistémica con estos antígenos de entre 83 and 30 kDa, 

mostrando que existe una respuesta específica de anticuerpos sistémica y de mucosa así como 

cambios histológicos en el intestino delgado (Jimenez et al., 2009). En ratones BALB/c estos 

productos inducen una respuesta Th2 y la circulación de los anticuerpos IgG1-, IgG2a-, IgA e 

IgE, mientras que en las inmunizaciones con extractos solubles los títulos de anticuerpos son 

bajos indicando el poder inmunológico de las proteínas excretadas/secretadas (Jimenez et al., 

2009). La producción de citocinas estimuladas por los productos de excreción/secreción 

muestra un alto incremento en IL-4, 7 días post-infección, en este modelo murino, aunque 14 

días después esta se reduce y se incrementa la producción de INF-γ e IL-5. Este perfil está 

relacionado con la reducción de quistes 21 días después de la infección, concomitante con el 

incremento en la producción de IL-10 y la reducción en la producción de  INF por lo que esto 

puede ser un mecanismo por parte del parásito para regular la producción de IFN el cual 

también incrementa la producción de Óxido nítrico (NO) (Roxstrom-Lindquist et al., 2006). 

Otra evidencia de la importancia de estos productos en la modulación de la respuesta inmune 

es que cuando estos son tratados con el inhibidor de cisteín proteasas E-64 antes de la 

infección el perfil de citocinas tipo Th2 se ve reducido. Al respecto  recientemente se ha 

mostrado que uno de estos productos secretados por el parásito pueden modular la respuesta 

inmune; específicamente la catepsina B degrada a la citocina CLCX8, un potente 

quimiotáctico de polimorfonucleares con lo que disminuye el número de estas células 

marcadores de la inflamación (Cotton et al., 2014; Faubert, 2000; Jimenez et al., 2000; Karr 

and Jarroll, 2004; Langford et al., 2002; Palm et al., 2003; Scott et al., 2004; Singer and Nash, 

2000b; Stefanic et al., 2009). 

Por último, la fase tardía de la infección con Giardia es mediada por células B. En el epitelio 

intestinal se encuentran principalmente los anticuerpos IgA e IgM, cuyos niveles se 
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encuentran elevados en la Giardiasis. En experimentos in vitro se ha observado que los 

anticuerpos de isotipo IgA se incrementan  durante la fase tardía de la infección (10-13 días, 

en ratones); el mecanismo por el que estos actúan es mediante la exclusión inmune al cubrir a 

los trofozoítos, inmovilizarlos y separarlos del epitelio sin  un efecto citotóxico en presencia 

del complemento (Yichoy et al., 2011). En cuanto a los anticuerpos de isotipo IgM e IgG 

estos matan al trofozoíto en presencia del complemento, formando poros en su membrana. 

Giardia también induce la producción del anticuerpo IgE, el cual identifica específicamente 

antígenos entre 175 y 17 kDa en los productos de excreción/secreción (Heyworth, 1992). No 

obstante, la efectividad de los anticuerpos se ve reducida por la habilidad del parásito para 

llevar a cabo cambios en sus antígenos de superficie las proteínas variables de superficie 

(VSP) pues los anticuerpos ejercen presión selectiva sobre los antígenos del parásito 

favoreciendo su recambio y si la respuesta inmune es deficiente se da lugar a reinfecciones. 

 

 

 

 
 

Figura 14. Respuesta inmune contra Giardia 

Los síntomas de la Giardiasis se presentan 15 días después de la infección. El epitelio intestinal tiene un 

papel central en la respuesta inmune innata y adaptativa. Los diferentes componentes del sistema inmune 

intestinal se muestran en orden en el cual interactúan contra Giardia durante la infección, en los 

recuadros. El número de trofozoítos en el intestino durante el transcurso de la infección se representan 

como la curva en azul. Tomado de (Roxstrom-Lindquist et al., 2006). 
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Varios estudios han reportado que se puede inducir protección contra Giardia al inocular 

trofozoítos que expresan un repertorio amplio de VSPs por lo que lo que estos antígenos son 

candidatos potenciales para el desarrollo de vacunas contra Giardia (Adam, 2001; Nash et al., 

2001; Rivero et al., 2010). Se han identificado otras proteínas inmunogénicas de Giardia: de 

la pared del quiste, de choque térmico, los antígenos GTA-1 y 2, giardina, tubulina, enolasa, 

fructosa-1, 6-bifosfato aldosa, ornitina carbamoil transferasa, arginina deaminasa, uridina 

fosforilasa, el antígeno 5G8 (con similitud a una VSP) y la proteína BIP (Lopez-Romero et 

al., 2017; Quintero et al., 2017; Singer and Nash, 2000b). 

Como previamente se mencionó, la Giardiasis ha sido asociada con el síndrome de fatiga 

crónico, al respecto se ha reportado que existe una asociación entre los niveles de sCD40L en 

suero y el padecimiento de este síndrome sugiriendo que se establece una respuesta de células 

T de memoria contra Giardia (Hanevik et al., 2017). 

 

Las Proteínas Variables de Superficie 

Las VSPs son proteínas integrales de membrana tipo 1 que se reciclan constantemente en la 

superficie del trofozoíto y se secretan  al medio extracelular  (Papanastasiou et al., 1996; 

Pimenta et al., 1991). Hasta el momento, se han reportado 165 proteínas que poseen las 

características de esta familia, con pesos que van de 20 a 200 kDa (Nash, 1992; Prucca and 

Lujan, 2009).  Estas proteínas se sintetizan en el retículo endoplásmico y se transportan a la 

membrana celular en vacuolas a donde son dirigidas por un péptido señal hidrofóbico de 14 a 

17 aminoácidos. El extremo C-terminal de estas proteínas de 38 kDa se encuentra altamente 

conservado y está a su vez conformado por un dominio transmembranal de 23 a 25 

aminoácidos y un tallo invariable formado por los aminoácidos CRGKA anclado al 

citoplasma. Este tallo sufre modificaciones postraduccionales como palmitoilación en la 

cisteína y citrulinación en el residuo de arginina  modificaciones que han sido implicadas en 

la segregación a las balsas lipídicas o como una señal de cambio respectivamente 

(Papanastasiou et al., 1996; Touz et al., 2008). Cerca de la región transmembranal pero en el 

extremo N- terminal extracelular está presente una secuencia especifica de ruptura NKSGLS 

que libera a este extremo del C-terminal anclado a la membrana siendo probablemente este el 

mecanismo por el cual  estas proteínas se liberan al medio (Papanastasiou et al., 1996), sin 

embargo esta secuencia solo se encuentra en la mitad de las proteínas que integran la familia 

de las VSP de Giardia (Adam et al., 2010). 
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Los genes que codifican para las proteínas VSPs se agrupan en clusters de 2 a 9 genes que se 

distribuyen a través de los cinco cromosomas de Giardia. Estas proteínas son muy similares 

en la región 5´ rio arriba del marco de lectura, lo que apoya la hipótesis de que se originaron 

por divergencia y recombinación, mientras que la región 3´ tiene una porción altamente 

conservada de 120 pb que codifican el dominio C-terminal conservado en las VSPs. Otra 

característica de eta familia de genes es que no tienen intrones y sus 5´ UTR y 3UTR son muy 

cortos y si bien no se ha descrito un promotor para esta familia de genes  (Kulakova et al., 

2006) varios contienen la secuencia Py AatgTT en el extremo 5’, la cual se ha postulado 

como un elemento iniciador (Inr); la ausencia o diferencia en estos iniciadores putativos 

sugiere que estos tienen una función en la expresión selectiva de estas proteínas  (Adam et al., 

1988). 

Estructuralmente estas proteínas se caracterizan por ser ricas en cisteína (aproximadamente 

12% de los aminoácidos totales) con una alta frecuencia de los motifs Cys-X-X-Cys que se ha 

sugerido proveen propiedades estructurales que les confieren resistencia a la digestión 

proteolítica y estabilidad redox en la superficie del parásito (Brown et al., 1998; 

Papanastasiou et al., 1997b) (Papanastasiou et al., 1997a; Wang et al., 2009). En particular los 

datos experimentales sugieren que los motifs GGCY pueden ser inmunogénicos ya que 

anticuerpos contra un fragmento que contenía estas secuencias causó el desprendimiento y la 

agregación de trofozoítos de Giardia (Adam et al., 2010). La parte central es altamente 

variable entre cada VSP, poseen repetidos en tándem en la porción que se encuentra más 

expuesta al ambiente y en treinta genes de proteínas VSPs analizados se determinó que todos 

poseen estos repetidos, pero estos son únicos en cada uno de los genes, comprendiendo una 

longitud de 105 a 516 pares de bases y con una frecuencia que va de dos a más de veinte 

repetidos. Al parecer el número y el tipo de repetidos juegan un papel importante en la 

modulación de la respuesta inmune del hospedero (Adam et al., 2010). Así mismo se han 

identificado motifs de dedo de Zinc que unen hierro, zinc, cadmio, cobalto, cobre y magnesio, 

característicos de proteínas que unen metales. Esta propiedad se ha relacionado con la 

deficiencia de estos metales en individuos infectados con Giardia, hecho que puede contribuir 

a algunos de los síntomas clínicos de la Giardiasis. Además, se ha propuesto que la 

coordinación con metales puede estabilizar a estas proteínas brindándoles resistencia al ataque 

proteolítico y manteniendo la integridad de la superficie. Entonces las VSPs pueden además 
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de funcionar como antígenos unir metales e inhibir a enzimas intestinales como 

carboxipeptidasas (Adam et al., 2010; Lujan et al., 1995). 

En una revisión reciente se determinó que los únicos elementos en las VSPs necesarios para 

su localización en la membrana son dos secuencias estructurales bien conservadas en el 

extremo carboxilo terminal; con base en ellos solo 73 genes se identificaron como vsp en la 

base de datos GiardiaDB. De este grupo de VSPs, cinco carecen del extremo C-terminal 

CRGKA y 3 tienen uno modificado por tal razón se planteó que la secuencia CRGKA no se 

requiere para la expresión  de las proteínas VSP en la membrana celular (Li et al., 2013).  

 

 

 

Por otra parte se han identificado VSPs con secuencias “atípicas” como el dominio BmKX, 

un péptido pequeño bio-activo presente en el veneno de escorpión que actúa como un 

bloqueador de canales de potasio; dominios Lamina_EGF y EGF_CA así como dominios TIL 

y Furin-Like (proteasa) que son ricos en cisteínas (Adam et al., 2010). Si bien la función de 

estos dominios, así como su distribución dentro de esta familia de proteínas no ha sido 

determinada, su variedad puede implicar diversidad en las funciones de las proteínas VSPs 

haciéndolas blanco de estudio para determinar el papel que juegan dentro de la interacción 

parásito-hospedero y en el establecimiento de la infección.  

 
 

Figura 15. Representación esquemática de las características estructurales de las proteínas VSPs 

En el esquema se muestra el tallo citoplasmático CRGKA conservado, el dominio transmembranal y el 

dominio extracelular con sus motifs CXXC y GGCY, los dedos de zinc, así como los sitios en los que 

ocurre la palmitoilación y la citrulinación en estas proteínas. Tomado de (Prucca and Lujan, 2009). 
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Al respecto, varios estudios muestran que la expresión de estas proteínas se incrementa 

durante la interacción del trofozoíto con células epiteliales, constituyendo casi un tercio del 

total de proteínas incrementadas, y que estas se pueden encontrar como formas solubles en los 

medios de interacción (Bermudez-Cruz et al., 2004; Cabrera-Licona, 2010; Emery et al., 

2016; Ma'ayeh and Brook-Carter, 2012; Nash, 1997; Papanastasiou et al., 1996), sugiriendo 

que existe una selección de variantes favorables para la patogénesis o virulencia (Emery et al., 

2016; Emery et al., 2014; Gargantini et al., 2016; Singer et al., 2001). Recientemente se 

reportó en un estudio de proteómica comparativo entre dos cepas del ensamblaje A que existe 

una asociación entre la gran variación antigénica, es decir el número de proteínas VSP en la 

cepa BRIS/957HEPU/2041 y su virulencia en un modelo murino (Emery et al., 2014).  

Así mismo se reportó que durante el enquistamiento existe una retención de la diversidad de 

las VSPs en aislados con potencial zoonótico sugiriendo que estas pueden participar en la 

capacidad infectiva del quiste así como en la re-infección (Emery et al., 2015). 

 

Variación antigénica 

Giardia puede producir una infección persistente o re-infectar al hospedero haciendo uso de 

estrategias para evadir su sistema inmunológico; entre éstas se encuentra el mecanismo de 

variación antigénica, que constituye una adaptación para sobrevivir a las condiciones dentro 

del intestino. Esta consiste en un cambio continuo de los antígenos específicos de la 

superficie, las VSPs que recubren la superficie completa del trofozoíto incluyendo los flagelos 

para evadir la respuesta inmune (Mowatt et al., 1991). En el genoma del ensamblaje A de 

Giardia cepa WB se han identificado  que del 3 al 5% son regiones codificantes para VSP, de 

las cuales 218 son genes completos y 75 incompletos (Adam et al., 2010). De esta familia de 

genes solo una proteína VSP se expresa en la superficie del parásito en un tiempo particular 

excepto durante el cambio de antígeno y el enquistamiento aunque en una misma población 

puede haber trofozoítos que expresen distintas VSPs, es decir su expresión no es homogénea 

(Carranza et al., 2002; Prucca and Lujan, 2009). La primera descripción de este fenómeno de 

evasión se remonta a 1988 cuando dos equipos de investigación lo observaron tanto en 

modelos in vitro como in vivo (Adam et al., 1988; Aggarwal and Nash, 1988). En estudios in 

vitro se determinó que poblaciones de trofozoítos que son cultivados en presencia de 

anticuerpos monoclonales contra VSPs específicas se agregan y mueren (Nash et al., 1988). 

Sin embargo, este recambio también ocurre en ausencia de presión inmunológica cada 6 a 13 
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generaciones (Nash, 2002; Lujan et al. 1995) por lo que se cuestionó la relevancia de la 

variación antigénica en la inducción de infecciones persistentes y se propuso que pueden tener 

funciones adicionales en la biología de Giardia. Sin embargo el desacoplamiento de la 

variación genética en modelos experimentales de infección mostró su importancia como un 

mecanismos adaptativo para evitar la acción del sistema inmune del hospedero (Rivero et al., 

2010). 

El mecanismo por el cual una sola VSP se expresa en la superficie del parásito, así como la 

vía por la cual se induce el recambio no se ha establecido. Se ha propuesto que el recambio se 

da como respuesta a la citotoxicidad mediada por anticuerpos y que al crearse una respuesta 

inmunológica contra la VSP que expresa el trofozoíto se encienden vías de señalización que 

llevan a la citrulinación del residuo de arginina del tallo citoplasmático mediado por la enzima 

ADI; sin embargo no se ha demostrado cómo esta modificación induce el recambio (Touz et 

al., 2008). 

En general se cree que la variabilidad de estas proteínas es producto de la duplicación de 

genes, mutaciones o eventos de recombinación  (Prucca and Lujan, 2009) además no que se 

ha detectado ninguna alteración de las secuencia de DNA de estos genes o re-arreglos que 

influyan en su expresión. Además, estos genes no tienen intrones y sus extremos 5’-3´ UTR 

son extremadamente cortos y no tienen un promotor consenso por lo que se ha postulado que 

su regulación se da a nivel epigenético. Al respecto existen estudios que muestran que la 

expresión de una VSP es dependiente de la acetilación de histonas (Kulakova et al., 2006) ya 

que de los cuatro alelos que Giardia posee para cada gen de las VSPs solo uno se expresa., así 

mismo se mostró que cerca del 1% de los genes vsp son modulados por la hiper-acetilación de 

histonas. (Carranza et al., 2016; Gargantini et al., 2012; Gargantini et al., 2016; Sonda et al., 

2010; Yang and Adam, 1994). Al respecto recientemente se reportó que la disminución en la 

acetilación de la histona H4 K8 y la metilación de la histona H3K9 ocurren durante la 

variación antigénica y que estas modificaciones pueden participar en la regulación de la 

expresión de las VSPs (Carranza et al., 2016). Se plantea que existe una intercomunicación 

entre las modificaciones de histonas y la vía del RNA de interferencia (Gargantini et al., 

2016). 

En un estudio más reciente se postuló que un mecanismo de silenciamiento de genes post-

transcripcional similar al RNA de interferencia regula la expresión de esta familia de 
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proteínas (Prucca et al., 2008). El gen de la proteína Argonauta, un miembro del complejo de 

silenciamiento RISC que participa en el proceso de silenciamiento por Dicer se encuentra en 

el genoma de Giardia. Cuando la expresión de los genes de Dicer y RdRP se silenciaron en , 

los trofozoítos  más de una VSP se expresaron a la vez en sus superficies (Rivero et al., 2010). 

Sin embargo,  aún no se esclarece cómo solo una VSP es seleccionada para expresarse sobre 

otras, ya que todos los transcritos de estas proteínas se transcriben continuamente (Faghiri and 

Widmer, 2011; Prucca et al., 2008; Saraiya et al., 2014a).  

 

 

 

Una hipótesis que se ha propuesto señala que la concentración del transcrito es la clave de la 

selección (Gargantini et al., 2012; Prucca et al., 2008). Los estudios al respecto han 

identificado unos RNA pequeños (snoRNA) que dan origen a micro RNAs (miRNA) que 

tienen como blanco 22 genes de VPS, de los cuales cinco de ellos miR 2, 4, 5, 6 y 10, tienen 

la capacidad de regular la expresión de 178 VSPs mediante mecanismos que pueden ser 

 
 

Figura 16. Mecanismos de regulación de la variación antigénica en Giardia 

En el núcleo de Giardia la regulación epigenética ocurre cuando la transcripción de los genes vsp es 

regulada por modificaciones en la metilación de los promotores de estos genes; mientras que en 

citoplasma tiene lugar la regulación post-transcripcional mediante el silenciamiento de genes por micro 

RNAs (miR2) y la maquinaria del RNA de interferencia constituida por la RNA polimerasa dependiente 

de RNA (RdRp), DICER y argonauta (AGO). Tomado de (Ankarklev et al., 2010). 
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cooperativos. La represión de la traducción por estos miRNA se ha establecido y se ha 

observado que el 88% de los genes vsp poseen al menos un sitio blanco para uno de estos 

cinco miRNAs (Saraiya et al., 2014b). Así, el mecanismo involucrado en permitir la 

expresión de solo una VSP puede incluir la regulación de la expresión por diversos miRNAs 

(Carranza and Lujan, 2010; Dolezal et al., 2005; Jenikova et al., 2011; Lauwaet et al., 2007; 

Li et al., 2013; Saraiya and Wang, 2008). 

Los sitios blanco de estos miRNAs, se pueden localizar tanto en la región 3’-UTR, donde los 

genes de estas proteínas se encuentran más conservados, en el codón de paro en ambas 

regiones del ORF (Adam, 2000, 2001; Saraiya et al., 2014b). Se ha reportado qua la región 

3´-UTR de Giardia es de 80 nucleótidos  (Franzen et al., 2013) pudiendo contener más de un 

sitio blanco para miRNA. La investigación más reciente al respecto mostró que cuando todos 

los sitios blancos están saturados con su correspondiente miRNA la expresión del vsp mRNA 

se puede suprimir completamente (Saraiya et al., 2014b). Estos estudios también mostraron 

que  una variedad de combinaciones de miRNA  puede suprimir efectivamente la expresión 

de cada vsp mRNA por lo que la redundancia podrían mantener la mayoría de los VSPs en un 

estado silencioso y se requerirían solo seis miRNA con sitios no superpuestos en el ORF para 

la represión total de los mRNA (Saraiya et al., 2014b). Además, recientemente se demostró 

que en Giardia los transcritos de las VSPs sentido y anti-sentido se transcriben al mismo 

tiempo, por lo que los transcritos con sus correspondientes anti-sentidos formarían RNAs de 

doble cadena. los cuales serían degradados por Dicer, mientras que el transcrito sin un anti-

sentido sería la VSP expresada (Guo et al., 2014). 

A grandes rasgos el mecanismo de silenciamiento inicia en el núcleo donde un miRNA 

primario es procesado por RNasaIII, Drosha/Pasha, para generar un pre-miRNA con forma de 

loop el cual es transportado hasta el citoplasma donde la RNasaIII, Dicer, la procesa hasta un 

miRNA de doble cadena. Posteriormente el RNA  de doble cadena se une a la proteína 

Argonauta la cual libera esta forma transitoria y da lugar al miRNA, induciendo a la vez al 

complejo de silenciamiento miRISC; la interacción entre este complejo y el miRNA y su 

mRNA blanco resulta en la inhibición de la traducción y degradación del mRNA de los genes 

vsp (Prucca et al., 2008). En estudios más recientes demostraron que dentro de esta vía del 

RNA de interferencia pueden estar participando RNA helicasas que suplan la falta de este 

dominio en la proteína Dicer de Giardia (Gargantini et al., 2012). 
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Diagnóstico 

La gran variedad de síntomas clínicos que presenta la Giardiasis hace difícil el diagnóstico de 

esta parasitosis. En pacientes con cuadros diarreicos de manera rutinaria se realizan exámenes 

de para la determinación de Giardia sobre todo si el historial clínico del paciente muestra 

situaciones que involucren una higiene deficiente. Además, la infección con Giardia se 

distingue de una infección bacteriana o viral por la larga duración de los síntomas y por la 

pérdida de peso (Hill, 1993). Convencionalmente la detección de los quistes de Giardia, en el 

duodeno, heces y el ambiente o agua se lleva a cabo principalmente mediante el examen 

microscópico. La identificación de quistes e incluso trofozoítos en heces se realiza por 

métodos coprológicos como la concentración con formol o por sedimentación, seguido de 

tinción con Lugol, hierro-hematoxilina, Giemsa o tricrómica de Masson y observación al 

microscopio óptico (McHardy et al., 2014). Sin embargo los análisis se deben realizar en 

múltiples y sucesivas muestras fecales en un periodo de 1-2 semanas debido a la naturaleza 

intermitente de la excreción de quistes llegándose a obtener de esta manera la detección del 

90% de las infecciones (Gardner and Hill, 2001; Soares and Tasca, 2016). En el caso de 

pacientes en los que no se puede obtener la muestra se llevan a cabo endoscopias en las que se 

toman de muestras de fluido duodenal y biopsias del tejido para detectar si el duodeno esta 

colonizado por trofozoítos (Gardner and Hill, 2001). Además de las pruebas coprológicos se 

han desarrollado pruebas más rápidas, sensibles, específicas y reproducibles que incluyen la 

detección de coproantígenos por inmunofluorescencia indirecta, inmunoensayos enzimáticos, 

inmunotinción, inmunohistoquímica e inmunocromatografía (Gardner and Hill, 2001; 

Johnston et al., 2003). El uso de la microscopía de fluorescencia y la fluorescencia directa con 

anticuerpos monoclonales contra Giardia acoplados a FITC (ITC-GmAb) los cuales 

reconocen epítopes específicos en el quiste incrementan la sensibilidad en la detección (93-

100%) así como la especificidad (99.8-100%) para la detección de quistes en muestras fecales 

y ambientales (Koehler et al., 2014). Otros inmunoensayos enzimáticos han sido aplicados 

como pruebas de diagnóstico;  estas incluyen ensayos de ELISA con una especificidad de 87-

100% y una sensibilidad de 63-100%; e inmunocromatografias con especificidad de 79–100% 

y sensibilidad de 26–100% las cuales tienen como ventaja que pueden detectar la infección 

antes de la excreción de quistes en las heces y pueden ser empleados para la detección rápida 

en un gran número de muestras (Koehler et al., 2014).  
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En cuanto a la identificación de quistes en muestras de agua y ambientales, los métodos 

actuales se basan en la filtración, separación inmuno-magnética y la detección 

complementaria por inmunofluorescencia directa o microscopía de Normaski. La citometría 

de flujo también se aplica para la detección de quistes de Giardia  en este tipo de muestras 

con la subsecuente inmuno-tinción y examen de microscopía; en particular esta técnica 

permite  distinguir entre los quistes viables y no viables  en una muestra al teñir los núcleos 

con yoduro de propidio (Koehler et al., 2014). También se aplican ensayos de FISH 

(Fluorescent In Situ Hybridization) para la detección de quistes basados en la hibridación con 

el RNA en una región de la subunidad pequeña del RNA ribosomal. En estas pruebas solo se 

pueden identificar quistes viables ya que el RNA es degradado en los quistes inviables, 

aunque no puede distinguir entre especies o ensamblajes.  

En general existen limitaciones significativas en la detección y el diagnóstico de Giardia 

usando las técnicas convencionales de microscopía, bioquímicas, inmunológicas y 

serológicas. La desventaja principal de los métodos de diagnóstico mencionados es que no 

pueden diferenciar el genotipo/ ensamblaje al que pertenece el parásito causante de la 

infección ni ayudar a establecer si existen diferencias clínicas o epidemiológicas entre los 

ensamblajes A y B. Así se han utilizado técnicas de biología molecular como PCR, PCR de 

RFLPs, PCR en tiempo real e hibridación en muestras fecales  para discriminar el ensamblaje 

que infecta al paciente (Helmy et al., 2009; Laude et al., 2016; Ng et al., 2005; van Lieshout 

and Roestenberg, 2015). Existen en el mercado kits de PCR multiplex para la detección de 

parásitos intestinales que son  sensible para la detección de Giardia hasta en un 99.6% (Batra 

et al., 2016; Becker et al., 2017; Molling et al., 2016). En cuanto a estudios epidemiológicos a 

gran escala que permitan desarrollar genotipificación de alto rendimiento para las encuestas 

temporales y espaciales, así como el seguimiento de los cambios en el agua y el medio 

ambiente se consideran técnicas potenciales el PCR en tándem multiplex y Luminex (Koehler 

et al., 2014). 
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Al respecto se han hecho avances en el desarrollo de herramientas moleculares específicas y 

sensibles para la identificación y caracterización genética de Giardia, y el diagnóstico de 

Giardiasis. En particular, la identificación y clasificación de las especies y ensamblajes 

utilizando genes, tales como la unidad ribosomal SSU-rRNA, la enzima glutamato 

deshidrogenasa (gdh), beta-giardina, triosafosfato isomerasa (tpi) y el factor de elongación 1-

alfa (ef1-alpha) en combinación con  el rRNA han ayudado en la clasificación sistemática, la 

genética de poblaciones y la epidemiología de Giardia, y en la confirmación y el monitoreo 

de brotes en humanos y animales (Siripattanapipong et al., 2011; Wielinga and Thompson, 

2007). Los ensayos de PCR basados en primers ensamblaje-específicos permiten la detección 

de Giardia ensamblaje A, B y E en muestras fecales con alta sensibilidad y especificidad 

(Van Lith et al., 2015). En el futuro se prevé que la secuenciación de todo el genoma de 

Giardia en conjunto con herramientas moleculares (ómicas) y bioinformáticas permitirá la 

definición de una amplia gama de marcadores genéticos para su uso en herramientas de 

diagnóstico específicas y sensibles así también como para estudiar la compleja red de factores 

 
 

Figura 17. Técnicas de detección de Giardia en muestras fecales o de agua 

A) Identificación convencional de quistes o trofozoítos por microscopía  B) Inmunocromatografía, c) 

Inmunoensayos para la detección de antígenos de quistes o trofozoítos, d) citometría de flujo para la 

recuperación y cuantificación de quistes Tomado de (Koehler et al., 2014). 
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biológicos y ecológicos que intervienen en las interacciones entre Giardia, su hospedero y el 

medio ambiente (Koehler et al., 2014). 

 

 

 

Tratamiento 

Una vez que se ha diagnosticado al paciente con Giardiasis se procede a elegir el tratamiento 

adecuado; ya que no existe una terapia farmacológica consenso debido a la variedad de 

síntomas que pueden presentarse en los individuos afectados y a que los fármacos disponibles 

pueden causar efectos adversos o ser contraindicados en ciertas situaciones clínicas; además 

de que la resistencia juega un papel importante en la infección (Gardner and Hill, 2001; 

Leitsch, 2015).  

El metronidazol, fenbendazol y el febantel son los fármacos comúnmente usados en casos 

clínicos aunque también son empleados el albendazol, la nitazoxanida, la furazolidona, el 

tinidazol, la quinacrina y el ornidazol (Watkins and Eckmann, 2014). Este fármaco se ha 

utilizado recientemente en casos de resistencia a nitroimidazoles reportando una efectividad 

 
 

Figura 18. Métodos moleculares para la identificación y diagnóstico de Giardia 

A) Hibridación in situ (FISH) B) PCR, C) estudios de polimorfismo (SSCP), D) Restricción de 

fragmentos polimórficos (RFLP), E) Electroforesis capilar, F) PCR-tiempo real, G) Secuenciación de 

Sanger de productos de PCR. Tomado de (Koehler et al., 2014). 
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del 100% por lo que se propone su uso en casos refractarios de Giardiasis (Requena-Mendez 

et al., 2017). 

Históricamente la quinacrina, una acridina, fue el primer fármaco utilizado contra la 

Giardiasis, su ventaja radica en que tiene efecto sobre el trofozoíto y el quiste con una eficacia 

del 90%. El mecanismo de acción de este compuesto no es del todo claro pero se ha sugerido 

que está relacionado con la  inhibición de la síntesis del DNA al intercalarse en la molécula 

aunque Giardia  puede genera resistencia por exclusión y su uso es limitado por su toxicidad 

y producir una coloración amarilla en la piel y dermatitis exfoliativa (Harris et al., 2001). 

La quinacrina fue reemplazada por los 5- nitroimidazoles que incluyen al metronidazol, el 

benzoil-metronidazol, el tinidazol, el ornidazol, el nimorazol y el secnidazol. El metronidazol 

es el fármaco más utilizado en el tratamiento de la Giardiasis en el mundo y se administra en 

dosis orales de 250 mg por día durante 5 a 10 días con una eficacia de 80 al 95% aunque 

recientemente el tinidazol se ha convertido en la droga de elección en los Estados unidos por 

su eficacia mayor al 90%, su tolerabilidad y la conveniencia de administración en una sola 

dosis; así mismo en un meta-análisis recientemente se mostró que su eficacia es similar al 

albendazol en el tratamiento de niños infectados con Giardia (Escobedo et al., 2016).  

Todos los derivados del grupo 5-Nitroimidazoles  son pro fármacos cuya especificidad hacia 

los microorganismos se debe al requerimiento de reducción de estos para generar radicales 

libres intermediarios por reacciones redox de bajo potencial que se llevan a cabo solo en 

organismos anaeróbicos (Watkins and Eckmann, 2014). En Giardia las enzimas piruvato 

ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) y Ferredoxina están implicadas en la  activación de estos 

compuestos debido a su bajo potencial redox, así como la nitrorreductasa 1 y la tiorredoxina 

reductasa (Leitsch et al., 2011; Leitsch et al., 2016; Nillius et al., 2011). Los metabolitos 

reducidos se unen al RNA, el DNA y a proteínas causando estrés oxidativo y la muerte de los 

trofozoítos (Leitsch et al., 2011; Uzlikova and Nohynkova, 2014), sin embargo los trofozoítos 

de Giardia pueden llegar a desarrollar resistencia por disminución en la actividad de estas 

enzimas y por re-arreglos en el DNA (Ansell et al., 2015; Begaydarova et al., 2015; Leitsch, 

2015; Leitsch et al., 2011; Muller et al., 2008; Muller et al., 2013; Upcroft et al., 1990; 

Upcroft, 1998). En general los casos de resistencia a esta droga en la Giardiasis se ven con 

poca frecuencia en la práctica clínica (Watkins and Eckmann, 2014). 
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Otro grupo de fármacos ampliamente utilizados en el tratamiento contra la Giardiasis son los 

carbamatos de benzimidazol como el albendazol o el mebendazol. El albendazol tiene una 

eficacia entre el 25 al 90% dependiendo de la dosis, similar al Metronidazol. Este fármaco se 

administra en una sola dosis durante 5 días mientras que el mebendazol tres veces al día 

(Watkins and Eckmann, 2014) y es la segunda opción de tratamiento cuando los pacientes son 

intolerantes al metronidazol. El mecanismo de acción de estos fármacos consiste en la 

producción de especies reactivas de oxígeno que dañan el DNA; además interactúan 

directamente con la β-tubulina evitando la polimerización de los microtúbulos (Paz-

Maldonado et al., 2013). En aislados clínicos se ha encontrado resistencia a este fármaco 

(Farbey et al., 1995) y por el uso de modelos de resistencia generados in vitro se ha 

determinado que ésta puede ocurrir por reducción en el metabolismo del albendazol, 

incremento en las enzimas antioxidantes y por mutaciones en las proteínas β-tubulina, en el 

residuo 198, y en β-giardina (Arguello-Garcia et al., 2004; Jimenez-Cardoso et al., 2009; 

Leitsch, 2015; Muller et al., 2013; Paz-Maldonado et al., 2013; Upcroft et al., 1996). 

La nitazoxanida, un nitrotiazol, también se utiliza en el tratamiento de la Giardiasis. Este 

fármaco tiene un amplio espectro de actividad contra parásitos intestinales y bacterias y su 

administración es en un esquema de tres días, aunque tiene como efecto adverso la 

 
 

Figura 19. Activación de los grupos nitro en Giardia 

Los fármacos precursores de grupos nitro (R-NO2) como el metronidazol difunde al parasito y son 

reducidos en varias vías para radicales tóxicos. Se han descrito tres vías: La de piruvato-Ferredoxina 

oxidorreductasa (PFOR) que normalmente convierte el piruvato a acetil coenzima A para generar ATP 

pero también reduce electrones a ferredoxina (Fd) la cual puede donar electrones a un pro-fármaco nitro. 

La vía de Nitrorreductasa (NR) que puede reducir profármacos, aunque los cofactores requeridos no se 

han caracterizado. Tiorredoxina reductasa (TrxR) que utiliza como cofactor la forma reducida de 

riboflavina FADH2. Todas estas vías han sido implicadas en la resistencia a metronidazol, a la derecha se 

muestra a la familia de los nitroimidazoles: metronidazol, a) ornidazol, b) tinidazol, c) nimorazol y d) 

secnidazol. Tomado (Harris et al., 2001; Watkins and Eckmann, 2014). 
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producción de malestares gastrointestinales. Su mecanismo de acción radica en que el pro-

fármaco es reducido por la enzima nitro reductasa GlNR1 del parásito una forma tóxica que 

inactiva blancos en el parásito como la enzima PFOR.(Cedillo-Rivera et al., 2002; Muller et 

al., 2006; Pal et al., 2009). El mecanismo de resistencia de este fármaco estudiado en Giardia 

consiste en la expresión alterada de genes involucrados en la respuesta a estrés, que incluye a 

proteínas heat-shock y de proteínas de unión a nitazoxanida (Galeh et al., 2016; Leitsch, 

2015; Muller et al., 2008; Nillius et al., 2011). 

Otro fármaco utilizado contra la Giardiasis es la furazolidona, este nitrofurano actúa al ser 

reducido a radicales nitro por la NADH oxidasa los cuales dañan estructuras celulares, el 

DNA y disminuyen la habilidad de los trofozoítos para enquistarse (Hausen et al., 2006). 

Puede causar hemolisis en pacientes con deficiencia en la enzima glucosa 6-fosfato 

deshidrogenasa (Watkins and Eckmann, 2014). Giardia puede ser resistente a este fármaco 

por el incremento de las enzimas tiol que incrementan la resistencia al estrés oxidativo 

(Leitsch, 2015). 

En el caso de mujeres embarazadas o de infecciones resistentes se prescribe Paromomicina, 

este medicamento es un aminoglucósido cuyo mecanismo de acción consiste en interferir con 

la síntesis de proteínas de Giardia al interactuar con las subunidades 50S y 30S del ribosoma 

(Kreutner et al., 1981; Meltzer et al., 2014). Finalmente la cloroquina, un fármaco anti-

malaria que posee actividad anti-giardia más efectiva que el tinidazol, el albendazol y la 

paromomicina también es utilizada en contra de este parásito aunque no está disponible en 

Estados Unidos o Canadá (Watkins and Eckmann, 2014).  

Una hipótesis de su mecanismo de acción es que este compromete la habilidad del trofozoíto 

para adherirse al epitelio intestinal (Baveja et al., 1998). Otros fármacos utilizados son la 

Mepacrina y la Bacitracina-Zinc, aunque su uso está restringido a casos de Giardiasis 

refractaria (Carter et al., 2017). 

Las estrategias terapéuticas en la Giardiasis refractaria incluyen un incremento en la duración 

del tratamiento, así como dosis más altas del agente original, el cambio de fármacos o una 

combinación de fármacos, esto último incluso puede disminuir el riesgo del desarrollo de 

resistencia a los fármacos. Sin embargo, un número creciente de aislados de Giardia muestran 

resistencia a estos fármacos por lo que se han abierto líneas de investigación en la búsqueda 

de fármacos más eficaces que van desde la búsqueda de nuevas terapias basadas en 
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modificaciones químicas de estos compuestos; la búsqueda en bibliotecas de fármacos para 

identificar aquellos con actividad anti-giardia, así como la identificación de proteínas blanco 

del parásito para el desarrollo de fármacos específicos. 

Tabla 4. Fármacos comúnmente utilizados en el tratamiento de la Giardiasis y sus 

mecanismos de acción 

Adaptado de (Watkins and Eckmann, 2014) 

 

En cuanto al diseño de nuevos fármacos se ha plantado la modificación en el núcleo del anillo 

de imidazol de la familia de los 5-Nitroimidazoles y la substitución de las cadenas en las 

posiciones 1, 2 y 4 del anillo por grupos funcionales más complejos. Estos análogos han 

mostrado una actividad anti-giardia incrementada hasta 500 veces. Actuando mediante la 

inducción de cambios en la morfología del parásito y afectando el tráfico vesicular y la 

diferenciación a quiste (Kim et al., 2017; Miyamoto et al., 2013; Valdez et al., 2009). Otra 

ventaja de estos nuevos compuestos además del incremento en la actividad es que han 

mostrado baja toxicidad. En una modificación realizada a la nitazoxanida donde un anillo de 

benceno se colocó entre el grupo nitro y el anillo de tiazol para crear un compuesto que es 

cinco veces más activo que la nitazoxanida y 18 veces más que el metronidazol con baja 

toxicidad en células de mamífero (Kulakova et al., 2014). Estrategias similares se han 

realizado con el benzimidazol encontrándose que la sustitución en la posición dos desempeña 

un papel crucial en el incremento de la potencia contra Giardia, dando como resultados 

Grupo de Fármacos Ejemplo Mecanismo de acción 

5-Nitroimidazoles 
Metronidazol, 

Tinidazol Formación de aductos e inactivación de 

Proteínas y DNA 
5-Nitrotiazoles Nitazoxanida 

5-Nitrofuranos Furazolidona 

Acridinas Quinacrina Inhibición de la síntesis de DNA 

Benzimidazoles 
Albendazol, 

Mebendazol 

Unión a tubulina, interferencia con el 

citoesqueleto 

Quinolonas Cloraquina Desconocido 

Aminoglucósidos Paromomicina Posible inhibición de la síntesis de proteínas 
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compuestos con actividad anti-giardia mayor al metronidazol y el albendazol (Flores-Carrillo 

et al., 2017; Navarrete-Vazquez et al., 2003; Valdez-Padilla et al., 2009; Valdez et al., 2002). 

También se han desarrollado nuevos compuestos a partir de la nitazoxanida que en modelos in 

vitro y murinos mostraron ser hasta 1015 veces más efectivos que esta (Colin-Lozano et al., 

2017). Otro método del diseño de fármacos es el desarrollo de híbridos que combinen las 

mejores características de los fármacos originales. Al respecto se ha reportado que diez 

híbridos del benzimidazol y la pentamidina mostraron una potencia entre 3 y 9 veces mayor 

que los respectivos fármacos. Un hibrido entre la cloroquina, el etambutol e isoxil tuvo una 

potencia  670 veces mayor que el metronidazol (Kulakova et al., 2014). Recientemente se 

reportó que un hibrido entre  nitazoxanida y el benzimidazol tiene una actividad anti-giardia 

mayor a la de la nitazoxanida, el albendazol y el metronidazol (Matadamas-Martinez et al., 

2016). 

Por otra parte, cuando se realizó la búsqueda en una librería constituida por 746 fármacos se 

encontró que la auranofina, que es usada en el tratamiento de la artritis reumatoide inhibe el 

crecimiento de varios aislados de Giardia y se ha establecido que su mecanismo de acción es 

la inhibición de la enzima tiorredoxina glutatión reductasa. El orlistat, el cual inhibe a las 

lipasas pancreáticas también inhibe la replicación de Giardia interfiriendo con las enzimas 

que metabolizan lípidos en el parásito y por la limitación que inducen de estos en el intestino. 

El miltefosina un agente anti-Leishmania también mostro actividad contra Giardia en el cual 

induce severos cambios morfológicos específicamente en el disco suctor (Kulakova et al., 

2014). Recientemente se reportó que el rabeprazol, un inhibidor de la bomba de protones de la 

familia del omeprazol, puede inhibir a la triosafosfato isomerasa de Giardia específicamente 

(Garcia-Torres et al., 2016). El quitosán, un antifúngico, también mostró actividad contra el 

quiste de Giardia  en ensayos in vitro (Yarahmadi et al., 2016). 

En otra búsqueda en librerías de compuestos con actividad farmacéutica (HTS) que se acopló 

a un ensayo bioluminiscente que monitorea el contenido de ATP en los trofozoítos de Giardia 

que correlaciona con la viabilidad de estos se encontró que 43 de los 2816 fármacos son 

letales para los trofozoítos y no tóxicos para las células humanas (Kulakova et al., 2014). En 

este ensayo el disulfiram, un fármaco contra el alcoholismo crónico  mostro gran eficacia en 

la eliminación de giardiasis en modelos murinos inhibiendo la enzima carbamato cinasa; la 

auranofina, un fármaco contra el reumatismo inhibe a la tiorredoxina oxidorreductasa de 
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Giardia (Kulakova et al., 2014). Por último la fumagilina, utilizada para el tratamiento de 

microsporidiosis en individuos inmunocomprometidos, inhibe a la enzima MetAP2 

(metionina aminopeptidasa-2) que en Giardia se encuentra conservada además de que 

funciona en cepas resistentes a metronidazol así como los fármacos Carbadox y Tioxidazol 

que también fueron identificadas en este estudio (Kulakova et al., 2014). Otro ejemplo de 

fármacos con actividad anti-Giardia es el compuesto antitumoral NBDHEX que mostró ser 

efectivo contra los trofozoítos de Giardia que se une in vitro a las proteínas tiorredoxina 

reductasa y el factor de elongación 1B-γ (Camerini et al., 2017). 

Como se señaló previamente, otro rubro importante en el diseño de fármacos contra Giardia 

es identificar moléculas blanco que difieran entre Giardia y su hospedero seguido del diseño 

de inhibidores específicos. Este es el caso de la arginina deaminasa (ADI),  cuyo análogo no 

existe en humanos y que ha sido identificado como un factor de virulencia que restringe al 

hospedero de arginina desactivando la producción de NO; las proteínas CWP y la UDP-N-

acetil glucosamina 4´-epimerasa, ambas involucradas en la síntesis de la pared del quiste 

también son proteínas de interés para el desarrollo de inhibidores pues la inhibición de estos 

componentes puede afectar la viabilidad del quiste en el ambiente externo y de esta manera se 

evitaría la diseminación de la infección. En particular la proteína mayoritaria de la pared del 

quiste, CWP2, ha sido evaluada como un candidato potencial para el desarrollo de vacunas 

con resultados positivos (Abdul-Wahid and Faubert, 2007; Lee et al., 2009). Sin embargo un 

estudio reciente mostró que existe variación genética en esta proteína entre el ensamblaje A y 

B y entre cepas y aislados clínicos por lo que se postula que su uso puede tener un espectro 

bajo de protección (Radunovic et al., 2017). Otras proteínas blanco son la cinasa ciclina-

dependiente, la triosa fosfato isomerasa y la fructosa 1,6-bifosfato aldolasa, la carbamato 

cinasa y las proteínas variables de superficie (VSPs) (Watkins and Eckmann, 2014). Al 

respecto la inmunización con extractos de Giardia que expresan todas las VSP, debido al 

silenciamiento de la maquinaria de represión de iRNA mostro que estos inducen protección 

en modelos murinos y que pueden ser una manera efectiva de prevenir las infecciones 

causadas por este parásito pues no existe una vacuna contra Giardia disponible (Rivero et al., 

2010). Por otra parte, en modelos murinos se probó una vacuna construida a partir de una 

Salmonella enterica serovar Typhimurium atenuada recombinante, que expresa α1-giardina y 

otra que es una combinación de α1 giardina y CWP2. La administración oral de estas vacunas 



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

63 
 

induce IgG e IgA y confiere protección contra subsecuentes reinfecciones de Giardia, lo 

anterior soporta el uso de estas proteínas como un antígeno para el desarrollo de vacunas 

(Feng et al., 2016; Jenikova et al., 2011; Kulakova et al., 2014; Watkins and Eckmann, 2014). 

Una cuarta alternativa al tratamiento farmacológico convencional contra Giardia, así como 

una fuente de nuevos fármacos son los extractos de plantas utilizados de manera tradicional. 

En china se comercializan extractos de ajo Allium sativum cuya sustancia activa denominada 

alicina tiene una dosis letal para Giardia  de 50 de 14µg/ml(Harris et al., 2001). En la 

herbolaria mexicana se reportan 14 plantas con actividad anti diarreica y antiparasitaria; seis 

de ellas Justicia spicigera (Muicle), Lippia berlandieri (Orégano), Psidium guajava 

(Guayaba), Cuphea pinetorum, Rubus coriifolius (Zarzamora) y Helianthemum glomeratum 

(Cenicilla) tienen actividad anti Giardia incluso mayor que el tinidazol. En los dos últimos 

casos se sabe que las sustancias activas son el kaempferol y la quercetina (Harris et al., 2001). 

Los extractos de Yucca schidigera (Yuca), Geranium niver (Geranio) también mostraron 

actividad anti-giardia in vitro, mientras que los extractos de Pippali rasayana y Piper longum 

tienen actividad  en modelos murinos (Gardner and Hill, 2001). Un análisis de los extractos 

de la planta Oxalis corniculata permitió el aislamiento y la caracterización de un galacto-

glicerolípido con actividad comparable al del metronidazol. Otro ejemplo es el sándalo Osyris 

alba el cual se utiliza en la medicina tradicional en Jordania; contiene un alcaloide llamado 

pirrolizidina el cual tiene actividad anti-giardia así como el Sambucus ebulus cuyos extractos 

matan a los quistes de Giardia de manera dosis dependiente (Watkins and Eckmann, 2014). 

También se ha reportado actividad anti-giardia in vitro de extractos de Artemisia annua y 

Curcuma longa (Golami et al., 2016; Said et al., 2012).Por otra parte se ha determinado que 

los probióticos tienen un papel importante en la colonización de trofozoítos ya que en 

modelos murinos el establecimiento de la infección es dependiente de la composición de la 

microbiota y se ha demostrado que existe un sinergismo entre Lactobacillus casei y el 

albendazol además de que reduce los síntomas y restaura la morfología normal del intestino 

(Watkins and Eckmann, 2014). 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

La adhesión del trofozoíto de Giardia duodenalis al epitelio intestinal es un proceso 

multifactorial en el que intervienen el disco ventral, el flagelo ventral y moléculas de 

superficie que permiten la unión del trofozoíto al enterocito. El contacto del trofozoíto con su 

célula blanco induce la producción de moléculas del parásito que pueden contribuir al 

mantenimiento de la adhesión o a la activación de vías de señalización en el enterocito que 

desencadenan la patofisiología de la  Giardiasis. A la fecha no se ha analizado con detalle 

estos productos denominados de excreción/secreción de Giardia. Los primeros intentos de 

caracterización se llevaron a cabo en el denominado secretoma de interacción de ensayos in 

vitro con monocapas de células epiteliales y en sobrenadantes de medios de cultivo de 

Giardia. Las principales proteínas secretadas identificadas son las enzimas metabólicas ADI, 

OCT y Enolasa, las proteínas VSPs y proteasas de tipo cisteína(Coradi and Guimaraes, 2006; 

de Carvalho et al., 2008; Guimaraes et al., 2003; Jimenez et al., 2000; Ringqvist et al., 2008; 

Rodriguez-Fuentes et al., 2006). En estos ensayos se han identificado proteasas de 135, 107, 

73, 30 y 22 kDa. Cuando los trofozoítos de Giardia se trataron con los inhibidores de 

proteasas L-1-cloro-3-[4-tosilamido]-4-fenil-2-butanona y L-leucil amida (4-guanidino)-

butano antes de la interacción con las células epiteliales se observó una disminución en la 

adhesión de los trofozoítos a estas células (Rodriguez-Fuentes et al., 2006). Estos resultados 

sugirieron que las proteasas pueden participar en la adhesión de Giardia al epitelio intestinal 

degradando la mucina o exponiendo receptores en el enterocito. Al respecto la cisteín proteasa 

Catepsina B-like ha mostrado ser necesaria en la adhesión y patogenicidad así como en la 

modulación de la respuesta inmunológica (Bhargava et al., 2015; Cotton et al., 2015; Cotton 

et al., 2014; Hernandez-Sanchez et al., 2008; Manko et al., 2017). Las cisteín proteasas son la 

familia de proteasas con más alta presencia en el proteoma de Giardia; 49.3% del total, 

además de que 1.46% del genoma de Giardia corresponde a posibles peptidasas y un 1.06% a 

homólogos inactivos (Williams and Coombs, 1995). Estas cisteína proteasas degradan 

colágena uno de los componentes mayoritarios de la matriz extracelular del epitelio intestinal  

habilidad que le permitiría al parásito diseminarse en el intestino y acceder a nutrientes 

(Coradi and Guimaraes, 2006). En nuestro grupo de trabajo una de las líneas de investigación 

es la caracterización de las proteasas que son liberadas por el trofozoíto de Giardia durante la 

interacción con células del epitelio intestinal de rata IEC-6. Interesantemente en estos trabajos 
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se identificó mediante 2D-zimogramas a la proteína VSP9B10A, que pertenece a la familia de 

las proteínas Variables de Superficie (Cabrera-Licona, 2010). La relevancia de este resultado 

radicó en que no se había mostrado que alguno de estos antígenos tuviera este tipo de 

actividad, por lo que su función puede ir más allá de la evasión de la respuesta inmunológica 

del hospedero. 

 

Así mismo previamente se reportaron evidencias de que esta proteína puede tener una 

participación en la adhesión de Giardia (Bermudez-Cruz et al., 2004) . En este estudio se 

caracterizó una proteína VSP de 63 kDa que tiene una homología de 99.5% con la proteína 

VSP9B10A. Además se observó que al incubar trofozoítos que expresan esta proteína con un 

anticuerpo policlonal anti-VSP63 previamente a los ensayos de interacción con la línea 

celular MDCK la adhesión de los trofozoítos se veía disminuida (Bermudez-Cruz et al., 

2004).  

 
 

Figura 20. Identificación de la proteína VSP9B10A en sobrenadantes de interacción entre 

trofozoítos WB y monocapas de células IEC-6 

Los sobrenadantes recuperados después de 2 hrs de interacción se analizaron por zimogramas 2D SDS-

PAGE para identificar las proteasas con alto peso molecular. En el panel A se muestra el patrón 

proteolítico en un gel teñido con Coomassie. El recuadro de abajo muestra una amplificación de los 

puntos de degradación donde se identificó a la proteína VSP9B10A por MALDITOF y MASCOT. En el 

panel B se muestra el patrón de proteínas en los sobrenadantes. 
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Otros estudios sugieren la participación de las proteínas VSP en la patogenicidad y en la 

virulencia de Giardia y que sus particularidades estructurales pueden ser relevantes en estos 

procesos (Emery et al., 2016; Emery et al., 2015; Emery et al., 2014; Gargantini et al., 2016). 

Considerando estos antecedentes resulta relevante establecer qué papel tiene la proteína 

VSP9B10A durante la interacción del trofozoíto de Giardia y la célula del epitelio intestinal y 

si puede ser esta un factor de patogenicidad. 

La proteína VSP9B10A fue identificada en 1995 por Lujan y colaboradores con el uso de el 

anticuerpo monoclonal 9B10 obtenido a partir de la inmunización de ratones con purificados 

de la pared de quistes generados in vitro de la cepa WB/127 de Giardia. Este anticuerpo 

reacciona con la superficie del trofozoíto y se estableció que reconoce a la proteína 

VSP9B10A de 76.76kDa y a la proteína VSP9B10B de 68.45 kDa en el fragmento homólogo 

de las proteínas que va del aminoácido 39 al 422. La diferencia entre estas proteínas es que la 

VSP9B10A posee en la región central 70 aminoácidos que no están presentes en la 

VSP9B10B además de que esta última se expresa exclusivamente durante el enquistamiento 

(Carranza et al., 2002). La región codificante de la proteína VSP9B10A es de 2220 bases 

cuyo producto es una proteína de 740 aminoácidos. Esta proteína, como otras VSPs tiene un 

extremo carboxilo conservado, repeticiones de los motif CXXC y GGCY, así como un 

dominio de dedo de zinc modificado. El alineamiento con base en la estructura, así como el 

modelamiento tridimensional de la proteína VSP9B10A con la cisteín proteasa de Giardia y 

la catepsina B consenso permitió determinar que esta proteína tiene una zona de homología 

con estas proteasas que no es evidente mediante el análisis de dominios conservados realizado 

con programas como Phyre o la herramienta de búsqueda de dominios conservados de NCBI. 

Este resultado sugirió que las diferencias probablemente se deban a la divergencia temprana 

de este parásito que hace que sus proteínas no sean convencionales. Mediante este análisis se 

identificaron en la zona de homología los residuos de cisteína característicos de las cisteín 

proteasas, en las posiciones 15, 49 y 99 que por modelamiento se observan en las mismas 

posiciones tridimensionales que los encontrados en la catepsina B de eucariontes superiores y 

la CP1 de Giardia en los residuos 14, 43 y 100. En cuanto al sitio de unión al sustrato S2  en 

la proteína VSP9B10A fue posible localizar los residuos de glicina y ácido glutámico en las 

posiciones 202 y 249 respectivamente que ayudarían a estabilizar la unión del sustrato al sitio 

catalítico y que tridimensionalmente son semejantes a las posiciones que ocupan en la 
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catepsina B en la posición 198 en el caso de la glicina y 245 en el del ácido glutámico 

(Cabrera-Licona, 2010). Por último también se identificaron residuos que pueden constituir la 

tríada catalítica en la proteína VSP910A estos incluyen: un residuo de cisteína en la posición 

30, histidina en la posición 80 y ácido glutámico en la 249; aunque estos difieren con respecto 

a las posiciones que presentan en la catepsina B donde la cisteína se ubica en la posición 29, 

la histidina en la 199 y el ácido glutámico en la 245 el modelo tridimensional muestra que se 

encuentran muy cercanos y que por lo tanto pueden estar formando el sitio catalítico 

(Cabrera-Licona, 2010). 

 

 
 

Figura 21. Modelamiento de la zona catalítica predicha en la proteína VSP9B10A 

La zona de homología entre la proteína VSP9B10A y la catepsina B humana se modeló usando el 

servidor Swiss-model y se visualizó con UCSF-Chimera. Los residuos correspondientes a la triada 

catalítica en la proteína VSP9B10A (A) y la proteasa (C) se muestran en color cian. Los modelos se 

validaron por Ramachandran (B. Los residuos que forman el sitio de unión al sustrato en la proteína 

VSP9B10A se muestran en magenta y los que coordinan la unión del Calcio en naranja. Las superficies 

moleculares se muestran en D y E. Los residuos expuestos en la superficie de la triada catalítica y en el 

sitio de unión al sustrato se muestran en cian y magenta, respectivamente. 
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La identificación de estas características estructurales en la proteína VSP9B10A constituye 

una fuerte evidencia de que esta proteína posee actividad proteolítica y que puede tener un 

papel en la adhesión de Giardia al epitelio intestinal además del papel que se les ha dado en la 

evasión del sistema inmune y en las reinfecciones (Rivero et al., 2010). Sin embargo, debido a 

las características particulares en la expresión de las proteínas de la familia de las VSPs el 

estudio de su papel durante la interacción trofozoíto-célula requiere contar con una población 

que la exprese de manera estable. Aun cuando se han realizado trabajos con poblaciones en 

los que se obtuvieron por dilución trofozoítos que solo expresan una VSP los ensayos deben 

realizarse en las primeras doce horas de cultivo para minimizar la probabilidad de que ocurra 

el recambio; no obstante esto no asegura la homogeneidad en la expresión de la proteína en la 

población (Rivero et al., 2010). Debido a lo anterior en este trabajo se utilizaron poblaciones 

de trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A, obtenidas mediante 

transfección, para estudiar el efecto de esta durante la interacción con células epiteliales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

69 
 

JUSTIFICACIÓN 

Una de las líneas de investigación dentro del estudio del parásito Giardia y la infección que 

genera, la Giardiasis, es establecer los mecanismos que permiten al trofozoíto interactuar con 

el enterocito para generar la patofisiología de esta infección. Algunos estudios pioneros 

utilizando transcriptómica y proteómica, han identificado un pequeño set de proteínas cuya 

expresión se incrementa durante la interacción parásito-célula, así como proteínas que son 

liberadas al medio durante esta interacción in vitro, sin embargo, no se ha determinado el 

papel específico de éstas. Dentro de este grupo de proteínas se encuentran los antígenos de la 

familia de las proteínas VSPs, una de la familia de genes más numerosa en el genoma de 

Giardia con una alta diversidad entre ellas. Aunque su papel principal en la biología de 

Giardia se relaciona con la evasión de la respuesta inmunológica del hospedero, la gran 

variabilidad entre ellas ha llevado a especular que pueden tener otras funciones durante la 

infección y estar relacionadas con la virulencia. Al respecto la proteína VSP9B10A, que fue 

identificada en interactomas de trofozoítos con células IEC-6, también mostró tener 

características estructurales de cisteín proteasas y fue identificada como una proteasa en 

estudios de proteómica. Esta actividad observada in vitro no había sido reportada para 

ninguna otra de las proteínas de esta familia por lo que es factible que la proteína VSP9B10A 

tenga un papel biológico distinto o complementario a la variación antigénica. Tomando en 

cuenta estas evidencias experimentales, en este trabajo se propuso determinar cuál es el efecto 

de una población de trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A 

durante la infección de células epiteliales. Los estos estudios sobre los posibles mecanismos 

de acción y la función biológica de esta proteína pueden aportar información que contribuya a 

comprender mejor los mecanismos de patogenicidad de Giardia. 
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HIPÓTESIS 

Si la proteína VSP9B10A tiene en el extremo N-terminal el sitio de unión al sustrato y la 

tríada catalítica característica de las cisteín-proteasas y es liberada al medio durante la 

interacción de los trofozoítos con células del epitelio intestinal, entonces la expresión 

constitutiva de la VSP9B10A en una población de trofozoítos de Giardia nos permitirá 

analizar el comportamiento de este antígeno durante el contacto temprano con las células, así 

como determinar si induce cambios citopáticos que pueden alterar la barrera epitelial y en las 

proteínas de las uniones estrechas que mantienen la estabilidad de ésta y definir si actúa como 

un factor de virulencia de Giardia. 

 

OBJETIVOS 

General 

Caracterizar el efecto que tiene una población de trofozoítos de Giardia duodenalis que 

expresa constitutivamente a la proteína VSP9B10A sobre las monocapas de células epiteliales 

IEC-6, MDCK y Caco-2/TC7. 

 

Particulares 

• Determinar in vitro el efecto de trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína 

de superficie VSP9B10A sobre la integridad de monocapas de células epiteliales IEC-6 y 

MDCK 

• Analizar el perfil de proteasas presente en sobrenadantes de interacción de trofozoítos 

VSP9B10A.pAC con células epiteliales IEC6 y determinar su liberación durante este 

proceso empleando Western-blot y los anticuerpos policlonal y monoclonal específicos 

para la proteína VSP9B10A, así como el análisis de espectrometría de masas. 

• Determinar si existe una relación entre la liberación de la proteína VSP9B10A durante la 

interacción con células in vitro de trofozoítos VSP9B10.pAC y los efectos citopáticos 

observados sobre la monocapa mediante ensayos de inhibición de la adhesión y Western-

blot 

• Determinar el efecto de los sobrenadantes obtenidos de la interacción IEC-6/Trofozoítos 

VSP9B10A sobre las monocapas de células epiteliales IEC-6 
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• Determinar el efecto de los trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre la integridad de 

monocapas de células de intestino humano Caco-2/TC7 

• Determinar el efecto de estos trofozoítos sobre la resistencia transepitelial de monocapas 

células Caco-2/TC7 

• Determinar el efecto de estos trofozoítos sobre el cinturón de actina y las proteínas de las 

uniones estrechas 

• Bloquear la expresión de la proteína VSP9B10A en trofozoítos WB y determinar su 

efecto sobre la integridad de monocapas de células Caco-2 /TC7 y en las proteínas de las 

uniones estrechas 

 

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo de trofozoítos transfectados con el plásmido VSP9B10A.pAC 

En este trabajo se emplearon cuatro poblaciones distintas de trofozoítos de Giardia 

duodenalis: I)los trofozoítos cepa WB C6 (ATCC#30957) empleados como control durante 

todos los experimentos llevados a cabo; II) trofozoítos de esta misma cepa transfectados con 

el vector vacío pAC específico para la expresión de genes en Giardia y que fue establecido 

como un control de los efectos de la transfección sobre la patogenicidad del parásito; III) 

trofozoítos WB  transfectados con el vector VSP9B10A.pAC (Cabrera-Licona, 2010) que 

expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A y IV) trofozoítos donde la expresión de 

la proteína fue silenciada mediante la transfección del vector VSP9B10A(INV).pAC. La 

secuencia reversa complementaria del gen de la proteína VSP9B1A  (Giardia DB número de 

acceso GL50803 101074) se clonó en el vector de expresión pAC específico para Giardia 

(donado por el DR. Stafan Svärd, Uppsala University) (Jerlstrom-Hultqvist et al., 2012). Los 

oligonucleótidos VSP INV 5 5’-GATATCGCCTTGCCTCTGCAC-3´y VSP INV 3 5´-

GCGGCCGCATGTTTGGCAGTT-3´ se diseñaron utilizando el Software OLIGO 4; 

adicionando las secuencias de las enzimas de restricción Eco R5 y Not-1 en el primer 5´y 

3´respectivamente con la finalidad de ligar la secuencia con el vector. La reacción de 

amplificación del inserto por PCR, la ligación, caracterización y secuenciación se realizaron 

siguiendo la metodología utilizada para obtener la construcción VSP9B10A.pAC (Cabrera-

Licona 2010). 

Todas las clonas se mantuvieron en tubos tipo Falcon® cónicos de 15 ml con medio 

modificado de Keister TYI-S-33 (Keister, 1983) adicionado con caseína y complementado 

con suero bovino HyClone al 10% y una solución al 1% de antibiótico/antimicótico 100x 

(HyClone) e incubados a 37ºC. Los trofozoítos transfectados se mantuvieron bajo selección 

con dihidrocloruro de puromicina (Sigma) en distintas concentraciones para los trofozoítos 

con el vector vacío y aquellos que expresan establemente a la proteína VSP9B10A. La 

concentración utilizada fue de 20 µg/ml mientras para aquellos con dos vectores la 

concentración fue de 40 µg/ml. La expresión de la proteína VSP910A en la población de los 

trofozoítos transfectados se determinó periódicamente mediante inmunofluorescencias 

indirectas y Western-blot con los anticuerpos anti-FLAG® M2 (Sigma) que reconoce a la 

proteína VSP9B10A recombinante (VSP9B10A r) y los anticuerpos monoclonal VSP9B10A 
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(Lujan et al., 1995) y policlonal VSP9B10A (Cabrera-Licona, 2010). Los cultivos se 

renovaron cada tercer día despegando los trofozoítos adheridos a las paredes de los tubos por 

enfriamiento; 10 minutos en hielo. Alícuotas de 1 ml se transfirieron a tubos nuevos con 

medio complementado. Las clonas obtenidas durante este trabajo se crio-preservaron 

utilizando DMSO al 20% en N2 líquido. 

Cultivo de las líneas celulares IEC6, MDCK y Caco-2/TC7 

Las líneas celulares IEC-6 (ATCC CRL1592) MDCK (ATCC-CCL34) y la línea Caco-2 

clona TC7 (Chantret et al., 1994) se mantuvieron en cajas para cultivo celular de 25 cm2 

(Sigma) con medio mínimo esencial DMEM (Dulbecco´s modified Eagle Medium) 

(GibcoBRL) suplementado con suero fetal bovino (HyClone) al 10 %,  una mezcla de 

antibióticos/antimicóticos 100x (HyClone) al 1 %, Glutamina al 0.1 % e incubadas a 37 °C y 

5 % CO2. El medio se reemplazó cada tercer día. Los cultivos confluentes se tripsinizaron 

(Sigma Trypsin 1:250 from porcine pancreas) por 5 minutos y una alícuota de 100 µl se 

transfirió a cajas nuevas con medio fresco para renovar los cultivos. 

Ensayos de interacción 

Se sembraron en placas de 24 pozos (Corning®) en cuyo fondo se colocaron cubreobjetos 

estériles 24,000 células IEC6 o MDCK por pozo en fase exponencial de crecimiento y se 

incubaron por 48 hrs a 37ºC y 5% de CO2 en medio DMEM completo para obtener capas 

confluentes. En el caso de la línea celular Caco 2/TC7 las células se utilizaron 3 o 21 días post 

confluencia para realizar los ensayos de interacción (Ringqvist et al., 2011). 

En los ensayos de adhesión con monocapas de células IEC-6 estas se co-cultivaron con 2x106 

de trofozoítos WB y transfectados, resuspendidos en 500 µl de medio DMEM sin suero por 

pozo; los trofozoítos se lavaron previamente tres veces con el medio incompleto frío. La 

interacción se llevó a cabo por 2 horas a 37ºC y 5% de CO2 (McCabe et al., 1991). En el caso 

de las interacciones con monocapas MDCK y Caco 2/TC7 el inóculo de trofozoítos WB, 

pAC, VSP.pAC y VSP (INV).pAC utilizado fue de 5x106 y el tiempo de interacción de 18 y 

24 respectivamente (Humen et al., 2011). 

Una vez terminado el tiempo de incubación se recuperaron distintas muestras: los 

sobrenadantes de interacción de cada condición; los cuales se centrifugaron a 250g x 10 
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minutos para retirar los trofozoítos, después estos sobrenadantes se concentraron con 

centricones Millipore® con un poro de exclusión de 10 kDa. Las muestras se almacenaron en 

alícuotas a -70ºC para posteriormente analizar el perfil proteico en estas. Los trofozoítos 

recuperados se fijaron con paraformaldehído al 4 % para emplearlos en ensayos de 

inmunofluorescencias o se almacenaron a -70°C para obtener RNA. 

Las monocapas de células epiteliales se lavaron tres veces con PBS estéril y I) se fijarón con 

PFA al 4% para observar los cambios en la integridad de la monocapa o, II) para llevar acabo 

inmunofluorescencias o III) se adicionó RIPA buffer al 1% (Tris-HCl 50 mM (pH 7.5), 0.5% 

(v/v) Desoxicolato de Sodio,100 mM NaCl, 5 mM MgCl, 1 mM EDTA,0.5% Nonidet P-40, 

20 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1X Complete Miniprotease inhibitor tablet [Roche]) para 

obtener proteínas totales que se almacenaron a -70°C para ensayos de Western-blot; IV) se 

adicionó TRIzol® (Invitogen) y se almaceno el lisado a -70°C para obtener posteriormente el 

RNA de estas monocapas. 

Determinación de la actividad proteolítica en sobrenadantes de interacción por 

zimogramas 

Se analizaron las proteasas excretadas durante la interacción parásito-enterocito a través de 

SDS-PAGE en condiciones nativas no reductoras en geles al 12% de poliacrilamida co-

polimerizados con gelatina al 0.2% (Sigma). Se utilizaron 30 µl de cada sobrenadante 

concentrado: célula epitelial sin trofozoítos, células incubadas con trofozoítos   WB, pAC, 

VSP.pAC o VSP (INV). pAC. A la par se realizó un gel SDS-PAGE sin gelatina para 

determinar el patrón proteico y asegurar la misma concentración de proteínas en cada 

condición.  

Los geles se corrieron a 100 V por 2 hrs. Después estos se incubaron en una solución de 

Tritón X-100 al 2.5%(v/v) en agua por una hora y al término del tiempo de incubación se 

lavaron tres veces con agua bidestilada. Para desarrollar la actividad proteolítica los geles se 

incubaron en buffer de acetatos pH 5.5 con DTT 1 x 10-3M por 16 hrs a 37 ºC en agitación 

constante, se enjuagaron tres veces con agua bidestilada para retirar el buffer de activación y 

se tiñeron con azul de Coomassie por 2 horas a 37ºC con agitación constante. Se lavaron con 

agua destilada para retirar el exceso de colorante y se incubaron con, una solución de ácido 

acético/metanol al 10%(v/v) hasta observar las bandas de actividad manifestadas como 

bandas blancas en un fondo azul (Lockwood et al., 1987). Las imágenes de los geles se 
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obtuvieron con el foto-documentador UVP High Performance Ultraviolet Transilluminator y 

el software Launch DocItLS. 

Identificación de la proteína VSP9B10A en sobrenadantes de interacción por Western-

blot y espectrometría de masas 

Los sobrenadantes de interacción obtenidos de cada condición se analizaron en geles de 

poliacrilamida SDS-PAGE al 12 % en condiciones reductoras y desnaturalizantes (β-

mercaptoetanol y 5 minutos a 90 °C). Las proteínas se separaron a 100 V por dos horas y se 

transfirieron a membranas de PVDF por 1:30 minutos a 300 mAp en frio. Las membranas se 

bloquearon con leche descremada al 5 % durante 1 hr a temperatura ambiente y agitación 

constante. Posteriormente se realizaron tres lavados con TBS-Tween al 0.01% y se procedió a 

incubar las membranas con una dilución 1:500 del anticuerpo Mc o Pol anti-VSP9B10A en 

leche al 5 % toda la noche a 4 °C en agitación constante. Una vez terminada la incubación el 

exceso de anticuerpo se retiró con cinco lavados de 10 minutos con TBS-T. En estos ensayos 

se utilizó una dilución de 1:20,000 del anticuerpo secundario anti-ratón acoplado a HRP 

(Pierce® Antibody Mouse IgG (H-L) Horsedish Peroxidase) para incubar las membranas por 

1 hr a temperatura ambiente en agitación constante. Posteriormente se realizaron cinco 

lavados con TBS-T previos a revelar las membranas con el sistema Western Lightning®Plus 

ECL (PerkinElmer Inc). Las placas obtenidas se foto-documentaron con el equipo (UVP High 

Performance Ultraviolet Transilluminator) y el software Launch DocItLS. 

Para comprobar la identidad de la proteína VSP9B10A se recortó una banda de actividad 

proteolítica de aproximadamente 75 kDa observada en los zimogramas y se envió para un 

análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF en la unidad correspondiente del 

Biomedical Center (BMC) de la Universidad de Uppsala Suecia. Los resultados se analizaron 

utilizando el software MASCOT. 

Análisis de la expresión de la proteína VS9B10A durante la interacción por qRT-PCR e 

inmunofluorescencia indirecta 

Los trofozoítos obtenidos antes y después de la interacción con células epiteliales y que se 

fijaron con PFA al 4 % se bloquearon con una solución de BSA al 1 % en PBS por una hora a 

37°C; se lavaron tres veces con 50 µl de PBS estéril antes de ser incubados con una dilución 

1:500 del anticuerpo monoclonal anti-VSP9B10 en BSA al 1 % por una hora a 37 °C en 

agitación. Al término de este proceso, los trofozoítos se lavaron tres veces con PBS y se 
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incubaron con el anticuerpo secundario anti IgG de ratón acoplado a FITC (Anti-Mouse IgG 

whole molecule (Sigma) por 45 minutos a 37°C en agitación constante. Las pastillas se 

lavaron tres veces con PBS y se procedió a montar las preparaciones en portaobjetos con 

ProLong®Gold con DAPI (Life technologies). Las preparaciones se observaron con el 

microscopio óptico con sistema de epifluorescencia Axioskop40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8) 

y con el microscopio confocal Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). Como control se 

incluyó en los ensayos de inmunofluorescencia trofozoítos que no se incubarón con el 

anticuerpo primario para descartar el fondo de isotipo. 

El RNA total de trofozoítos tomados antes y después de la interacción se obtuvo siguiendo el 

protocolo de TRIzol® (Life Technologies). El RNA se cuantificó y su integridad se observó en 

geles de agarosa al 1.2%. Las muestras de RNA se trataron con DNasaI Amplification Grade 

(Life Technologies) por 30 minutos a 37 °C. Con un 1 µg de RNA libre de DNA se procedió a 

realizar la síntesis de cDNA utilizando los oligonucleótidos oligo(dT) y el Kit SuperScript II 

RNase H- Transcriptasa reversa (Invitrogen). En estos ensayos se emplearon 250 ng de cDNA 

para el ensayo de qRT-PCR llevado a cabo con el Kit S Maxima SYBR Green/Rox qPCR 

Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Al mix se añadieron 100 nM de los oligonucleótidos en 

cada reacción; los cuales se diseñaron en base a la secuencia del gen de la proteína 

VSP9B10A (Giardia DB número de acceso GL50803 101074) específicamente los 

nucleótidos que corresponden a la región N-terminal que va del residuo 210 al 280 la cual es 

característica de esta proteína, estos fueron asignados como VSP9B10A5´5´-

AAGGGTTCTTCGCGAAA-3´ y VSP9B10A3´ 5´-TCTTCAGGTACGGCTTGT-3´. Las 

reacciones se llevaron a cabo en el equipo 7500 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystem®). Los datos se analizaron mediante el método de CT comparativo ΔCt= (Ct gen-

Ct del gen basal) con el software del equipo normalizados contra los valores del gen 

ribosomal 28S (ORF 17,364) y la expresión de la proteína VSP9B10A en los trofozoítos WB 

sin interaccionar con las células epiteliales. 

Determinación de la permeabilidad de las monocapas durante los ensayos de interacción 

por transporte de Dextrán 

Las células Caco 2/ TC7 se sembraron en  placas de 24 pozos Corning ® HTS Transwell 

(Sigma-Aldrich), 8 días post-confluencia (Sambuy et al., 2005) se realizaron los ensayos de 

interacción infectando las monocapas con 5x106 trofozoítos de la cepa WB, VSP9B10A.pAC 
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y como controles trofozoítos transfectados con el gen de la proteasa Catepsina B-Like 14019 

y la Catepsina  B purificada. Al medio de interacción en el lado apical se adicionó Dextrán 

acoplado a Isocianato de Fluoresceína FD-4 con un peso molecular de entre 3 y 5 kDa 

(Sigma). La detección de fluorescencia en el compartimento basal se midió durante 2, 4, 6, 8 

y 24 hrs usando el lector de placas multi modal Infinite M200 (PRO TECAN). Las longitudes 

de onda de excitación y emisión fueron de 490 y 520 nm respectivamente. Los resultados se 

expresaron como el porcentaje del valor basal. El transporte acumulativo de FD-4 se calculó 

como (%del valor inicial) = (RFUexplX 100)/RFUcontrol (Carrasco-Pozo et al., 2013). Cada 

ensayo se realizó por triplicado y los datos se analizaron con la prueba estadística de ANOVA 

de dos colas (P< 0.05) con el software GraphPad Prism 7.0. 

Determinación del efecto de los trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre la polimerización de 

F-actina mediante inmunofluorescencia directa 

Las monocapas de células Caco-2 que se fijarón con paraformaldehído al 2 %, 

correspondiente a cada una de las condiciones de interacción con trofozoítos WB, 

VSP9B10A.pAC y VSP(INV).pAC se lavaron tres veces con PBS frío para retirar los 

trofozoítos adheridos, las células se permeabilizaron con NP-40 al 0.04 % en PBS por 15 

minutos en agitación. El detergente se retiró y los restos se eliminaron con tres lavados con 

PBS estéril. Enseguida se procedió a bloquear las células con BSA al 0.5 % por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Después de tres lavados con PBS las células se incubaron por 45 min a 

37°C con una dilución de 1/500 en BSA al 0.01 % de AlexaFluor®488 Faloidina (Life 

Technologies). El fluoróforo se retiró con 3 lavados con PBS y dos más con agua bidestilada 

estéril. Las preparaciones se montaron en cubreobjetos con ProLong®Gold con DAPI (Life 

technologies™). Estas se observarón en el microscopio óptico con sistema de 

epifluorescencia Axioskop 40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8) y en el microscopio confocal 

Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). Se documentaron 50 cortes ópticos horizontales de 

0.20 µm de espesor. Así mismo, se obtuvieron imágenes de cortes transversales en 3D. Como 

control de estos ensayos se utilizaron monocapas de células Caco-2/TC7 sin infectar. 

Para determinar si la polimerización de actina se ve afectada por la co-incubación con los 

trofozoítos se determinó la presencia o ausencia de G-actina mediante la tinción con 

AlexaFluor® 594 Desoxirribonucleasa 1(Life technologies ™). En estos ensayos se siguió el 

mismo procedimiento para la tinción con Faloidina, pero se adicionó un paso de incubación 
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con una solución de 0.3 µM de DNAsa 1 en BSA 1% /PBS por 15 minutos a temperatura 

ambiente y en agitación.  

Con la finalidad de determinar si la despolimerización de actina esta mediado por la vía de las 

GTPasas pequeñas Rho/Rac/CDC42 se llevaron a cabo ensayos empleando extractos de las 

proteínas totales de monocapas no infectadas e infectadas con las tres poblaciones de 

trofozoítos: WB, VSP.pAC y VSP(INV). pAC. Los extractos se obtuvieron utilizando el Kit 

de activación RhoA/Rac1/Cdc42 (CELL BIOLABS inc); la co-precipitación e identificación 

de las proteínas por Western-blot se realizó siguiendo el protocolo indicado por el KIT. 

Análisis del efecto de los trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre la localización de las 

proteínas de las uniones estrechas ZO-1, ocludina y claudina-1 por inmunofluorescencia 

directa y Western-blot 

Las monocapas de células Caco-2/TC7 que se fijaron con PFA al 2 % se lavaron tres veces 

con PBS para retirarlo y se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.5% en PBS por 3 minutos. 

Se retiró el detergente con tres lavados de PBS y las muestras se bloquearon con BSA 1% en 

PBS por una hora a temperatura ambiente en agitación constante. Enseguida se realizarón tres 

lavados con PBS antes de incubar las monocapas con diluciones de 1/500 en BSA al 1 % en 

PBS del anticuerpo de conejo policlonal anti ZO-1(Mid) (NOVEX Life technologies™), 

1/250 del anticuerpo de conejo policlonal anti ocludina (NOVEX Life technologies™) y 

1/100 del anticuerpo de conejo policlonal anti claudina-1 (NOVEX Life technologies), la 

incubación se realizó por una hora a 37°C en agitación constante. El exceso de anticuerpos se 

retiró lavando tres veces con PBS. El anticuerpo secundario anti conejo acoplado a FITC 

[(Anti Rabbit IgG (Whole molecule) FTC conjugate (Sigma)] se adicionó en una dilución de 

1/250 en 1 % BSA-PBS. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS y dos con agua 

antes de montar las preparaciones en portaobjetos con ProLong®Gold con DAPI (Life 

technologies™). Las muestras se observaron en el microscopio óptico con sistema de 

epifluorescencia Axioskop40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8) y posteriormente en el microscopio 

confocal Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). Se realizaron 50 cortes ópticos horizontales 

de 0.20 µm de espesor; también se obtuvieron imágenes de cortes transversales. 

Para determinar si existían cambios diferenciales en las monocapas de cada condición se 

obtuvieron extractos totales utilizando el buffer RIPA al 1% ((Tris-HCl 50mM (pH 7.5), 0.5% 

(v/v) Desoxicolato de Sodio,100 mM NaCl, 5 mM MgCl, 1 mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 
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20 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1X Complete Miniprotease inhibitor tablet [Roche]). El buffer 

de lisis del Kit RhoA/Cdc42 Acivation Assay (CELL BIOLABS, INC) también se utilizó 

debido a su composición distinta de detergentes, los cuales se encuentran en mayor cantidad 

que en el buffer RIPA. Los lisados se centrifugaron a 12,000g x 15 minutos en frío y el 

sobrenadante se recuperó y alicuotó. La concentración de proteínas se determinó utilizando el 

método del Pierce®BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) y se leyó la absorbancia a 

562 nm en un lector de placas. Posteriormente 20 µg de las muestras en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras se separaron por SDS-PAGE en geles al 8 y 15 % de 

acrilamida. Los geles se transfirieron a una membrana de PVDF por 1:30 min a 300 mAp en 

frío. Las membranas se bloquearon con leche al 5 % por una hora a temperatura ambiente en 

agitación constante y se llevaron a cabo tres lavados con PBS para después incubar las 

membranas con los anticuerpos Z0-1, ocludina (geles al 8%) y claudina-1 (geles al 15%) en 

BSA 1% en PBS. Como control de carga se utilizó el anticuerpo de conejo anti β-actina 

(Sigma) en una dilución de 1/100 en BSA. La incubación con estos anticuerpos se llevó a 

cabo toda la noche a 4°C. Para eliminar el exceso de anticuerpos las membranas se lavaron 

tres veces y posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario anti conejo acoplado a 

HRP (Pierce® Antibody Rabbit IgG (H+L) Horsedish Peroxidase Thermo Scientific)) en una 

dilución 1/20000 en PBS por una hora a temperatura ambiente y agitación constante. La 

reacción se reveló con el kit Western Lightning® Plus ECL (Perkin Elmer Inc.) y la 

documentación de las placas se realizó empleando el equipo UVP High Performance 

Ultraviolet Transilluminator y el software Launch DocItLS. 

Determinación del efecto de los trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre la activación de los 

receptores de proteasas PAR1 y 2 por RT-PCR, inmunofluorescencia indirecta y 

Western-blot 

El RNA de las monocapas de células Caco-2/TC7 incubadas o no con trofozoítos de las 

poblaciones mencionadas se obtuvieron mediante el método de TRIzol® (Invitrogen). El RNA 

obtenido se cuantificó y su calidad se analizó en geles de garosa al 1.2%. Estas muestras se 

trataron con DNasaI Amplification Grade (Life Technologies) por 30 minutos a 37 °C. Con 

un 1 µg de RNA libre de DNA se procedió a realizar la síntesis de cDNA utilizando los 

oligonucleótidos oligo (dT) y el Kit SuperScript II RNase H- Transcriptasa reversa 

(Invitrogen). En el ensayo de qRT-PCR se utilizaron 250 ng de cDNA empleando el Kit S 
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Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific). Para el ensayo se 

utilizaron 100 nM de los primers en cada reacción. Estos se diseñaron con base a la secuencia 

de los genes de los receptores PAR 1-4: PAR 1 NCBI Reference Sequence: NM_001992.3(5’) 

5’-AGGTGCTGAGTGTACAGA-3’, PAR 1(3’) 5’-TACATCACACTCTATGCA-3’; PAR 2 

GenBank: U34038.1(5’) 5’-TTCATTCCTGCCCTGAACATC-3’, PAR 2(3’) 5’-

TGAACATGTCTCCCACCAAGAG-3’; PAR 3 GenBank: AK312848.1(5’) 5’-

ATCATCTCAATGGGAACA-3’; PAR 3(3’) 5’-ACATGTTGCCATAGAAGA-3’ y PAR 4 

GenBank: AY431102.1(5’) 5’- TCCAAGGCCTCTGCGGAA-3’ PAR 4(3’) 5’-

TCCCCACTTTGTGTCACT-3’. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo 7500 Real-

Time PCR System (Applied Biosystem®). Los datos se analizaron mediante el método de CT 

comparativo ΔCt= (Ct gen-Ct del gen basal) con el software del equipo normalizados contra 

los valores del gen GAPDH y la expresión de los receptores en las monocapas de células 

Caco-2/TC7 sin trofozoítos. 

Para determinar si existen cambios en la expresión de proteínas o cambios en el receptor se 

obtuvieron proteínas totales de monocapas de células Caco2/TC7 sin infectar y monocapas 

incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC y los trofozoítos WB y VSP(INV). pAC como 

controles. Los extractos se obtuvieron incubando la monocapa por 15 minutos con RIPA 

buffer y centrifugando a 12,000xg por 15 minutos a 4°C. Se hicieron alícuotas de los 

sobrenadantes y la concentración de proteína en cada una de las muestras se determinó por el 

método Pierce®BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) utilizando el Kit Western 

Lightning®Plus ECL (PerkinElmer Inc). Posteriormente se separaron 20 microgramos de las 

muestras en geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones reductoras y desnaturalizantes a 

100 V por 2 horas. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF durante 1:30 horas a 300 

mAp. Las membranas se bloquearon con una solución de leche al 5 % en PBS por 1 hora a 

temperatura ambiente y agitación constante. En seguida se realizaron tres lavados de 10 

minutos con TBS-T y se procedió a incubar con una dilución 1:250 del anticuerpo PAR2 

(Santa Cruz Biotechnology) en leche al 5 % toda la noche a 4°C en agitación. Para retirar el 

exceso de anticuerpo se realizaron tres lavados con TBS-T y se procedió a incubar con el 

anticuerpo secundario anti conejo acoplado a HRP (Pierce® Antibody Rabbit IgG (H-L) 

Horsedish Peroxidase) por una hora a temperatura ambiente en una dilución 1:20000. La 

reacción se llevó a cabo con el Kit Western Lightning®Plus ECL (PerkinElmer Inc.) y la 
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documentación de las placas se realizó empleando el equipo UVP High Performance 

Ultraviolet Transilluminator y el software Launch DocItLS 

Por otra parte, se utilizaron monocapas fijadas con PFA al 2 % para realizar los ensayos de 

inmunofluorescencias con el anticuerpo anti PAR2 (H-99) (Santa Cruz Biotechnology). Las 

células se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.5% en PBS por tres minutos. El detergente 

se retiró con tres lavados de PBS estéril. El bloqueo de las monocapas se realizó con BSA al 1 

% en PBS por una hora a temperatura ambiente. En seguida se incubaron con una dilución 

1:100 del anticuerpo PAR-2 en BSA al 1 % toda la noche a 4°C en agitación. El exceso de 

anticuerpo se retiró con tres lavados de PBS. Las muestras se incubaron por una hora a 37°C 

en agitación con el anticuerpo secundario anti-Igs de conejo (Anti Rabbit IgG (Whole 

molecule) FTC conjúgate (Sigma). Al término de la incubación las monocapas se lavaron 3 

veces con PBS y dos veces más con agua. Las preparaciones se montaron en portaobjetos 

utilizando el ProLong®Gold con DAPI (Life technologies™) para marcar los núcleos y 

conservar la inmunofluorescencia. Las laminillas se observaron en el microscopio óptico con 

sistema de epifluorescencia Axioskop40 ZEISS (AxioVision Rel 4.8) y en el microscopio 

confocal Leica TCS SP8 (LAS AF Lite software). En estas muestras se realizaron 50 cortes 

ópticos horizontales de 20 µm, así como cortes en transversal. 
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RESULTADOS 

Expresión de la proteína VSP9B10A en poblaciones de trofozoítos transfectados con el 

plásmido VSP9B10A.PAC 

En este trabajo se propuso estudiar el efecto de poblaciones de trofozoítos que expresan o no a 

la proteína VSP9B10A en su superficie sobre monocapas de células del epitelio intestinal. 

Este análisis se realizó empleando distintas poblaciones de trofozoítos. La denominada 

VSP9B10A.pAC, que fue obtenida mediante la transfección de trofozoítos WB con el 

plásmido VSP9B10A.pAC. Este fue construido al ligar el gen vsp9b10 en el vector de 

expresión PAC, específico de Giardia. En este vector el gen se encuentra bajo la regulación 

del promotor constitutivo del gen de la ornitina carboamil transferasa (Figura 22) que permite 

la expresión constante del gen y no está sujeto al mecanismo de variación antigénica 

(Cabrera-Licona, 2010). También se utilizaron durante los ensayos poblaciones de trofozoítos 

transfectados con el vector vacío, como un control de transfección; esta se denominó PAC. 

Las poblaciones de trofozoítos WB, se utilizaron como control en los ensayos de interacción. 

En estos trofozoítos la expresión de la proteína VSP9B10A está bajo la regulación endógena y 

es aleatoria. Finalmente, se generó una población de trofozoítos donde la expresión de la 

proteína VSP9B10A se silenció por transfección. Esta se denominó VSP(INV).pAC ya que 

lleva la secuencia inversa complementaria del gen vsp9b10a en el vector PAC (Figura 22). 

Todas las poblaciones de trofozoítos transfectados, así como los trofozoítos WB sin 

transfectar se caracterizaron para determinar tanto la presencia o ausencia del transcrito 

vsp9b10a y la expresión de la proteína VSP9B10A. Los resultados de RT-PCR mostraron que 

solo la población transfectada con el vector VSP9B10A.pAC tiene un amplicon de 2200-pb, 

correspondiente al transcrito del gen vsp9b10a. Así mismo, la inmuno-detección realizada con 

el anticuerpo monoclonal α-Flag ®, que reconoce específicamente la bandera adicionada en el 

extremo C-terminal unida al tallo citoplasmático CRGKA de la VSP, mostró que solo en la 

población VSP9B10A.pAC hay reconocimiento de una banda de aproximadamente 83 kDa 

correspondiente al peso molecular de la proteína VSP9B10A recombinante (Figura 23).  
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Figura 22. Plásmidos construidos para expresar o silenciar a la proteína VSP9B10A en trofozoítos 

de Giardia duodenalis 

A) La secuencia del gen vsp9b10 se ligó en el vector PAC rio abajo de la secuencia del promotor de la 

ornitina-carbamoil tranferasa y rio arriba de la secuencia de UTR de α-1 Giardina y de la secuencia 

bandera 2XStrep II/1XFLAG. El gen de resistencia a puromicina permitió seleccionar a los trofozoítos 

que integraron el plásmido denominado VSP9B10A.pAC. B) La secuencia inversa complementaria del 

gen se ligó en el mismo vector y la construcción designada VSP (INV).pAC se usó para transfectar a 

trofozoítos previamente transfectadas con el vector VSP9B10A.pAC. C) Esquema que representa a la 

proteína VSP9B10A recombinante, en verde el extremo carboxilo terminal la secuencia bandera, unida al 

tallo citoplasmático CRGKA y en azul la región transmembranal. El peso teórico de la proteína 

recombinante completa se muestra en la línea inferior, así como el peso teórico de la fracción liberada 

mediante una señal de corte en el extremo N terminal. 
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En los ensayos de inmunofluorescencias realizados contra el extremo amino terminal de la 

proteína VSP9B10A que se expresa en la superficie del trofozoíto, se utilizaron el anticuerpo 

monoclonal 9B10 (Lujan et al., 1995; Nash et al., 2001) y el policlonal mono-específico 

VSP9B10A. Ambos anticuerpos reconocen a la proteína VSP9B10A reactiva y aunque 

mostraron que esta proteína se expresa en la membrana del trofozoíto en el patrón de 

distribución característico de las VSPs en la población VSP9B10A.pAC  también muestran 

células  reactivas en las otras poblaciones antes descritas pero en menor proporción (Figura 

24 ). Con base en estos resultados se estableció que las poblaciones a utilizar en los ensayos 

de interacción debían ser para la VSP9B10A.pAC: Flag (+) /9B10 (+); y para las poblaciones 

WB, PAC y VSP(INV).pAC: Flag (-)/9B10(-). 

 

 
 

Figura 23. Expresión de la proteína VSP9B10A en las poblaciones de trofozoítos transfectados 

A) La presencia del transcrito del gen vsp9b10a en las poblaciones de trofozoítos WB (línea 3), transfectados 

con el plásmido VSP9B10A.pAC (línea 4) y transfectados con el plásmido VSP(INV).pAC (línea 5) se 

determinó por RT-PCR, como control de PCR negativo se utilizó el vector pAC vacío purificado (línea 1) y 

como control positivo el plásmido VSP9B10A.pAC purificado (linea2). En el panel inferior se muestra la 

expresión del transcrito del gen de actina en cada población analizada. B) La presencia de la proteína 

VSP9B10A recombinante en los extractos totales de cada población se determinó por Western-blot con el 

anticuerpo Mc α-FLAG. Control negativo (línea 1), control positivo (línea 2), extractos de trofozoítos WB 

(línea 3), trofozoítos con el plásmido VSP9B10A.pAC (línea 4) y los trofozoítos VSP(INV).pAC (linea5). Una 

banda mayor a 75 kDa se observa solo en los extractos transfectados con el vector VSP9B10A.pAC.  
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Establecimiento del efecto de las poblaciones de trofozoítos que expresan 

constitutivamente a la proteína VSP9B10A en monocapas de células IEC-6 

Una vez caracterizadas las poblaciones se procedió a establecer el efecto de éstas sobre 

monocapas de células de intestino de rata IEC-6 un modelo ya validado en el estudio del 

efecto de Giardia sobre células epiteliales in vitro, con el objetivo de establecer si la proteína 

VSP9B10A puede estar actuando como un factor de patogenicidad de este parásito. 

Después de dos horas de interacción, en condiciones que no afectan la viabilidad de los 

trofozoítos y permiten la adhesión del parásito, así como la actividad de las proteasas; se 

 
 

Figura 24. Detección de la expresión de la proteína VSP9B10A por inmunofluorescencia indirecta. 

La mayor parte de la población transfectada con el plásmido VSP9B10A.pAC expresa a la proteína 

VSP9B10A en su superficie en comparación con una población de trofozoítos WB sin transfectar como se 

muestra en el panel inferior. Las inmunofluorescencias se realizaron utilizando el anticuerpo monoclonal 

anti-9B10.  



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

86 
 

recuperaron los sobrenadantes de interacción. Mientras las monocapas fijadas se analizaron 

por microscopía óptica de campo claro.  

Los resultados mostraron que en aquellas monocapas infectadas con la población de 

trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A se presenta daño, 

evidenciado por la pérdida de la continuidad de la monocapa. En éstas, las células IEC6 se 

separan y pierden su morfología normal tipo romboide y se redondean. Estos efectos no se 

observaron en aquellas monocapas que fueron co-incubadas con las poblaciones que expresan 

en menor cantidad a la proteína VSP9B10A, los trofozoítos WB y los trofozoítos PAC 

(Figura 25). 

 

 

 
 

Figura 25. Efecto de la población de trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre las monocapas de células 

IEC6 

A) Monocapas de células IEC-6 después de dos horas de incubación en ausencia de trofozoítos de 

Giardia, la morfología normal de células hexagonales y la continuidad de la monocapa se aprecian en la 

microfotografía. B) Monocapas incubadas con trofozoítos WB; C) Monocapas incubadas con trofozoítos 

transfectados con el vector PAC vacío, D) Monocapas incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC, las 

puntas de flechas muestran las regiones vacías entre las células, la perdida de la continuidad de la 

monocapa y el cambio de morfología de las células. 
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Es importante señalar que en estos ensayos la incubación se llevó a cabo utilizando un inóculo 

de 1 millón de trofozoítos VSP9B10A.pAC (ver materiales y métodos) mientras que, en los 

ensayos previos a este trabajo, donde la proteína VSP9B10A fue identificada por primera vez 

como una proteasa, se utilizaron 2 millones de trofozoítos. Así mismo, cuando en los ensayos 

de interacción se emplearon poblaciones de trofozoítos WB que expresaban mayoritariamente 

a la proteína VSP9B10A se observaron los mismos efectos sobre las monocapas 

 

Determinación de la presencia de la proteína VSP9B10A en los sobrenadantes de 

interacción y en zimogramas del interactoma 

Con la finalidad de determinar si la proteína VSP9B10A se libera al medio durante la 

interacción y si su la actividad de cisteín proteasa-like pudiera ser la que ocasiona los daños 

observados en la monocapa se realizaron zimogramas y ensayos de inmuno-detección por 

Western-blot de los sobrenadantes provenientes de cada interacción. En los sobrenadantes se 

detectó una banda de proteólisis de aproximadamente 75 kDa en los sobrenadantes 

provenientes de la interacción con la población de trofozoítos que expresan constitutivamente 

a la proteína VSP9B10A; dicha banda fue reactiva al anticuerpo policlonal mono especifico 

anti VSP9B10A que reconoce su extremo N-terminal (Figura 26). Cuando las monocapas 

IEC-6 se trataron con este sobrenadante, en ausencia de trofozoítos, se observó el mismo daño 

que el generado por los trofozoítos (Figura 27C). En cambio, cuando se incubaron los 

trofozoítos que constitutivamente expresan a la proteína VSP9B10A con el anticuerpo 

policlonal mono específico previo a los ensayos de interacción, no se detectó daño a la 

monocapa (Figura 27 A y 27B). Este último resultado sugiere que el anticuerpo puede o 

inhibir la liberación de la proteína o su actividad putativa de proteasas, aunque otros ensayos 

son necesarios para establecer que ocurre cuando estos trofozoítos son incubados con el 

anticuerpo anti VSP9B10A.  Así mismo la presencia de la forma libre de la proteína 

VSP9B10A en los sobrenadantes de los co-cultivos en función del tiempo se evaluó por 

inmuno-detección a tiempos más cortos: 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. En estos ensayos se 

observó que esta proteína está presente en todos los tiempos que se analizaron mientras que 

en los sobrenadantes provenientes de la interacción con trofozoítos WB su detección solo 

ocurre a tiempos largos mayores a 90 minutos (Figura 28). 
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Lo anterior sugiere que el daño generado a la monocapas se relaciona, en parte, con la 

expresión, presencia y liberación de la proteína VSP9B10A durante la interacción y que es su 

presencia desde el inicio de la co-incubación es clave para la producción del efecto. 

 

 

 

 
 

Figura 26. Inmuno-detección de la proteína VSP9B10A en sobrenadantes de interacción y detección 

actividad proteolítica 

A) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de interacción provenientes de monocapas no infectadas 

(línea 1), co-incubadas con trofozoítos WB (línea 2), con trofozoítos transfectados con el vector pAC 

vacío (línea 3), y con trofozoítos VSP9B10A.pAC (línea 4) se aprecia una banda de aproximadamente 75 

solo en este último sobrenadante. B) En Western-blots con el anticuerpo policlonal α-VSP9B10A se 

detecta una banda solo en los sobrenadantes provenientes de la interacción IEC-6/VSP9B10A.pAC 

trofozoítos (línea 4). 

VSP9B10A 
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Figura 27. Efecto de la incubación de trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína 

VSP9B10A con el anticuerpo anti VSP9B10A en co-cultivos con monocapas de células IEC-6.  

En el panel A) se observa el efecto de la población de trofozoítos VSP9B10A.pAC en la integridad de la 

monocapa de células IEC-6. En el panel B) se observa que no hay daño en la monocapa cuando los 

trofozoítos VSP9B10A.pAC son incubados con el anticuerpo policlonal α-VSP9B10A previo a la 

incubación con las células epiteliales. En el panel C) se observa el daño a la monocapa cuando esta se 

incubo con el sobrenadante proveniente de la interacción IEC-6/VSP9B10A.pAC. 

 
 

Figura 28. Cinética de la liberación de la proteína VSP9B10A durante la interacción con 

monocapas de células IEC-6 

La presencia de la proteína VSP9B10A en los sobrenadantes de interacción se analizó por Western-blot a 

distintos intervalos de tiempo, durante las dos horas de interacción. En el panel superior se observa que 

ésta solo se encuentra 75 minutos después del inicio de la interacción entre IEC-6-WB trofozoítos; 

mientras que en los sobrenadantes provenientes de la co-incubación de células IEC.6 con los trofozoítos 

que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A la banda está presente en todos los tiempos 

analizados y se observó un incremento de esta en función del tiempo.  
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Establecimiento del efecto de la población de trofozoítos que expresan constitutivamente 

a la proteína VSP9B10A en monocapas de células MDCK y proteínas de las uniones 

estrechas 

Los resultados obtenidos en los experimentos con el modelo de las células epiteliales IEC-6 

sugirieron que la proteína VSP9B10A puede estar, en parte, actuando directa o indirectamente 

sobre los contactos célula-célula que mantienen las uniones entre ellas. Para estudiar el efecto 

sobre estos complejos celulares en esta fase experimental se empleó como modelo la línea 

epitelial MDCK debido a que éstas poseen, por su origen, uniones más densas y estables que 

las células IEC-6. En los ensayos de interacción con las células MDCK se observó que los 

daños a la monocapa son similares a los generados en las monocapas de IEC-6 durante la 

incubación con los trofozoítos VSP9B10A.pAC; caracterizado por la separación de las células 

(Figura 29). Lo anterior nos permite sugerir que el efecto de los trofozoítos que establemente 

expresan a la proteína VSP9B10A no es dependiente de la fuerza de las uniones celulares ni 

del modelo celular usado por lo que es posible que actúe a través de un mecanismo general.  

Con base en estas consideraciones se procedió a evaluar el estado de las proteínas que 

mantienen las uniones inter celulares y que son relevantes en conservar la integridad de la 

barrera epitelial. Específicamente se evaluaron las proteínas de las uniones estrechas, ocludina 

y claudina-1; y el estado de la proteína E-cadherina de las uniones adherentes por inmuno-

detección. En estos ensayos se observó una disminución en ocludina y E-cadherina con 

respecto al control de actina en las monocapas incubadas con los trofozoítos que expresan 

constitutivamente a la proteína VSP9B10A. (Figura 30). Estos ensayos deben llevarse a cabo 

nuevamente con la finalidad de determinar la reproducibilidad de los mismos.  

En este mismo modelo celular se cuantificó el daño a la monocapa mediante ensayos de 

viabilidad con el método de MTT. Los resultados obtenidos mostraron que las monocapas 

incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC son menos viables que las incubadas con las 

poblaciones de trofozoítos que no expresan esta proteína (Figura 31). Todos los resultados 

previamente descritos sugieren que los trofozoítos que constitutivamente expresan a la 

proteína VSP9B10A alteran, en parte, el estado de las proteínas que forman las uniones 

intercelulares generando la perdida de la continuidad de las monocapas.  
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Figura 29. Efecto de los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VS9P9B10A sobre 

monocapas de células MDCK 

En A) se muestra la monocapa de células MDCK sin incubar con trofozoítos. En B) las monocapas co-

incubadas con trofozoítos WB y en C) con trofozoítos transfectados con el vector vacío. En estas 

monocapas no se observaron daños o cambios en la morfología celular. En las monocapas incubadas con 

los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A se observaron daños a la 

integridad de la monocapa y la separación de las células.  
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Figura 30. Efecto de los trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre las proteínas de las uniones estrechas y 

adherentes en monocapas de células MDCK 

Las proteínas de las uniones estrechas Claudina 1 y Ocludina se evaluaron en monocapas MDCK cuando 

se incubaron con trofozoítos control o transfectados con el vector VSP9B10APAC. En el panel A se 

muestran los resultados de la inmuno-detección. En estos se observó la disminución de la proteína 

Ocludina de las uniones estrechas y de E-cadherina de las uniones adherentes, solo en los extractos de las 

monocapas incubadas con los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A. La 

proteína actina se empleó como control de carga. En el panel B se muestran las proteínas totales de los 

extractos de las monocapas visualizadas por tinción de azul de Coomassie.  

 
 

Figura 31. Evaluación de la viabilidad celular en monocapas de células MDCK incubadas con los 

trofozoítos VSP9B10A.pAC 

Se realizaron ensayos de MTT para determinar la viabilidad de las células MDCK incubadas con las 

diferentes poblaciones de trofozoítos que expresan o no la proteína VSP9B10A después de 18 horas de 

co-incubación. La gráfica muestra que en la población que expresa la proteína VSP9B10A disminuye la 

viabilidad celular en mayor proporción que las poblaciones que no la expresan (n=9, P< 0.05). 



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

93 
 

Establecimiento del efecto de la población de trofozoítos que expresan constitutivamente 

a la proteína VSP9B10A en monocapas de células Caco-2/TC7 

Debido a que la integridad de la barrera epitelial en el intestino es primordial para evitar la 

entrada de patógenos intestinales y a que la célula blanco de Giardia es el enterocito se 

procedió a evaluar el efecto de estos trofozoítos sobre monocapas de células Caco-2/TC7 de 

intestino humano. Esta línea celular corresponde fenotípicamente al intestino delgado humano 

y puede diferenciarse de un fenotipo proliferativo representativo de las células de la cripta del 

intestino a células no proliferativas correspondientes a las células de las vellosidades 

intestinales (Maia-Brigagao et al., 2012; Sambuy et al., 2005). En estos ensayos se observó 

que los daños más evidentes se presentan en las monocapas no diferenciadas, en las cuales se 

presenta el redondeamiento de las células y la pérdida de la continuidad de la monocapa 

(Figura 32 y 39). Estos daños solo se encontraron en aquellas monocapas incubadas con los 

trofozoítos VSP9B10A.pAC y no en las incubadas con los trofozoítos WB o con la población 

de trofozoítos donde la expresión de la proteína VSP9B10A se silenció (VSP9B10A-

INV.pAC).  

El daño generado en estas monocapas por la población de trofozoítos VSP9B10A.pAC se 

cuantificó de manera indirecta por el incremento del flujo paracelular a través de la 

evaluación de la presencia de una molécula marcada con un fluoróforo (DEXTRAN-FITC), 

en la zona basal de las monocapas en función del tiempo 2, 4, 6, 8 y 24 horas. En este ensayo 

se incluyó a poblaciones de trofozoítos transfectados que expresan constitutivamente a las 

proteasas Catepsina B-like y la 14019 de Giardia; así como a la proteína Catepsina B like 

purificada, la cual previamente se estableció que altera la TEER de monocapas de células 

MDCK (Gomez-Mondragon, 2011).  

Los resultados mostraron que la mayor cantidad de dextrán se encuentra en la parte basal de 

aquellas monocapas incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC a solo dos horas de 

interacción (Figura 33) y que este efecto es similar al inducido por la proteasa Catepsina B-

Like purificada mientras que con las otras poblaciones de trofozoítos no se observa un 

incremento en la presencia de esta molécula incluso al final del experimento; estableciendo de 

esta manera una relación directa entre los daños observados a nivel microscopia y la pérdida 

de la integridad de la barrera epitelial. 
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Figura 32. Efectos de los trofozoítos VSP9B10A.pAC y ΔVSP9B10A.pAC en monocapas de células 

Caco-2/TC7 

Micrografías de microscopia confocal que muestran en A) la morfología normal de una monocapa de 

células epiteliales Caco2/TC7. En B) Monocapas incubadas por 24 horas con trofozoítos WB, no se 

observan cambios entre las dos monocapas. En C) se observa la perdida de la integridad de la monocapa y 

de las uniones célula -célula en aquellas monocapas incubadas con trofozoítos VSP9B10A.pAC. El efecto 

no se observa cuando la monocapa es incubada con trofozoítos donde la expresión de la proteína 

VSP9B10A se silenció D). 
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Determinación de cambios en la expresión del transcrito y la proteína VSP9B10A 

durante la co-incubación con monocapas de células Caco-2/TC7 

De manera complementaria se analizó el comportamiento del transcrito y la proteína 

VSP9B10A antes y después de la interacción con las monocapas de células Caco-2/TC7. La 

cuantificación del transcrito por la técnica de PCR en tiempo real mostró que este se 

incrementa 3x106 veces en los trofozoítos WB dos horas después de la interacción en 

comparación con los trofozoítos que no fueron incubados con células epiteliales y disminuye 

24 horas después. En la población de trofozoítos VSP910A.pAC, la presencia del transcrito es 

alta en los trofozoítos que no fueron incubados con células epiteliales, 1x106 veces, y se 

mantiene en el mismo nivel de expresión durante las 2 y 24 horas de co-incubación con estas 

(Figura 34). 

 

 
 

Figura 33. Cambios en la permeabilidad celular inducidos por los trofozoítos VSP9B10A.pAC 

El transporte de FD-4 en monocapas incubadas con diferentes poblaciones que expresan o no la proteína 

VSP910A se determinó en función del tiempo y comparado con el flujo en monocapas incubadas con 

trofozoítos que expresan proteasas. Como control de daño a la barrera epitelial se utilizó la proteína 

Catepsina B-like purificada. Después de dos horas de incubación el mayor flujo de FD-4 se detectó en las 

monocapas incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC. La salida de FD-4 también se detectó en 

aquellas monocapas incubadas con la proteasa Catepsina B purificada, pero en menor cantidad. Las otras 

poblaciones de trofozoítos analizadas no indujeron la salida de FD-4 durante el tiempo de incubación 

(n=6, P< 0.05). 
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En cuanto a la expresión de la proteína VSP9B10A ésta se analizó por inmunofluorescencia 

en trofozoítos antes y después de la interacción y en presencia y ausencia de monocapas 

utilizando el anticuerpo monoclonal anti-9B10 (Lujan et al., 1995; Nash et al., 2001) se 

observó que la proteína VSP9B10A no se expresa en trofozoítos WB en ausencia de 

monocapas de células Caco-2/TC7. 

 

 

 

Sin embargo, después de dos horas en contacto con las células epiteliales el número de 

trofozoítos reactivos al anticuerpo se incrementó (Figura 35), coincidiendo con el incremento 

del transcrito. En contraparte en los trofozoítos VSP9B10A.pAC la expresión de la proteína 

es constante en ausencia y presencia de células epiteliales (Figura 36) de igual manera que el 

transcrito. Los ensayos de inmunofluorescencias también permitieron observar que en los 

trofozoítos recuperados después de 24 horas de interacción el patrón de distribución de la 

proteína VSP cambió a puntos discontinuos en la superficie del trofozoíto (Figura 37). 

Durante estos ensayos de interacción también se analizó el perfil de las proteasas presentes en 

cada sobrenadante proveniente de las distintas co-incubaciones.  

 
 

Figura 34. Curso temporal del transcrito de la proteína VSP9B10A durante la interacción de 

trofozoítos con monocapas de células Caco2/TC7 

La producción del transcrito de la proteína VSP9B10A en trofozoítos WB y transfectados con el plásmido 

VSP9B10A.pAC en distintas condiciones de incubación se determinó por qRT-PCR. La gráfica muestra 

que el transcrito de esta proteína se encuentra aumentado cerca de 1x106 veces en los trofozoítos 

VSP9B10A.pAC que son incubados en medio DMEM por dos horas, en ausencia de células epiteliales, 

en comparación con los trofozoítos WB; y que esta expresión se mantiene en los mismos niveles cuando 

los trofozoítos se incuban con células Caco-2/TC7; mientras que en los trofozoítos WB la co-incubación 

con estas células induce la producción del transcrito cerca de 3x106 veces (P< 0.05). 
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Figura 35. Expresión de la proteína VSP9B10A en trofozoítos WB incubados con monocapas de 

células Caco2/TC7. 

Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo Mc anti 9B10 se determinó la 

expresión de la proteína VSP9B10A en trofozoítos WB a 2 y 24 horas de incubación en presencia y 

ausencia de células epiteliales. En A) se muestra a la población de trofozoítos al inicio del ensayo en la 

cual se encontraron pocas células reactivas. Dos horas después en medio específico para Giardia algunas 

células son reactivas B), Cuando los trofozoítos se incuban en medio DMEM durante 2 y 24 horas en 

ausencia de células epiteliales no hay reactividad al anticuerpo C) y D). El número de células reactivas se 

incrementa cuando los trofozoítos se incuban en presencia de la monocapa de células Caco-2 /TC7 por 2 

horas E), después de 24 horas de interacción pocas células son reactivas F). 
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Figura 36. Expresión de la proteína VSP9B10A en trofozoítos VSP9B10A.pAC incubados con 

monocapas de células Caco-2/TC7. 

La expresión de la proteína VSP9B10A en trofozoítos VSP9B10A.pAC se determinó a 2 y 24 horas de 

incubación en presencia o ausencia de células epiteliales. Al inicio del experimento la población expresó 

a la proteína A). Dos horas después de la incubación en medio especifico de Giardia la población sigue 

siendo reactiva B) Cuando los trofozoítos se incuban en medio DMEM en ausencia de células epiteliales 

por 2 horas éstas siguen siendo reactivas C); 24 horas después no se detectan trofozoítos positivos D). En 

presencia de las monocapas de células Caco-2/TC7 se observaron más células reactivas E) y 24 horas 

después de la co-incubación se detectaron pocas células positivas F). 
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En estos se observó una banda de actividad proteolítica de aproximadamente 75 kDa solo en 

aquellos provenientes de la interacción de la monocapa con trofozoítos VSP9B10A.pAC 

(Figura 38) similar a los resultados obtenidos cuando los trofozoítos que expresan 

constitutivamente a la proteína VSP9B10A se incubaron con monocapas de células IEC-6. 

Esta banda se analizó por espectrometría de masas y se identificó como la proteína 

VSP9B10A junto con otras proteasas como alanil dipeptidil peptidasa y Xaa_Pro dipeptidasa, 

además de proteínas no proteolíticas como Hsp70 y 90, peroxirredoxina, ADI, OCT y glucosa 

-6 fosfato isomerasa. Los resultados obtenidos en su conjunto sugieren que al entrar en 

contacto los trofozoítos con las células epiteliales la proteína VSP9B10A se libera, cambiando 

su distribución en los trofozoítos, y que es esta forma libre de la proteína la que en parte 

ocasiona la pérdida de la integridad de la monocapa probablemente debido a su actividad 

proteolítica, como se observó en zimogramas.  

 

 
 

Figura 37. Cambios en el patrón de localización de la proteína VSP9B10A después de la interacción 

con células Caco2/TC7 

El patrón normal de localización de la proteína VSP9B10A en los trofozoítos VSP9B10A.pAC se muestra 

en la microfotografía a) en trofozoítos antes de ser co-incubados con monocapas Caco-2/TC7. La 

localización de esta proteína cambia después de 24 horas de co-incubación y el patrón se observa como 

puntos dispersos en la superficie del trofozoíto b). 
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Determinación del efecto de la población de trofozoítos que expresan constitutivamente 

a la proteína VSP9B10A en las proteínas de las uniones estrechas de monocapas de 

células Caco-2/TC7 

Se determinó el estado de las proteínas de las uniones célula-célula durante la co-incubación 

de las células Caco-2/TC7con los trofozoítos que expresa constitutivamente a la proteína 

VSP9B10A. La localización de las proteínas del complejo de unión apical F-actina, ZO-1, 

Ocludina y Claudina se analizaron mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta y por 

inmuno-detección empleando ensayos de Western-blot. En el caso de la proteína F-actina, 

ésta forma el cinturón que mantiene los contactos célula-célula en el complejo de unión 

apical, los contactos focales que permiten la unión a la matriz celular y las microvellosidades 

en la parte apical de los enterocitos. En las monocapas incubadas con las diferentes 

 
 

Figura 38. Comparación del perfil proteolítico en los sobrenadantes de interacción con células 

Caco2/TC7 

La actividad proteolítica en los sobrenadantes de interacción provenientes de monocapas no infectadas 

(línea 1), co-incubadas con trofozoítos WB (línea 2), con trofozoítos VSP9B10A(INV).pAC (línea 3), y 

con trofozoítos VSP9B10A.pAC (línea 4) se determinó mediante Zimogramas. Una banda intensa de 

proteólisis de aproximadamente 75 kDa se aprecia solo en este último sobrenadante y se identificó por 

espectrometría de masas como la proteína VSP9B10A. 

VSP9B10A 
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poblaciones de trofozoítos que expresan o no a la proteína VSP9B10A se evaluó la 

localización de F-actina a través de inmunofluorescencia directa con Faloidina y microscopia 

de epifluorescencia.  En estos ensayos se observó que después de 2 horas de co-incubación 

con los trofozoítos que constitutivamente expresan a la proteína VSP9B10A se generaron 

cambios en la distribución de F-actina y daños a la monocapa de células Caco-2 TC7 

proliferativas (Figura 39). Específicamente se observó se pierde el patrón de localización 

característico en forma de “panal de abeja” de esta proteína y su distribución en las 

microvellosidades del enterocito. Después de 24 horas los daños en la integridad de la 

monocapa y la pérdida completa de la localización de actina en las uniones estrechas, que da 

paso a la aparición de estructuras redondeadas, es aún más evidente en las monocapas 

incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC. Los cortes horizontales obtenidos por 

microscopía confocal permitieron un estudio más detallado de los efectos de los trofozoítos 

que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A sobre las estructuras formadas por 

F-actina. En estos se observó que después de 24 horas de incubación el acortamiento de las 

microvellosidades es inducida por las tres poblaciones de trofozoítos utilizadas: los WB, los 

que expresan establemente la proteína VSP9B10A y la población de trofozoítos donde la 

expresión de esta proteína se silenció; mientras que en la monocapa sin infectar las 

microvellosidades se encuentran intactas. (Figura 40). En contraste, en los cortes 

correspondientes a la ubicación de las uniones estrechas, el patrón de “panal de abeja” se 

mantiene en las monocapas sin infectar y en aquellas infectadas con los trofozoítos WB y 

VSP (INV).pAC; mientras que éste sufre modificaciones en las monocapas incubadas con los 

trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A (Figura 40). Finalmente, 

la distribución de actina en los contactos focales también se ve alterada en las monocapas 

provenientes de esta interacción y no así en aquellas incubadas con las poblaciones control. 

En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque la liberación de la proteína VSPB10A por 

los trofozoítos altera la organización de F-actina en los tres niveles de unión celular, su efecto 

es específico en las uniones estrechas y los contactos focales. (Figura 40). La pérdida en la 

continuidad del cinturón de F-actina, así como los cambios en la distribución normal de esta 

proteína se observaron con más detalle en los cortes en transversal X---Z que se muestran más 

adelante en la Figura 46. 
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Figura 39. Alteraciones del patrón de F-actina en monocapas de células Caco-2/TC7 después de 2 y 24 horas 

de interacción. 

Los cambios en la distribución de F-actina durante dos y 24 horas de interacción se analizaron en las células 

Caco2/TC7 incubadas con las poblaciones de trofozoítos que expresan o no la proteína VSP9B10A. A, B y C, vistas 

horizontales de microscopia de epifluorescencia de F-actina en las monocapas de células Caco-2 sin tratamiento 

durante dos horas. D, E y F muestran a monocapas después de 2 horas de interacción con trofozoítos WB, en estas se 

observaron cambios en las microvellosidades s. En G, H e I, la pérdida de la integridad de las uniones célula-célula se 

observó después de dos horas de interacción con la población de trofozoítos que expresan a la proteína VSP9B10A, el 

patrón de “panal de abeja se pierde en algunas zonas y la separación de las células se observa en la micrografía de 

campo claro. En J, K y L se muestran las monocapas después de 24 horas de interacción con los trofozoítos WB en 

éstas se observó que cambios empiezan a aparecer, pero el patrón de distribución de actina se mantiene. En las 

micrografías M, N y O, se observó la pérdida en la continuidad de la monocapa y alteración en el patrón de actina. 
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Figura 40. Cortes horizontales que muestran la localización de F-actina en monocapas de células Caco-2/TC7 

incubas con las diferentes poblaciones de trofozoítos que expresan o no la proteína VSP9B10A.  

Micrografías de microscopía confocal CLMS en secciones horizontales mostrando la localización de F-actina en 

monocapa sin trofozoítos A) plano basal correspondiente a los contactos focales de actina, B) plano medio que 

muestra las uniones estrechas y C) corte apical donde se aprecian las microvellosidades de actina. D, E y F) muestran 

los cambios en la distribución de F-actina en las monocapas co-incubadas con trofozoítos WB, específicamente en el 

plano apical donde las microvellosidades se ven reducidas. G, H e I) Monocapas incubadas con los trofozoítos 

VSP9B10A.pAC en estas se observan cambios en la distribución de F-actina en todos los planos, específicamente la 

disminución de F-actina en los contactos focales, las uniones estrechas y en las microvellosidades en la región apical. 

J, K y L) muestran la distribución de F-actina normal cuando las monocapas son incubadas con la población de 

trofozoítos que no expresa la proteína VSP9B10A, VSP9B10A (INV).pAC. 
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La siguiente proteína que se evaluó del complejo de unión apical fue ZO-1. Esta funciona 

como un anclaje entre los filamentos de actina y las proteínas Ocludina y Claudina por lo que 

es esencial en el mantenimiento de la integridad del complejo de unión apical. Normalmente 

esta proteína se localiza en los contactos célula-célula formando un patrón de “panal de abeja” 

similar al de F-actina en la zona apical, excepto que ZO-1 solo se localiza en la región media-

apical que se aprecia como una línea continua en cortes verticales. Este patrón se observa 

claramente en las monocapas Caco-2/TC7 sin infectar en cortes horizontales de microscopía 

confocal (Figura 41). Cuando éstas son infectadas con la población de trofozoítos que 

mayoritariamente expresa la proteína VSP9B10A este patrón se altera; la proteína ZO-1 se 

localiza en zonas aisladas que no forman el patrón de “panal de abeja” y se puede localizar 

también en los cortes basales. Esta redistribución no es inducida por los trofozoítos WB o la 

población donde la proteína VSP9B10A se silenció (Figura 41). 

Cabe señalar que en algunos ensayos esta redistribución se manifestó como anillos en el 

citoplasma de la célula epitelial (Figura 42). Esta forma citoplasmática parece corresponder 

con proteína ZO-1 desensamblada de las uniones estrechas la cual es soluble a detergentes, ya 

que la proteína ZO-1 no es soluble cuando se encuentra ensamblada en el complejo de unión 

apical. Lo anterior es relevante para la interpretación de los resultados obtenidos en la 

inmuno-detección por Western-blot que se realizó de esta proteína. En ensayos donde se 

utilizaron extractos totales de monocapas obtenidos con Tritón X-100 como único detergente, 

en la fracción soluble se detecta la proteína ZO-1 y se observa una pequeña disminución en 

aquellas monocapas que se incubaron con trofozoítos VSP9B10A.pAC (Figura 43). En 

cambio, cuando se utiliza un buffer rico en detergentes, la proteína ZO-1 en la fracción 

soluble se detecta intensamente en los extractos provenientes de estas monocapas y no en los 

correspondientes a la infección con trofozoítos WB o VSP(INV).pAC (Figura 43). Los 

resultados de la inmuno-detección de ZO-1 sugieren que una forma soluble de la proteína se 

encuentra solo en las monocapas co-incubadas con los trofozoítos que establemente expresan 

a la proteína VSP9B10A indicando que no se encuentra ensamblada en el complejo de unión 

apical y formando parte de las uniones estrechas. 
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Figura 41. Efecto de los trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre la distribución de ZO-1 

Micrografías de microscopía confocal CLMS en secciones horizontales en las que se detectó mostrando la 

localización de la proteína ZO-1. A) Monocapa sin trofozoítos se aprecia el patrón normal de distribución 

de la proteína ZO-1 en panal de abeja. B) Este patrón no se ve afectado cuando la monocapa se incuba 

con trofozoítos WB. C) Cuando las monocapas se co-cultivan con los trofozoítos VSP9B10A.pAC se 

observa la perdida de la continuidad de las uniones y la deslocalización de ZO-1. D) La distribución de 

ZO-1 no se altera cuando las monocapas son incubadas con la población VSP9B10A (INV).pAC donde 

su expresión se silenció. 
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Figura 42. Distribución citoplasmática de la proteína ZO-1 en monocapas incubadas con trofozoítos 

VSP9B10A.pAC 

A) Patrón normal de distribución de ZO-1 en las monocapas de células Cao-2/TC7. B) Se observan 

cambios pequeños cuando las monocapas se incuban con trofozoítos WB. C) Se observa una distribución 

anormal de la proteína ZO-1, en anillos citoplasmáticos en las monocapas incubadas con trofozoítos que 

expresan la proteína VSP9B10A. 

 
 

Figura 43. Inmuno-detección de la proteína ZO-1 en fracciones solubles de monocapas CaCo-2/TC7 

incubadas con diferentes poblaciones de trofozoítos que expresan o no la proteína VSP9B10A. 

En el panel (A) se observa la inmuno-detección de ZO-1 en la fracción insoluble a detergentes de 

extractos de monocapas incubadas con las diferentes poblaciones de trofozoítos. En estos se detectó una 

pequeña disminución de ZO-1 en aquellas monocapas incubadas con trofozoítos que establemente 

expresan a la proteína VSP9B10A después de 2 horas de interacción en comparación con monocapas 

incubadas con trofozoítos WB; se observó una mayor disminución cuando se utilizaron trofozoítos que 

expresan la cisteín proteasa Catepsina B-Like. En el panel B, se muestran los resultados de la inmuno-

detección en fracciones solubles a detergentes. En estos se observa inmuno-reactividad solo en los 

extractos de las monocapas incubadas con trofozoítos que expresan la proteína VSP9B10A.  
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En el caso de la proteína ocludina, ésta se une a otra proteína ocludina presente en la 

membrana de la célula vecina formando así las uniones estrechas propiamente. Esta se 

localiza en la región apical también en un patrón de “panal de abeja”, como se aprecia en las 

monocapas de células Caco-2/TC7 sin tratamiento (Figura 44). Las microfotografías de 

microscopía confocal mostraron que este patrón se mantiene en aquellas monocapas 

incubadas por 24 horas con los trofozoítos WB y no así en las infectadas con la población que 

expresa constitutivamente a la proteínaVSP9B10A. De igual manera que con ZO-1, esta 

proteína no forma el patrón normal y se redistribuye aberrantemente en los cortes basales 

(Figura 44). Cuando se utilizaron los trofozoítos en los cuales la expresión de esta proteína 

esta silenciada en los co-cultivos con las monocapas estos cambios en la localización no se 

observaron manteniéndose la distribución normal de ocludina (Figura 44). 

Por otro lado, en los ensayos de inmuno-detección por Western-blots se identificaron dos 

bandas una correspondiente al peso molecular de 65 kDa de ocludina y otra de mayor peso 

molecular (Figura 45). Es posible que esta banda corresponda a una forma hiper fosforilada 

de esta proteína que se distribuye en el citoplasma y no puede ensamblarse en el complejo de 

unión apical. Los cambios en la distribución de esta proteína y F-actina se muestran en cortes 

verticales donde la perdida de la línea continua en la parte apical y su presencia en la región 

media y basal se aprecian en una sola micrografía (Figura 46). Así mismo se muestra una 

comparación de la localización de ZO-1 y ocludina en las monocapas de células Caco-2/TC7 

incubadas con los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A y 

trofozoítos WB que expresaron mayoritariamente a la VSP al inicio de los ensayos de co-

incubación (Figura 47); en esto se observó que los cambios en la distribución de ambas 

proteínas son similares en la monocapas incubadas con estas poblaciones. Lo anterior sugiere 

que la expresión de la proteína VSP9B10A afecta el complejo de unión apical 

desensamblando a las proteínas F-actina, ZO-1 y ocludina.  
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Figura 44. Efectos en la distribución de ocludina en monocapas incubadas con trofozoítos VSP9B10A.pAC 

Micrografías de microscopía confocal CLMS en secciones horizontales en las que se muestra la localización de 

ocludina en monocapa sin infectar A) plano basal, B) plano medio que muestra el patrón de panal de abeja típico de 

ocludina en las uniones estrechas. C) corresponden a monocapas incubadas con los trofozoítos WB. E y F) muestran 

la pérdida del patrón de distribución normal en aquellas monocapas incubadas con trofozoítos VSP9B10A.pAC. Es 

importante notar que la proteína aparece en el corte basal. Estos cambios no se observan en aquellas monocapas que 

se incubaron con trofozoítos que no expresan la proteína VSP9B10A en G y H. 
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Figura 45. Inmuno-detección de ocludina en extractos totales de células Caco-2/TC7 incubadas con 

diferentes poblaciones de trofozoítos que expresan o no a la proteína VSP9B10A. 

En la figura se muestran los cambios en la proteína ocludina detectados durante la incubación de 

monocapas de células Caco-2/TC7 con distintas poblaciones de trofozoítos. En la monocapa sin infectar 

solo una banda se detectó con el anticuerpo monoclonal, al igual que en monocapas incubadas con 

trofozoítos WB. Cuando la monocapa se co-incubó con trofozoítos que expresan mayoritariamente a la 

proteína VSP9B10A, la banda de 65 kDa se incrementa y se observó una segunda banda de mayor peso 

(72 kDa). Los trofozoítos que expresan la proteasa Catepsina B-like inducen la presencia de la banda de 

mayor peso molecular, pero en menor cantidad que los trofozoítos VSP9B10A; en monocapas co-

incubadas con la proteasa 14019 la banda de mayor peso no se aprecia, aunque si una disminución de 

ocludina. 

 
 

Figura 46. Cortes transversales que muestran el efecto de los trofozoítos VSP9B10A.pAC en la 

localización de F-actina y ocludina 

Micrografías de microscopía confocal CLMS en secciones verticales mostrando la localización de F-

actina, paneles izquierdos, y ocludina, paneles derechos. La distribución normal de las proteínas F-actina 

y ocludina en monocapas sin tratamiento, se aprecia la continuidad de la línea apical, en las uniones 

estrechas y los contactos focales en A), la línea continua que forma la proteína ocludina en la parte apical 

de la monocapa se aprecia en B). Después de la interacción con trofozoítos WB no se observaron cambios 

en la distribución de F-actina C) y ocludina D). Cuando las monocapas se incubaron con trofozoítos que 

expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A se observó una línea discontinua de F-actina en la 

parte apical y los contactos focales, no se observaron E). El patrón de localización de ocludina también se 

encuentra alterado en las monocapas incubadas con trofozoítos VSP9B10A.pAC F en éstas la proteína 

ocludina se encuentra en la parte basal y en el citoplasma. 
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Para establecer si los efectos observados sobre F-actina y ocludina por los trofozoítos que 

expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A durante la interacción con células del 

epitelio intestinal es similar al producido por proteasas bien caracterizadas se utilizaron 

poblaciones de trofozoítos transfectados para expresar constitutivamente las proteínas 

Catepsina B y 14019 de Giardia duodenalis, así como el inhibidor E-64, específico para 

cisteín proteasas. Los trofozoítos que expresaban a la proteasa Catepsina B no afectaron la 

integridad de la monocapa de células Caco-2/TC7, ni el patrón de localización de F-actina y 

ocludina a los tiempos evaluados. (Figura 48). Cuando la población de trofozoítos 

 
 

Figura 47. Efecto de diferentes poblaciones de trofozoítos sobre la localización de las proteínas ZO-1 y 

ocludina. 

Las microfotografías A, B, C y D muestran la distribución de las proteínas ZO-1 y ocludina, respectivamente, 

en monocapas de células Caco-2 sin interacción con trofozoítos. Cuando éstas se incubaron con una población 

de trofozoítos WB que expresaron en su mayoría la proteína VSP9B10A se observaron cambios en la 

continuidad de la monocapa y efectos sobre la localización de ZO-1 y ocludina es similar a los causados por los 

trofozoítos que expresan establemente a la proteína VSP9B10A, E, F, G y H. 
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VSP9B10A se incubó con el inhibidor E-64 previamente a la co-incubación con las 

monocapas de células CaCo-2/TC7 no se observaron daños en éstas y el patrón normal de 

localización de ocludina no se alteró, aunque si se apreciaron cambios en F-actina, 

específicamente la aparición de focos de reactividad ausentes en las monocapas sin tratar o 

infectadas con las distintas poblaciones de trofozoítos usadas como control (Figura 48). 

Cuando se compararon in silico el sitio de unión del inhibidor E-64 en la Catepsina B de 

humanos con la secuencia de la proteína VSP9B10A se encontró que existe un sitio 

estructuralmente similar en la proteína VSP9B10A donde el inhibidor puede coordinarse 

(Figura 49). El inhibidor interactúa con los residuos C30, H80 y N201 en la Catepsina B 

mientras que en la VSP estos corresponden a los residuos C30, H200 Y N220. En estos 

modelos también puede apreciarse que los átomos de oxígeno del inhibidor tienden a 

polarizarse cerca del residuo C30 lo que sugiere que la coordinación de E-64 en la 

VSP9B10A es similar a la que ocurre con Catepsina B (Figura 49). 

También se determinó el efecto de los trofozoítos que expresan a la proteína VSP9B10A 

sobre claudina-1; los resultados obtenidos no mostraron cambios en su localización, aunque 

por inmuno-detección se encontró una banda de menor peso molecular en todas las 

condiciones de co-incubación, lo que sugiere que no es un efecto atribuible a la proteína 

VSP9B10A (Figura 50 y 51). 

 



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

112 
 

 

 

 
 

Figura 48. Comparación del efecto de trofozoítos VSP9B10A.pAC y trofozoítos expresando otras 

proteasas sobre la distribución de F-actina y ocludina en monocapas de células Caco-2/TC7. 

Los trofozoítos WB no inducen cambios en la localización de F-actina y ocludina las cuales co-localizan 

en las uniones estrechas (A, B, C y D); mientras que se observó una redistribución de éstas cuando las 

monocapas de células Caco-2 se incubaron con trofozoítos transfectados con el plásmidoVSP9B10A.pAC  

(E, F, G y H), específicamente sobre la proteína ocludina que se deslocaliza de los contactos célula-célula 

(H); estos cambios no se observaron cuando las monocapas se incubaron con los trofozoítos que expresan 

a la proteasa Catepsina B-like ( I, J, K y L) ni por trofozoítos VSP9B10A.pAC que previamente fueron 

tratados con el inhibidor de cisteín proteasas E-64 como se aprecia en las micrografías M, N O y P.  
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Figura 49. Identificación del sitio de unión del inhibidor de cisteín proteasas E-64 en la proteína 

VSP9B10A.  

Los sitios predichos para el acoplamiento del inhibidor E-64 en la proteína VSP9B10A se identificaron 

utilizando el servidor SwissDock, en color cian se muestran los residuos (A). La similitud con el sitio de 

unión en la cisteín proteasa de Catepsina B humana se muestra en B. 



Análisis del efecto de la proteína de superficie VSP9B10A de Giardia duodenalis en su interacción con células epiteliales | M 
en C Ariana Cabrera Licona 

114 
 

 

 

 

 
 

Figura 50. Efectos en la distribución de claudina-1 en las monocapas incubadas con trofozoítos 

VSP9B10A.pAC 

Micrografías que muestran la distribución de Claudina-1 y su co-localización con F-actina en las uniones 

estrechas en monocapas de células Caco-2/TC7 (A, B y C). El patrón de panal de abeja no se ve alterado 

cuando las monocapas se incubaron con trofozoítos WB, D, E y F; mientras que en aquellas incubadas 

con los trofozoítos VSP9B10A.pAC se observó la deslocalización de ambas proteínas de los contactos 

célula-célula G, H e I. 

 
 

Figura 51. Inmuno-detección de claudina-1 en monocapas de células Caco-2/TC7 

Se detectaron cambios en la proteína claudina 1 durante la incubación con distintas poblaciones de 

trofozoítos. En los extractos de la monocapa de células Caco2 /TC7 sin infectar se detectó una banda con 

anticuerpo monoclonal, mientras que se observó una banda de menor peso molecular al de claudina-1 en 

todos los extractos de las monocapas incubadas con las distintas poblaciones de trofozoítos. Cuando los 

trofozoítos se incubaron previamente al ensayo de interacción con el inhibidor E-64 no se detectó la 

banda de menor peso molecular en los extractos. 
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Determinación del efecto de los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína 

VSP9B10A sobre la dinámica de polimerización de actina 

En este trabajo se propuso definir si la proteína VSP9B10A actúa mediante la activación de 

alguna vía de señalización o receptor que desencadene los cambios en la distribución de 

actina, el desensamblaje de las uniones estrechas y finalmente la perdida de la integridad de la 

barrara epitelial. Las proteínas de las uniones estrechas se encuentran altamente reguladas por 

una serie de mecanismos y uno de los principales incluye a la familia de las GTPasas Rho. 

Estas remodelan al citoesqueleto de actina y desensamblan a las uniones intercelulares. 

Específicamente Rho altera la dinámica de actina, en particular la contractilidad del anillo 

cortical de actina redistribuye a ZO-1 así como a Ocludina alterando además el estado de 

fosforilación de esta última proteína. Estos efectos producto de la activación de las Rho 

GTPasas son similares a los observados en las monocapas de células Caco-2/TC7 expuestas a 

la proteína VSP9B10A de Giardia, por lo que fue importante determinar si las GTPasas Rho 

y Rac se encuentran activas en las monocapas infectadas con los trofozoítos VS9B10A.pAC. 

Esto se evaluó por medio de ensayos de pull down con perlas de agarosa unidas a Rhotekina 

RBD al que se une específicamente RhoA o PAK PBD matriz para Rac1 y Cdc42. Las formas 

activas de estas proteínas se purificaron a partir de los lisados de monocapas provenientes de 

cada condición de co-incubación y se inmuno-detectaron por Western-blot con los 

anticuerpos correspondientes.  

Ninguna de estas proteínas en su forma activa se detectó en las condiciones comparadas 

sugiriendo que no es la vía de señalización mediante la cual la que Giardia y específicamente 

la proteína VSP9B10A modifica el citoesqueleto de actina en las células epiteliales (Figura 

52). 
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Determinación del efecto de los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína 

VSP9B10A sobre los receptores activados por proteasas PAR1-4 

Varios reportes han mostrado  que las proteasas liberadas por bacterias y parásitos pueden 

activar a los receptores PAR y que Giardia puede estar actuando a través de esta vía para 

generar apoptosis en los enterocitos(Buresi et al., 2002; Buresi et al., 2001; O'Hara and Buret, 

2008). Por lo que considerando la actividad proteolítica putativa presentada por la proteína 

VSP9B10A se evaluó si estos se encuentran activos en las monocapas infectadas con los 

trofozoítos que expresan esta proteína. Estos experimentos mostraron que solamente los 

receptores PAR1 y 2 se incrementan en las monocapas incubadas con las distintas 

poblaciones de trofozoítos. 

Los transcritos de PAR-1 se incrementan cerca de dos unidades en comparación con los 

trofozoítos WB, en aquellas incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC de similar manera 

a los trofozoítos que expresan la Catepsina B. El incremento de los transcritos de PAR-2 

también se incrementa en las monocapas tratadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC, pero 

en menor proporción. El mayor incremento en este caso es inducido por los trofozoítos que 

expresan a la Catepsina B-like (Figura 53). 

 
 

Figura 52. Inmuno-detección de RhoA y Rac-1 en células Caco-2/TC7 co-cultivadas con diferentes 

poblaciones de trofozoítos que expresan o no a la proteína VSP9B10A. 

La presencia de las formas activadas de las proteínas RhoA y Rac se determinó por ensayos de pull-down 

y Western-blot en monocapas no tratadas con trofozoítos (Caco), incubadas con trofozoítos WB (WB), 

con trofozoítos donde la expresión de la proteína VSP9B10A se silenció (ΔVSP) o con la población de 

trofozoítos que expresa constitutivamente a la proteína VSP9B10A. Las formas activas de estas proteínas 

se detectaron en los controles positivos (C+) pero no en las muestras (M) ni en los controles negativos (C-

)  
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Mediante ensayos de inmunofluorescencia se analizó si el incremento en los transcritos 

correlaciona con cambios en la presencia de estos receptores en las células del epitelio 

intestinal. Como control positivo se utilizó a la proteasa tripsina que los activa por proteólisis. 

Los resultados solo mostraron cambios en el receptor PAR2, en las microfotografías se 

observaron puntos reactivos que se localizan en la membrana celular de las monocapas que se 

incubaron con los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A, de 

manera similar a los controles positivos (Figura 54). Estos resultados sugieren que estos 

trofozoítos podrían estar activando la movilización del receptor a la membrana celular e 

interactuar con esté de manera similar a otras proteasas. Además, mediante ensayos de 

inmunodetección se determinó el estado de este receptor en los extractos totales obtenidos de 

las monocapas. Los resultados mostraron que no se presentaron cambios entre cada condición, 

incluidas las proteasas utilizadas como referentes positivos. (Figura 55).  

 

 
 

Figura 53. Expresión del transcrito de los receptores PAR-1 y 2 durante la interacción de 

trofozoítos VSP9B10A.pAC con células Caco2/TC7 

El incremento en la producción del transcrito de los receptores asociados a proteasas PAR-1 y 2 se en 

monocapas incubadas con trofozoítos WB, VSP9B10A.pAC y transfectados para expresar las cisteín 

proteasas Catepsina B y 14019 fue determinado por qRT-PCR. Las gráficas muestran un ligero 

incremento en PAR-1 cuando estas son incubadas con los trofozoítos que expresan la proteína 

VSP9B10A, similar al inducido por los trofozoítos Catepsina B; estos trofozoítos Cat B junto con los que 

expresan la cisteín proteasa 14019 incrementan la producción del receptor PAR-2 mientras que los 

trofozoítos WB y VSP9B10A tienen un efecto similar. El gen GAPDH se utilizó como control de 

expresión basal (P< 0.05). 
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Figura 54. Localización del receptor PAR 2 en monocapas de células Caco2 /TC7 durante la 

interacción con trofozoítos VSP9B10A.pAC 

Las micrografías A y B muestran la localización de los receptores PAR-2 en células Caco2/TC7 sin 

tratamiento; C y D es la localización después de 24 horas de incubación con trofozoítos WB. La 

distribución en la membrana y en algunas células en el citoplasma es mayor en aquellas monocapas 

incubadas con los trofozoítos que expresan la proteína VSP9B10A como se observa en E y F; esta 

distribución es similar a la observada cuando la monocapa se incuba por 180 minutos con la proteína 

Catepsina B purificada G y H o con tripsina, el activador típico, por 15 minutos I y J. En estos ensayos se 

utilizó el anticuerpo H-99. 
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Finalmente para establecer si el receptor PAR-2 se encuentra activo se analizó la expresión de 

la Interleucina 8 debido a que la producción de esta interleucina es estimulada por la 

activación de PAR-2 (Kajikawa et al., 2007; Shan et al., 2012). Así mismo resulta interesante 

establecer si existen cambios en la producción de IL-8 durante la infección con los trofozoítos 

que expresan constitutivamente VSP9B10A ya que se ha reportado que durante la infección 

con Giardia los niveles de esta interleucina se encuentran disminuidos y que es por este 

mecanismo que no se produce una respuesta inmune exacerbada (Cotton et al., 2014). 

La producción del transcrito de IL-8 se determinó en las monocapas de células CaCo-2 TC7 

incubadas con trofozoítos WB y trofozoítos VSP9B10A (Figura 56). Los resultados 

mostraron que existe un ligero incremento en el transcrito de IL-8 en las monocapas 

incubadas con los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A en 

 
 

Figura 55. Inmuno-detección de los receptores PAR1 y 2 en extractos de células Caco-2/TC7 

A) Inmunodetección del receptor PAR-1 en monocapas de células Caco-2/TC7 sin diferenciar (panel 

izquierdo) y diferenciadas (panel derecho); la expresión de este receptor se determinó en monocapas de 

células Caco-2/TC7 sin infectar o co-incubadas con trofozoítos WB o trofozoítos que expresan 

constitutivamente a la proteína VSP9B10A. Como controles de la acción de proteasas sobre estos 

receptores se utilizaron trofozoítos que expresan a la Catepsina B (Cat B) y a la cisteín proteasa 14019. 

No se observó ningún cambio significativo f entre los distintos co-cultivos. B) Comparación en la 

inmunodetección del receptor PAR.2 con el anticuerpo H-99 en monocapas sin diferenciar (izquierda) y 

diferenciadas (derecha). No se observaron cambios entre las diferentes condiciones de co-incubación. C) 

Se observó un ligero incremento en el receptor PAR-2 en monocapas incubadas con trofozoítos 

VSP9B10A cuando la inmunodetección se realizó utilizando el anticuerpo Sam 11. 
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comparación a las incubadas con los trofozoítos WB. Sin embargo, hay un incremento más 

significativo en las incubadas con los trofozoítos que expresan a la Catepsina B y la cisteín  

proteasa 14019. Esto corresponde con los niveles del transcrito del receptor PAR2 y sugiere 

que la activación de la vía PAR-2/IL-8 ocurre durante la co-incubación de los trofozoítos de 

Giardia con las células epiteliales pero que esta activación no es dependiente de la expresión 

de la proteína VSP9B10A. Lo anterior muestra que esta vía no es la responsable de los daños 

generados a las monocapas de células epiteliales por los trofozoítos VSP9B10A por lo que 

otros estudios deben realizarse para establecer el mecanismo por el cual los trofozoítos que 

expresan a la proteína VSP9B10A desestabilizan el complejo de unión apical, 

específicamente a las proteínas F-actina, ZO-1 y ocludina. 

 

 

 

 

 

 
Figura 56. Expresión del transcrito de IL-8 en monocapas de células Caco-2/TC7 co-incubadas con 

distintas poblaciones de trofozoítos 

Se determino la producción del transcrito de IL-8, uno de los efectores de la cascada de activación de 

PAR-2 en las monocapas incubadas con los trofozoítos WB, VSP9B10A, Catepsina B y la cisteín 

proteasas 14019. Estas dos últimas poblaciones de trofozoítos incrementan el número de transcritos de 

IL8 mientras que los trofozoítos WB y VSP9B10A.pAC muestran el mismo comportamiento (P< 0.05). 
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DISCUSIÓN 

La Giardiasis es una de las infecciones parasitarias con mayor incidencia en el mundo y con 

alto impacto en la salud pública y la economía, (Bartelt and Sartor, 2015; Buret, 2008; Ekdahl 

and Andersson, 2005; Lanfredi-Rangel et al., 1999; Yoder et al., 2012). Sin embargo, es una 

de las parasitosis menos comprendidas. De hecho su estudio es complicado ya que ésta 

presenta un gran rango de manifestaciones clínicas (Beatty et al., 2017; Halliez and Buret, 

2013; Halliez et al., 2016; Lanfredi-Rangel et al., 1999; Wensaas et al., 2012), un posible 

potencial zoonótico, el que aún se debate (Emery et al., 2014; Koh et al., 2013; Lalle et al., 

2005; Lebbad et al., 2011b; Lee et al., 2017b; Palmer et al., 2008; Pallant et al., 2015; 

Piekarska et al., 2016; Ryan and Caccio, 2013) y una falta de consenso entre los efectos 

patofisiológicos producidos por las mismas cepas/ensamblajes (Cevallos et al., 1995; Chin et 

al., 2002; Foronda et al., 2008; Homan and Mank, 2001; Koh et al., 2013; Lebbad et al., 2008; 

Maia-Brigagao et al., 2012; Minvielle et al., 2008; Mohammed Mahdy et al., 2009; Nash et 

al., 1987; Sahagun et al., 2008; Torres-Romero et al., 2014). En este contexto las proteínas de 

la familia de las proteínas Variables de Superficie han mostrado ser un punto de controversia, 

ya que en estudios recientes se reportó que éstas pueden estar implicadas en la virulencia y la 

patogénesis de la Giardiasis. En estos estudios se observó que la diferencia entre los efectos 

de distintas cepas sobre sus células blanco puede estar relacionada con la expresión de un 

conjunto de proteínas VSP (Emery et al., 2016; Emery et al., 2015; Emery et al., 2014). Al 

respecto, nuestro equipo de trabajo recientemente mostró que la proteína VSP9B10A se libera 

al medio durante la interacción con células epiteliales in vitro y que es identificada en ensayos 

específicos para caracterizar proteasas de alto peso molecular (Cabrera-Licona, 2010; 

Cabrera-Licona et al., 2017). Así mismo otros estudios mostraron que las proteínas VSPs 

tienen diferencias estructurales y motifs que pueden conferirles actividades distintas a la 

evasión de la respuesta inmune (Adam et al., 2010; Emery et al., 2016; Emery et al., 2015; 

Emery et al., 2014) y en estos estudios se señala que las diferencias entre cepas/ensamblajes 

pueden estar relacionadas con la severidad de los síntomas que se presentan durante la 

infección (Cevallos et al., 1995; Emery et al., 2014; Koh et al., 2013; Nash et al., 1987; 

Williamson et al., 2000) así como por sus posibles implicaciones en la nutrición, defensa del 

parásito y en el diseño de vacunas contra estos proteínas (Adam et al., 2010; Bermudez-Cruz 

et al., 2004; Emery et al., 2016; Emery et al., 2014; Lujan et al., 1995; Nash and Mowatt, 
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1993; Papanastasiou et al., 1997a). En este contexto el análisis y caracterización de estas 

proteínas es una nueva línea de investigación en el estudio de Giardia. 

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se demostró que en un modelo tridimensional 

del extremo amino terminal de la proteína VSP9B10A se encuentran residuos que forman el 

sitio de unión al sustrato y la tríada catalítica característica de las cisteín proteasas (Cabrera-

Licona, 2010). Con base en estas características, en este trabajo se llevó a cabo el análisis 

comparativo del efecto de poblaciones de trofozoítos que expresan o no a la proteína 

VSP9B10A sobre monocapas como modelos celulares de tres líneas que incluyeron a IEC-6, 

MDCK y Caco-2/TC7. En estos estudios se utilizó una población de trofozoítos en la cual la 

expresión constitutiva de la proteína VSP9B10A se obtuvo mediante transfección, con 

plásmidos que tenían clonado el gen de dicha proteína, así como trofozoítos sin transfectar de 

la cepa WB, trofozoítos transfectados con el vector vacío y una población en la que la 

expresión de esta proteína se silenció mediante transfección [VSP(INV).pAC]. Se eligió como 

modelo de estudio la población de trofozoítos transfectados VSP9B10A.pAC debido a que 

permite analizar de una manera directa el comportamiento de esta proteína durante el proceso 

de interacción de los trofozoítos con las células epiteliales. Es decir, con el uso de este modelo 

podemos establecer que ocurre cuando una población de trofozoítos con expresión 

homogénea de la VSP9B10A interacciona con las células epiteliales. 

En los ensayos de interacción in vitro se observó que las poblaciones de trofozoítos que 

expresan mayoritariamente a la proteína VSP9B10A en su superficie al inicio de la co-

incubación afectan la integridad de monocapas IEC-6 después de dos horas de co-incubación, 

con un inoculo inferior al utilizado en los ensayos estándar previamente reportados 

(Rodriguez-Fuentes et al., 2006). Durante ese tiempo corto de co-incubación, que refleja el 

contacto inicial de los parásitos con su célula blanco, se observó que los contactos célula-

célula se perdieron en las monocapas y las células cambiaron su morfología de normal 

romboide hacia una de tipo fibroblastoide. En comparación, se observó que en estas mismas 

condiciones de interacción los trofozoítos WB y los transfectados con el vector vacío no 

afectaron la integridad de la monocapa; esta última condición sugiere que la transfección no 

altera a los trofozoítos. Es importante señalar que no existen reportes que muestren estos 

cambios inducidos por trofozoítos de Giardia en tiempos tan cortos en esta línea celular. 
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Algunos estudios reportan el desprendimiento de las células de la monocapa en función del 

incremento en el número de trofozoítos con el que son incubadas (McCabe et al., 1991). 

Las células IEC-6 son una línea de epitelio de intestino delgado de rata, que se origina de las 

criptas intestinales. Estas representan células sin madurar con alto potencial proliferativo y 

que mimetizan el recambio del intestino delgado que ocurre cada 2 a 3 días. Las monocapas 

de estas células se caracterizan por ser una población homogénea de células poligonales, 

estrechamente opuestas, con pseudópodos extendidos hacia los bordes celulares de las células 

vecinas, estableciendo contactos intercelulares. Las células tienen núcleos grandes y ovalados; 

microvellosidades delgadas localizadas en la región perinuclear, con uniones estrechas 

“débiles” reflejada en una resistencia transepitelial de 54.2 Â±5.7 ohm-cm2 (Quaroni et al., 

1979). En consideración a las uniones débiles entre las células de esta monocapa y para 

descartar que los cambios morfológicos y la pérdida de la integridad se debe a las 

características propias de la línea epitelial, se utilizó un modelo con uniones celulares más 

fuerte: las células MDCK. Estas células provienen de riñón de perro que forman monocapas 

de células poligonales y un epitelio cerrado con un valor de TEER de  < 300Ω•cm (Dukes et 

al.; Peixoto and Collares-Buzato, 2005). En los ensayos de co-incubación con las células 

MDCK se observaron los mismos efectos que en las monocapas IEC-6 incubadas con los 

trofozoítos que expresan a la proteína VSPB10A. Sin embargo, en estos ensayos se requirió 

utilizar una la dosis de trofozoítos mayor y un tiempo de incubación más largo para observar 

cambios similares a los encontrados en la monocapa de células IEC-6. Lo anterior es  

consistente con la estabilidad de las uniones que mantienen la integridad de este tipo de 

epitelio y que puede reflejar de una mejor manera lo que ocurre en el intestino humano 

durante la infección con Giardia (Lanfredi-Rangel et al., 1999). Cabe señalar que en el 

estudio de Giardia el modelo de células IEC-6 es ampliamente utilizado mientras que pocos 

trabajos reportan el uso de las células MDCK en ensayos de este tipo (Ma'ayeh and Brook-

Carter, 2012; McCabe et al., 1991). Además en los trabajos con células MDCK se reportan 

tiempos de incubación de 24 a 48 horas (Chavez et al., 1995; Chavez et al., 1986), por lo que 

nuestros resultados muestran que los trofozoítos VSP9B10A pueden generar daños en 

tiempos más cortos (12hrs) que las reportadas por otros autores. 

La presencia y liberación de la VSP9B10A se verificó durante estas interacciones, 

encontrándose que solo se detecta en aquellos sobrenadantes provenientes de la interacción 
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con trofozoítos transfectados VSP9B10A.PAC. Esta evidencia experimental permite sugerir 

que existe una relación directa entre la presencia/liberación de la VSP9B10A y que la pérdida 

de la continuidad de las monocapas se debe, al menos en parte, a la proteína VSP9B10A. 

Cabe aclarar que este trabajo se enfocó fundamentalmente al estudio de la expresión 

homogénea de la VSP9B10A en la superficie de los trofozoítos en el tiempo en que se 

llevaron a cabo los ensayos de interacción y no se caracterizó si otras proteasas o factores del 

parásito se ven afectados por esta expresión, por lo que los resultados obtenidos pueden estar 

participando otras proteínas propias del parásito. Es importante señalar, sin embargo, que 

cuando se analizaron las proteínas totales no se observaron cambios en el perfil de expresión 

de otras proteínas entre los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína 

VSP9B10A y las otras poblaciones de trofozoítos utilizadas en los ensayos, además de la 

detección de la expresión de la proteína VSP9B10A recombinante. Mientras que en el perfil 

proteolítico de los sobrenadantes de cada interacción la presencia de la banda de 75 kDa de 

peso molecular, que es detectada por el anticuerpo mono especifico anti-VSP9B10A. Esta 

banda solo se detectó en los sobrenadantes que provienen de la interacción con trofozoítos 

que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A y es detectable desde tiempos cortos 

de co-incubación, como mostró la cinética de liberación; en tanto que no se observaron 

incrementos en las demás proteasas visualizadas, ni se detectó esta banda en los 

sobrenadantes provenientes de la interacción con otras poblaciones de trofozoítos que no 

expresan a la proteína VSP. 

Sin embargo, es importante realizar una caracterización más exhaustiva de la población de 

trofozoítos VSP9B10A.pAC para analizar si otras proteínas pueden también ocasionar los 

daños observados. En este contexto es importante señalar que el contacto de los trofozoítos 

con las células epiteliales induce la expresión y liberación de la proteína VSP9B10A aunado 

al hecho de que los daños no se presentan cuando los trofozoítos se incuban con el anticuerpo 

anti-9B10A previo a la interacción con las células epiteliales, lo cual sugiere que esta proteína 

está involucrada, en parte, con los daños observados. Al respecto se ha establecido que los 

transcritos de algunas VSPs se incrementan durante la interacción y también son liberadas al 

medio por un mecanismo no totalmente caracterizado (Ferella et al., 2014b; Ma'ayeh and 

Brook-Carter, 2012; Papanastasiou et al., 1996; Ringqvist et al., 2011). Algunos autores 

postulan que  esto se debe a que la interacción con las células epiteliales induce el recambio 
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de VSPs o a que simplemente existen diferencias en la expresión de estas proteínas en las 

poblaciones utilizadas para infectar (Ferella et al., 2014b; Prucca and Lujan, 2009; Prucca et 

al., 2008). Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede establecer que las diferencias 

en la expresión de las proteínas VSPs en las poblaciones de trofozoítos que se emplean en los 

ensayos de interacción deben considerarse cuando se realizan estudios para determinar la 

virulencia de Giardia y que debe estudiarse con mayor cuidado la dinámica de recambio de 

estas proteínas durante el contacto inicial con los enterocitos. 

En consideración a lo anterior se procedió a obtener una población de trofozoítos donde la 

expresión de la proteína VSP9B10A se silenció, para establecer si los daños observados 

pueden ser relacionados directamente con la expresión de esta proteína en los trofozoítos 

utilizados en los ensayos de co-incubación utilizando como modelo celular a la línea 

Caco2/TC7 de epitelio intestinal humano. Esta línea celular es el modelo más utilizado en el 

estudio de la patogénesis de la Giardiasis por lo que se optó por validar los resultados 

obtenidos en las dos líneas previamente descritas en esta monocapa (Ferella et al., 2014a; 

Humen et al., 2011; Magne et al., 1991; Maia-Brigagao et al., 2012; Muller et al., 2006; 

Ringqvist et al., 2011; Roxstrom-Lindquist et al., 2005; Stadelmann et al., 2012b; Teoh et al., 

2000). 

Las células Caco2/TC7 tienen una organización polarizada y forman dominios de uniones 

estrechas altamente regulados formando una monocapa que mimetiza física y funcionalmente 

a la barrera del epitelio intestinal. Debido a esto último se utilizan ampliamente en la 

investigación de los mecanismos celulares y moleculares por los cuales actúan patógenos 

intestinales sobre proteínas asociadas a la membrana, vías de señalización, trafico intracelular 

así como para caracterizar la  producción de lesiones estructurales y la respuesta celular del 

hospedero (Chantret et al., 1994; Fisher et al., 2013; Lievin-Le Moal, 2013; Peterson and 

Mooseker, 1992; Sambuy et al., 2005; Solaymani-Mohammadi and Singer, 2013; Tremblay et 

al., 2006; van der Flier and Clevers, 2009). En nuestro caso este modelo permitió evaluar los 

efectos de los trofozoítos de Giardia en estas células blanco y tener los dos tipos celulares del 

intestino: las células proliferativas de la cripta intestinal y los enterocitos maduros de las 

vellosidades. 

Los ensayos de incubación con este modelo mostraron que los efectos previamente 

observados en las monocapas IE-6 y MDCK fueron muy semejantes a los observados en las 
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células Caco-2/TC7 siendo evidentes la perdida de la continuidad de la monocapa, el cambio 

en su morfología normal y la pérdida de los contactos célula-célula. Esta pérdida de la 

integridad de la barrera epitelial se midió analizando la permeabilidad a la macromolécula 

FD-4. La integridad de las uniones célula-célula puede ser medida como la disminución de la 

resistencia transepitelial (TER) y como el incremento en el flujo paracelular. Así,  se 

considera que la disminución de la TER es un marcador de la Giardiasis aguda (Humen et al., 

2011). En este trabajo, dos horas después de la incubación de la monocapa de células 

Caco2/TC7 diferenciada con los trofozoítos VSP9B10A.pAC el flujo de esta molécula al 

compartimento basal fue mayor al que se observó en una monocapa sin tratar o tratada con los 

trofozoítos WB. Este fue incluso mayor al generado por trofozoítos que expresan las proteasas 

Catepsina B-like o 14019 que fueron usadas como control del positivo de daño a la integridad 

de las uniones célula-célula. El efecto producido por los trofozoítos VSP9B10A.pAC sobre la 

integridad de la monocapa es solo comparable con el generado por la proteína Catepsina B-

like de Giardia purificada que a una concentración de 8 µg/ ml disminuye la TEER de 

monocapas MDCK (Gomez-Mondragon, 2011) y en este caso incrementa el flujo para celular 

de FD-4. Una revisión reciente señala que los reportes sobre cambios en la TER en 

monocapas incubadas con distintas cepas de trofozoítos de Giardia son altamente variables y 

que esto puede deberse a la clona de células Caco-2, al número de pasajes, a la proporción 

trofozoítos/célula, el tiempo de incubación e incluso a factores como el tipo de medio usado, 

y los lavados con PBS frío que se realizan para despegar a los trofozoítos de la monocapa 

(Kraft et al., 2017). 

Sin embargo, en este trabajo se utilizaron tiempos cortos de incubación y un inóculo de 

trofozoítos pequeño en comparación con los usados en otros estudios como se puede consultar 

en la revisión de Kraft y colaboradores de 2017, quienes incluso no observan cambios en la 

TER utilizando una proporción de 20 trofozoítos WB por célula. Esto sugiere que es 

importante caracterizar a la población de trofozoítos usados durante los ensayos y reportar 

características específicas de los trofozoítos para que los cambios observados sean mejor 

analizados. En este trabajo se puede asociar directamente una característica de expresión de 

los trofozoítos con los cambios citopáticos y los cambios en la TER, aunque como ya se 

mencionó se debe hacer una caracterización más detallada de los trofozoítos VSP9B10A.pAC 

para establecer si estos son solamente atribuibles a la VSP. 
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Por otra parte, en los sobrenadantes de interacción la presencia de la proteína VSP9B10A 

confirmó que ésta se encuentra solo en aquellos provenientes de la co-incubación con 

trofozoítos VSP9B10A.pAC como previamente se observó en las células IEC-6. De manera 

interesante en estos ensayos, aunque los daños se producen tanto en las monocapas 

completamente diferenciadas como en las monocapas proliferativas estos son más 

exacerbados en las últimas. Estas diferencias sugieren que existe una respuesta diferencial en 

las células del intestino cuando son co-incubadas con Giardia. Debido a que las células de la 

cripta llevan a cabo funciones muy específicas como la renovación del epitelio y la secreción 

activa de electrolitos  por el canal de cloro dependiente de AMPc que regula la secreción de 

agua,  es de gran importancia corroborar si este efecto ocurre in vivo y si la proteína 

VSP9B10A daña directamente y de manera selectiva a las células de las criptas intestinales 

(Caro et al., 1995). Al respecto algunos estudios de infección in vivo han señalado que 

Giardia altera la relación entre las células proliferativas y las diferenciadas alterando con esto 

la capacidad regenerativa del intestino, que ocurre de manera normal cada 4 a 5 días, y por 

tanto exacerbando los síntomas de la Giardiasis como la malabsorción  además de ser un 

factor de riesgo para el desarrollo de una infección crónica (Einarsson et al., 2016; Elmendorf 

et al., 2005; Fisher et al., 2013; Lievin-Le Moal, 2013; Solaymani-Mohammadi and Singer, 

2013; Stadelmann et al., 2012b). Por lo anterior sería importante determinar si este efecto 

ocurre in vivo. Por otra parte, en este modelo también se observó que la producción del 

transcrito de la proteína VSP9B10A es dependiente del contacto con la célula epitelial, en 

tiempos cortos y que el número de células reactivas al anticuerpo anti-9B10A incrementa en 

función del tiempo de incubación. Así mismo, en la población que la expresa 

constitutivamente la distribución de la proteína en la superficie cambia a puntos dispersos, 

sugiriendo la liberación de la proteína VSP9B10A durante el contacto, lo que corresponde con 

su presencia en los sobrenadantes de interacción y en los zimogramas realizados con estos. 

Estos datos sugieren que la proteína VSP9B10A puede ser un factor de virulencia y participar 

en la patogenicidad de la giardiasis.  Sin embargo, tendría que compararse con otras proteínas 

VSPs o antígenos de Giardia para determinar si tiene un mayor potencial infectivo. 

Con respecto a la patogénesis de la giardiasis se ha demostrado que los trofozoítos de Giardia 

acortan las microvellosidades de los enterocitos disminuyendo la superficie de absorción de 

agua, glucosa y electrolitos y la actividad de enzimas propias del intestino (Buret, 2008; 
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Cotton et al., 2011; Humen et al., 2011). Así mismo estos disminuyen la expresión de genes 

relacionados con la proliferación e incrementa los involucrados en respuestas al estrés, alteran 

la  permeabilidad de la barrera epitelial modificando el estado de proteínas de las uniones 

estrechas como F-actina y actinina de manera calcio-dependiente, ZO-1, Ocludina,  Claudina-

1 y cingulina; las adherentes y los desmosomas (Buret, 2007; Buret et al., 2002; Dawson and 

House, 2010; Humen et al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012; Teoh et al., 2000). También 

incrementa la apoptosis induciendo factores como Bax y las Caspasas-3, 8 y 9  e inhibiendo 

Bcl-2 y PARP (Chin et al., 2002; Roxstrom-Lindquist et al., 2005; Scott et al., 2002). La 

pérdida de la barrera epitelial permite la salida de agua y la secreción de cloro al lumen 

intestinal produciendo diarrea. En suma, varios mecanismos convergen para dar lugar a los 

síntomas de la Giardiasis, pero poco se sabe aún de los factores propios del parásito que 

pueden estar activando las vías de señalización relacionadas. 

Con base en lo anterior en este trabajo buscamos determinar los mecanismos moleculares que 

llevan a la perdida de los contactos célula-célula inducidos por los trofozoítos que expresan 

constitutivamente a la proteína VSP9B10A. El análisis se enfocó principalmente sobre las 

proteínas encargadas de mantener estas uniones y sobre algunas vías de señalización que 

podrían ser activadas por la proteasa en consideración a la actividad proteasa-like de la 

VSP9B10A y a los efectos observados sobre las monocapas de células epiteliales. 

Un primer acercamiento se llevó a cabo empleado las células MDCK, en las que se analizó el 

estado de las uniones estrechas y adherentes después de la interacción con los trofozoítos 

VSP9B10A.pAC. Los resultados obtenidos con este modelo evidenciaron que las proteínas 

Ocludina de las uniones estrechas y E-cadherina de las uniones adherentes están disminuidas 

en los extractos de monocapas incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC.  

Un estudio más detallado sobre si este antígeno altera a las proteínas que forman el complejo 

de unión apical se llevó a cabo empleando las monocapas de células Caco-2/TC7. Los 

resultados mostraron que esta población de trofozoítos induce cambios en la distribución de 

F-actina que pueden ser asociados a la presencia y liberación de la proteína VSP9B10A 

durante la interacción. Esto debido a que en aquellas monocapas incubadas con la población 

en que su expresión fue silenciada no mostraron este tipo de cambios, además otros estudios 

muestran que el redondeamiento de células eucariontes, como el observado por microscopía 

en nuestros resultados, es consecuencia de la degradación de los filamentos de actina y 
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niveles incrementados de actina soluble (Solaymani-Mohammadi and Singer, 2013). Aunque 

como se mencionó anteriormente, ya existían reportes previos de que el trofozoíto de Giardia 

afecta el patrón normal de localización de F-actina apical y basolteral y que el desensamble de 

la actina apical en células Caco-2 diferenciadas es dependiente de la adhesión de los 

trofozoítos y no de las moléculas secretadas (Humen et al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012), 

los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los trofozoítos que expresan a la 

VSP9B10A, afectan tanto los contactos focales como la distribución de F-actina en las 

uniones estrechas y no solo la actina apical que forma las microvellosidades. Esto último 

permite sugerir una asociación de la proteína VSP9B10A con la desestabilización del 

citoesqueleto de actina y postular que la adhesión es el primer paso en la desestabilización de 

esta estructura. Sin embargo, la liberación de la proteína VSP9B10Aaún cuando puede 

exacerbar en parte este efecto, no se puede establecer si es a través de una acción directa sobre 

actina o si ésta actúa sobre otras proteínas que inducen la alteración del cinturón de actina e 

incluso sin son otras proteínas del trofozoíto las que participan a la desorganización de esta 

estructura. 

Cuando se analizó el estado del resto de las proteínas que mantienen la estructura de unión 

apical se encontró que en el caso específico de la proteína ZO-1, ésta se relocalizó del 

complejo hacia una forma soluble. En los ensayos de inmunofluorescencia ZO-1 se encuentra 

en el citoplasma y en cortes inferiores a la región apical sin llegar a formar la estructura 

característica de panal de abeja o la línea continua en el extremo apical en aquellas 

monocapas incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC.  

Si bien otros grupos han reportado cambios en esta proteína, inducidos por Giardia como 

concentraciones puntuales a lo largo de las uniones pericelulares y una tendencia a migrar al 

citoplasma sin que existan cambios en el transcrito o en el estado de la proteína, en estos se 

han usado cepas de Giardia diferentes a la WB: Giardia aislado S2, las cepas GS/H7, 

WB/1267 y solo en uno se caracteriza el efecto de los trofozoítos WB pero en células Caco 

diferenciadas con 15 días post-confluencia  (Buret et al., 2002; Chin et al., 2002; Humen et 

al., 2011; Maia-Brigagao et al., 2012). Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que 

durante la interacción de trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A 

con las monocapas de células Caco-2/TC7 se altera la localización de esta proteína. Esta 

desorganización se explica considerando que ZO-1 se ensambla en el complejo de unión 
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apical actuando como una proteína de anclaje que une a los filamentos de F-actina con las 

proteínas de las uniones estrechas ocludina y claudina. Esto último le da la característica 

física de ser insoluble a detergentes pero cuando se encuentra en su forma soluble, es decir 

desensamblada del complejo, su distribución cambia; por tanto la insolubilidad a detergentes 

es una prueba que indica la integridad del complejo de las uniones intercelulares (Fujibe et al., 

2004; Lambert et al., 2005). La importancia de ZO-1 radica en que además de ser el centro 

organizador o nucleador del complejo de unión apical actúa como una señal temprana de 

posición durante el ensamblaje de las uniones adherentes para posteriormente reclutar a las 

proteínas de las uniones estrechas (Fanning and Anderson, 2009). Considerando lo anterior y 

los resultados obtenidos se puede sugerir que los trofozoítos que expresan a la proteína 

VSP9B10A contribuyen a alterar el correcto ensamblaje de la proteína ZO-1 en el complejo 

de unión apical, con lo cual se afectan las uniones intercelulares, explicando de esta manera la 

perdida de los contactos intercelulares en aquellas monocapas infectadas con la población de 

trofozoítos VSP9B10A.pAC. Sin embargo, con estos resultados no se pueden establecer los 

mecanismos moleculares que llevan a la redistribución de ZO-1 ni determinar si existe una 

interacción directa entre ambas proteínas o si el des-ensamblaje de ZO-1 es la consecuencia 

de la activación de receptores por parte la proteína VSP9B10A. Por otro lado, es importante 

establecer si los daños observados son consecuencia de los cambios en F-actina o viceversa, 

por lo que es necesario llevar a cabo estudios más detallados específicamente de interacciones 

proteína-proteína. Además debe considerarse que reportes previos señalan que tanto la 

deslocalización de F-actina como de ZO-1 en la Giardiasis parece estar mediada por la enzima 

MLCK (Scott et al., 2002) por lo que el determinar si existen cambios en el estado de esta 

enzima en las monocapas infectadas con los trofozoítos VSP9B10A podría aportar 

información sobre el mecanismo por el que estos alteran a F-actina y ZO-1. Así mismo una 

revisión reciente que discute las diferencias en los resultados reportados por distintos grupos 

de investigación señala que los cambios en F-actina podrían deberse a que las monocapas de 

células Caco2 se encuentran unidas a vidrio o plástico y que los cambios en ZO-1 son 

resultado de la apoptosis celular y no de la interacción del trofozoíto (Kraft et al., 2017). Sin 

embargo, en este trabajo se observa que los daños a las monocapas y los cambios en la 

distribución de F-actina se asocian con la presencia de la VSP9B10A en la población de 

trofozoítos utilizados para infectar a las monocapas, por lo que puede descartarse que estos 
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cambios se deban al soporte de las monocapas. En este contexto sería necesario determinar si 

ocurre apoptosis celular en las monocapas incubadas con esta VSP en mayor proporción que 

con trofozoítos WB y con los trofozoítos en los que se silenció la expresión de la VSP9B10A 

y si los cambios en ZO-1 son atribuibles a la apoptosis. Al respecto, Kraft y col., utilizan 

estaurosporina para inducir apoptosis en monocapas de células Caco y observan cambios en la 

localización de F-actina, ZO-1 y ocludina en comparación con monocapas incubadas con 

inóculos de trofozoítos bajos y altos; aunque ellos no reportan anormalidades en las proteínas 

de las uniones estrechas como se observó en este trabajo, que en las monocapas infectadas 

con los trofozoítos, los efectos inducidos por la estaurosporina son similares a los que 

generados en las monocapas incubadas con los trofozoítos que expresan constitutivamente a 

la proteína VSP9B10A, por lo que sería necesario determinar los niveles de apoptosis en estos 

ensayos. 

En el análisis de las proteínas de las uniones estrechas se encontró que también ocludina 

presenta una localización anormal citoplasmática y focalizada en las uniones pericelulares en 

aquellas monocapas incubadas con trofozoítos que expresan constitutivamente la proteína 

VSP9B10A.  En el caso de esta proteína además de la deslocalización se detectaron dos 

bandas; una de 65 kDa que corresponde al peso normal de esta proteína y otra de mayor peso 

molecular que aparece a las dos horas de co-incubación con los trofozoítos VSP9B10A.pAC y 

hasta veinticuatro horas después en las infectadas con trofozoítos WB y con los trofozoítos 

que expresan las cisteín proteasas Catepsina B-like y 14019, que fueron usadas como control. 

Lo anterior sugiere que los trofozoítos que expresan la proteína VSP9B10A activan 

mecanismos que inducen cambios en ocludina a tiempos cortos. En las infecciones con otros 

parásitos se ha observado que aparece un doblete de ocludina y que éste corresponde a un 

estado de hiper-fosforilación de la proteína que se distribuye en el citoplasma y no se 

ensamblada en las uniones estrechas (da Costa et al., 2005; Farshori and Kachar, 1999; 

Fasano and Nataro, 2004; Feldman et al., 2005; Mitic et al., 2000). Estudios específicos sobre 

este doblete muestran que ésta se encuentra fosforilada primordialmente en serina con alguna 

incorporación de treonina, (Farshori and Kachar, 1999). Estos cambios en Ocludina son de 

vital importancia ya que en la dinámica de ensamblaje de las uniones estrechas esta proteína 

regula la permeabilidad de la barrera epitelial y su desensamblaje impide de manera 

permanente que la barrera se cierre (Farshori and Kachar, 1999; Feldman et al., 2005; Wong, 
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1997). En los análisis in vitro de la infección con Giardia los efectos sobre esta proteína son 

controvertidos; mientras que algunos estudios muestran reportes de fosforilación (Humen et 

al., 2011) otros no encuentran cambios en ésta (Maia-Brigagao et al., 2012) aunque coinciden 

en que no existen cambios en su transcrito ni en su expresión. Estas diferencias podrían 

atribuirse a cambios cepa-dependientes y podían ser semejantes con los resultados obtenidos 

en este trabajo y sugerir que los trofozoítos que expresan la proteína VSP9B10A alteran de 

manera específica a Ocludina y que la expresión de la proteína VSP9B10A en una población 

que infecta es un factor que induce su disociación de las uniones estrechas. Sin embargo, se 

debe determinar  la asociación directa entre estas proteínas y descartar que los cambios sean 

consecuencia de la alteración de F-actina y ZO-1. 

Finalmente, también se analizó la proteína Claudina-1 de las uniones estrechas. En estos 

ensayos se detectó una localización distinta del patrón normal de localización de esta proteína 

en las uniones pericelulares  así como una posible degradación de esta proteína; sin embargo 

estos cambios se observaron  en todas las monocapas co-incubadas con las distintas 

poblaciones de trofozoítos sugiriendo que la desestabilización de claudina-1  no es 

dependiente de la presencia de la proteína VSP9B1A. Otros grupos han mostrado que 

claudina-1 no se ve afectada por Giardia o que su localización anormal es independiente del 

re-arreglo del citoesqueleto de actina inducido por este parásito (Humen et al., 2011). Se ha 

reportado que  claudina-1 es una de las proteínas cuya dinámica de ensamblaje no altera la 

permeabilidad o la TER del epitelio intestinal y que son las claudinas 4 y 7 las que tienen un 

papel más importante en el mantenimiento de la integridad de este epitelio, por lo que sería 

importante determinar el estado de éstas durante la liberación de la proteína VSP9B10A 

(Berkes et al., 2003; Buret, 2008; Medigeshi et al., 2009; Troeger et al., 2007). 

Cuando los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A se incubaron 

con el inhibidor de cisteín proteasas E-64, previo a los ensayos de co-incubación, los daños a 

las monocapas, así como la deslocalización de F-actina y ocludina no se observaron, ni se 

detectó la banda de degradación de claudina-1. Estos resultados sugieren que el inhibidor 

podría estar bloqueando la actividad de cisteín proteasa-like determinada en silico. Lo anterior 

se corroboró con el modelaje tridimensional donde se estableció que el inhibidor E-64 puede 

acoplarse a la proteína VSP9B10A de manera similar que a la Catepsina B. De estos ensayos 

se puede inferir que el inhibidor E-64 bloquea la actividad proteolítica de algún componente 
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presente en la superficie del trofozoíto y que éste podría ser la proteína VSP9B10A. Así 

mismo se pude sugerir que esa actividad proteolítica altera al complejo de unión apical 

formado por F-actina, ocludina y claudina-1, a esta última de manera inespecífica, al parecer 

consecuencia de la desestabilización de las dos primeras. Sin embargo, la relación directa 

entre la proteína VSP9B10A, la actividad proteolítica y el inhibidor debe ser establecida; por 

ejemplo, a través de mutaciones sitio-específicas sobre los residuos que estarían formando la 

triada catalítica en la proteína VSP y mediante el empleo de otros inhibidores que descarten el 

bloqueo de proteasas distintas al tipo cisteín-proteasas que puedan ser causantes de los daños 

a las monocapas. 

En resumen, el análisis del efecto de la población de trofozoítos que expresa 

constitutivamente la proteína VSP9B10A sobre el complejo de unión apical sugiere que la 

liberación de esta proteína puede alterar, en parte, la integridad de la barrera epitelial 

desestabilizando a las proteínas ocludina, ZO-1 y alterando el cinturón de actina. Sin 

embargo, mediante los análisis realizados no se puede definir la secuencia de eventos que 

llevan a los cambios detectados en estas proteínas. Varios mecanismos podrían participar uno 

sería que la proteína VSP9B10A pueda activar receptores y vías de señalización que 

desemboquen en la despolimerización de actina y esto a su vez en la imposibilidad de 

ensamblar el complejo de unión apical. Otra posibilidad es que ésta actúe directamente sobre 

la proteína ocludina evitando el cierre de las uniones estrechas y con ello desestabilizando a 

ZO-1 y actina o que active vías que induzcan cambios en la proteína ZO-1 impidiéndole 

llevar a cabo su función de proteína nucleadora. Otro escenario sería el que estos trofozoítos 

induzcan procesos en el enterocito que no identificamos en este trabajo y que el resultado 

final sea la desestabilización del complejo apical que observamos. 

Para discernir el o los mecanismos patofisiológicos de los trofozoítos que expresan a la 

proteína VSP9B10A se requieren estudios más detallados que incluyan el uso de la proteína 

purificada, así como el uso de estabilizadores del citoesqueleto de actina como jasplakinolida 

(JAS) que permitiría discriminar un efecto directo sobre el citoesqueleto de actina. Otras 

estrategias experimentales que podrían ayudar a precisar el mecanismo de acción de la 

proteína VSP9B10A son ensayos que muestren las interacciones proteína-proteína. Estas 

incluirían técnicas como co-inmunoprecipitación, ensayos de pull down, crosslinking in vivo, 

crosslinking químico seguido de espectrometría de masas y ensayos de fago display. Estás 
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permitirían discernir las posibles proteínas blanco y vías de señalización activadas por esta 

proteína, incluso ensayos de microarreglos o proteómica de los enterocitos para determinar 

qué cambios ocurren en los transcritos o las proteínas de estos durante la infección con los 

trofozoítos VSP. 

Con respecto a lo anterior el siguiente paso en este trabajo experimental se dirigió a explorar 

uno de los posibles mecanismos de acción de la proteína VSP9B10A; en particular la 

hipótesis de que es un efecto sobre el cinturón de actina el que desencadena los daños a la 

integridad del epitelio intestinal. Cabe señalar que también se planteó el uso de las técnicas de 

fago display y Far-western blot para establecer las interacciones proteína-proteína e 

identificar a los blancos de la VSP9B10A, pero sus usos fueron limitados ya que durante este 

trabajo no se pudo obtener la proteína VSP9B10A recombinante purificada y activa. 

Con la finalidad de determinar si el factor desencadenante de la ruptura de la barrera epitelial 

es el desensamblaje de la actina apical se optó por analizar la dinámica de polimerización de 

actina y la vía de señalización de Rho GTPasas (Harhaj and Antonetti, 2004; Ivanov et al., 

2004). Lo anterior considerando que cuando existe un desequilibrio en la dinámica de 

polimerización de actina la forma globular se encuentra en mayor proporción que los 

Filamentos y a que la vía de señalización de las Rho GTPasas es una de las principales 

reguladoras del ensamblaje del citoesqueleto de actina (Hopkins et al., 2000). El  componente 

de esta vía Rho A es un mediador clave en el desarrollo de las fibras de actina y  en el re-

arreglo del citoesqueleto mientras que Rho tienen un papel importante en la regulación de la 

estructura del epitelio su funcionalidad y ensamblaje (Bruewer et al., 2004; Hopkins et al., 

2000; Popoff and Geny, 2009; Wojciak-Stothard et al., 2001). Si se presenta un desbalance ya 

sea en la activación o inactivación de estas proteínas generado por virus, bacterias y parásitos, 

se activa la  traducción señales que desembocan en el incremento de la permeabilidad celular, 

degradación de los filamentos de actina y en consecuencia a la perdida de el anillo de unión 

perijunctional y a la redistribución de las proteínas ZO-1 y ocludina que a su vez inducen 

cambios en la morfología celular (Bruewer et al., 2004; Hopkins et al., 2000; Popoff and 

Geny, 2009); específicamente la inactivación de Rho A induce una incremento en la 

permeabilidad paracelular después de un corto tiempo (Bruewer et al., 2004; Popoff and 

Geny, 2009). En este caso a nivel experimental se buscó determinar si existían cambios en la 

polimerización de actina solo atribuibles a la presencia de la proteína VSP9B10A mediante el 
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uso de Desoxirribonucleasa 1 que se une de manera específica a la forma globular de actina 

(Varol et al., 2012) 

Los resultados no mostraron ninguna diferencia entre las monocapas incubadas con las 

distintas poblaciones de trofozoítos, ni con las monocapas incubadas sin infectar lo que 

sugiere que Giardia no altera directamente la polimerización de novo de actina si no que 

perturba el correcto ensamblaje del cinturón apical. Por lo anterior se procedió a determinar el 

estado de la vía de las pequeñas GTPasas Rho/Rac/Cdc42 ya que la activación de esta cascada 

lleva a la constricción de las fibras de actina (Hopkins et al., 2000). El estado de activación de 

cada una de estas proteínas se determinó en las diferentes condiciones de incubación 

encontrándose que todas ellas estaban inactivas sugiriendo que los trofozoítos VSP9B10A no 

parece actuar a través de la vía de señalización Rho/Rac/Cdc42. Considerando lo anterior es 

posible que otras enzimas y vías de señalización involucradas en la formación y estabilidad 

del cinturón de actina podrían estar siendo moduladas durante la infección con trofozoítos que 

expresan constitutivamente a la proteína VSP9B10A. Al respecto algunos estudios muestran 

que durante la Giardiasis se encuentra disminuida la actividad de la cinasa de la cadena ligera 

de miosina (MLCK) cuya función es mantener cerrado el anillo de actina del complejo de 

unión apical (Hopkins et al., 2000; Wojciak-Stothard et al., 2001) así como modular el 

ensamblaje de los filamentos de la red terminal y del núcleo de las microvellosidades con el 

cinturón de actina (Mooseker, 1985; Peterson and Mooseker, 1992). En este contexto, sería 

importante establecer si existe una relación directa entre la proteína VSP9B10A y la 

alteración en la actividad de esta cinasa que podría en parte explicar los efectos observados en 

las monocapas. Otra vía de señalización que podría estar alterada por los trofozoítos 

VSP9B10A es la que involucra a cofilina 1/ADF y a Arp2/3 ya que ésta también participa en 

la regulación de la formación del anillo perijunctional de actina; aunque en el caso de la 

patofisiología de la Giardiasis no existen reportes de que esta vía se encuentre afectadas. Por 

otra parte en modelos murinos de Giardiasis se ha demostrado que ocurren cambios en dos 

proteínas también reguladoras del citoesqueleto: ezrina y villina (Solaymani-Mohammadi and 

Singer, 2013); otra posibilidad sería analizar las proteínas ROCK (p160ROCK/ROKb, ROCK 

/ROKa /ROCK II. ROCK) ya que éstas son la principal vía reguladora de la contractilidad del 

citoesqueleto a través de la activación de MLCK y la cadena ligera de miosina (MLC) 
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(Bruewer et al., 2004; Bustelo et al., 2007; Hopkins et al., 2003; Popoff and Geny, 2009; 

Walsh et al., 2001). 

Asimismo durante este trabajo se analizó el estado de los Receptores Activados por Proteasa 

(PAR) considerando el papel regulador de estos sobre la barrera epitelial y en que su 

activación por parásitos y bacterias altera la localización de F-actina, ZO-1 y ocludina, así 

como la permeabilidad paracelular y la secreción de cloro del epitelio intestinal (Buresi et al., 

2002; Chin et al., 2008; Enjoji et al., 2014; Flynn and Buret, 2004; Macfarlane et al., 2001; 

Ossovskaya and Bunnett, 2004; Schmidlin and Bunnett, 2001; Vergnolle, 2000). Además, se 

consideró que la proteína VSP9B10A por su localización en la superficie del trofozoíto y por 

la actividad proteolítica mostrada podría desenmascarar a estos receptores durante la 

interacción con el enterocito. Se han reportado varios estudios en los que se ha descrito que la 

activación de PAR 1 y 2 en el tracto intestinal induce apoptosis de manera Caspasa 3 y 

MLCK dependiente y que este mecanismo coincide con la ruptura de las uniones estrechas y 

con algunos factores patofisiológicos descritos para la Giardiasis (Chin et al., 2008).  

En nuestro estudio la evaluación del estado de estos receptores durante la interacción de los 

trofozoítos WB y VSP9B10A.pAC con monocapas de células Caco2/TC7 se analizó a nivel 

producción del transcrito, así como en la localización y cambios en la proteína. Las qRT-PCR 

mostraron que existe un incremento de cerca de una unidad en la producción de PAR-1 y de 

cerca de 4 veces en los receptores PAR-2 en aquellas monocapas incubadas con los 

trofozoítos VSP9B10A en comparación los trofozoítos WB, lo que sugiere que la población 

de trofozoítos que expresan a la proteína VSP9B10A puede estar activando la expresión de 

estos receptores, específicamente los PAR-2; sin embargo es necesario determinar si su 

activación ocurre a tiempos más cortos, particularmente antes de que se observen los daños en 

la monocapa, para establecer si es la activación del transcrito y la proteína PAR-2 la 

responsable de los cambios en las uniones estrechas y descartar que el incremento en su 

expresión sean el resultado de los daños en las monocapas. Cabe señalar que la población de 

trofozoítos que expresan la proteína VSP9B10A mostró un incremento inferior al inducido 

por los trofozoítos que expresan las proteasas Catepsina B-like o 14019 de Giardia, 

poblaciones que se utilizaron como control del efecto positivo de proteasas bien 

caracterizadas sobre estos receptores. Los receptores PAR se activan por un mecanismo 

irreversible que comprende un corte en el extremo amino terminal, que al exponerse sirve 
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como un ligando que se une a una región conservada en el segundo loop extracelular del 

receptor en cuestión. Debido a esto, los PAR son producidos y reciclados constantemente en 

las células que los expresan (Macfarlane et al., 2001; Schmidlin and Bunnett, 2001) además 

particularmente en el intestino su regulación es un proceso fino ya que están expuestos a las 

proteasas intestinales y estos pueden ser activados promiscuamente por cisteín, serín y 

metaloproteasas, aunque con efectos diferenciales (Bohm et al., 1996; Hein et al., 1994; 

Macfarlane et al., 2001; Ossovskaya and Bunnett, 2004; Schmidlin and Bunnett, 2001; 

Vergnolle, 2000). Algunos autores postulan que parásitos intestinales a los que se les ha 

determinado una gran cantidad de proteasas como E. histolytica, C. parvum e incluso Giardia 

duodenalis pueden estar actuando al activar a los receptores PAR (Flynn and Buret, 2004). 

Sin embargo hasta el momento solo se han identificado a H.pylori como un inductor y a las 

proteasas gingipaina R de Porphyromonas gingivalis, las serín proteasas Der p3 y p9 de 

Dermatophagoides pteronyssinus y de Blattella germanica (Flynn and Buret, 2004; Sekiguchi 

et al., 2012). 

En cuanto al análisis de la localización de estos receptores en las monocapas infectadas se 

observaron cambios solo en el receptor PAR-2, particularmente en aquellas incubadas con los 

trofozoítos VSP9B10A.pAC, similares a los generados por tripsina y catepsina B-like usadas 

como controles positivos. En estos casos se observó un claro patrón de distribución en la 

membrana citoplasmática y no en las monocapas incubadas con los trofozoítos WB o sin 

tratar. La caracterización de estos receptores y su activación indican que cuando son activos 

se movilizan desde las cisternas citoplasmáticas para relocalizarse en la membrana apical y 

basolateral (Chin et al., 2008). Se han reportado que los receptores PAR2 se localizan 

predominantemente en los enterocitos de las vellosidades y de las criptas (Vergnolle, 2000). 

Los resultados obtenidos sugieren que la población de trofozoítos VSP9B10A activan la 

transcripción de los receptores PAR-1 y 2 en los enterocitos pero que este incremento no es 

exacerbado debido a las reservas citoplasmáticas y por otra parte que este antígeno induce un 

cambio especifico solo en el patrón de localización de PAR-2 que concuerda con el estado 

activado del receptor. Sin embargo, se requieren otros estudios para corroborar que ocurre la 

interacción directa entre la proteína VSP9B10A y los receptores PAR, así mismo debe 

establecerse si el cambio en su distribución se presenta a tiempos cortos y si es especifica de 

la activación de los receptores PAR y no un cambio debido al daño celular. Esto considerando 
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que cuando se llevó a cabo la inmuno-detección de estos receptores en los extractos totales 

provenientes de las monocapas en cada condición de incubación no se observaron diferencias 

atribuibles a las distintas poblaciones de trofozoítos utilizados en los co-cultivos de 

trofozoítos y células epiteliales. Para el estudio más específico de la activación de estos 

receptores durante la co-incubación con las diferentes poblaciones de trofozoítos debe 

considerarse el tipo de anticuerpos contra los receptores PAR a utilizar ya que existen 

anticuerpos que reconocen la forma activa o la inactiva; por lo que la utilización de ambos 

aportaría más información sobre el estado de estos receptores durante la interacción. En este 

trabajo se utilizó un anticuerpo que reconoce el fragmento que va del aminoácido 230 al 328 

situado en el loop al que se une el fragmento liberado una vez activado el receptor (Adams et 

al., 2012). Esto último permite detectar todas las formas del receptor incluso aquellas no 

activas debido a que esta fracción siempre se encuentra expuesta; así mismo puede explicar la 

detección de bandas de mayor peso molecular que parecen corresponder a diferentes estados 

de glicosilación de los receptores. En cambio, cuando se utilizó en la inmunodetección un 

anticuerpo dirigido contra la fracción que va del aminoácido 37 al 50, el ligando “atado” que 

es liberado al ser activado el receptor por las proteasas, se observó solo un pequeño 

incremento en los extractos de monocapas incubadas con los trofozoítos VSP9B10A.pAC que 

podría ser la fracción de receptores que se encuentran en la forma activa. Al respecto existen 

referencias que comparan la efectividad, especificidad y selectividad de los anticuerpos 

disponibles en el mercado en distintas técnicas como Western-blot, Inmunofluorescencia, 

Citometría de Flujo e Inmunohistoquìmica y que muestran que los resultados pueden ser 

contradictorios. En particular estos trabajos reportan que el anticuerpo SAM-11 pero no H-99 

detecta al receptor activado y también señala que los anticuerpos N19 y C17 son más 

específicos en la técnica de Western-blot; mientras que H-99 detecta de manera específica al 

receptor PAR-2 activado en inmunohistoquìmica (Adams et al., 2012). Si bien esta 

información podría respaldar los resultados obtenidos, se requiere llevar a cabo ensayos más 

detallados e incluir otros controles para asegurar que no existe una señal no especifica y se 

pueda sugerir que la presencia de la proteína VSP9B10A expresada en la población de 

trofozoítos induce la producción y activación del receptor PAR-2.  

El estudio de la posible activación de los receptores PAR-2 por la proteína VSP9B10A es 

importante ya que podría explicar los efectos observados sobre la integridad del complejo de 
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unión apical dentro del contexto de las vías de señalización que son encendidas cuando PAR-

2 se activa. Como ejemplos la generación de InsP3 y la movilización de calcio intracelular 

son consecuencias de esa activación (Buresi et al., 2002; Buresi et al., 2001; Chin et al., 2008; 

Ishii et al., 1993; Schmidlin and Bunnett, 2001). Otro aspecto importante es que la activación 

de PAR-2 tiene efectos pro-inflamatorios, como la acumulación de eosinófilos y neutrófilos y 

la sobre regulación de los transcritos de IL-8 y la producción de TNFα (Vergnolle, 2000). 

Durante la infección con Giardia no hay una respuesta inflamatoria por lo que sería 

importante llevar a cabo el análisis de una posible relación entre la activación de PAR-2 y la 

producción del transcrito de IL-8 durante la infección con los trofozoítos VSP9B10A.pAC. 

En este contexto, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la producción del 

transcrito de IL-8 se incrementa cerca de 30 veces en las monocapas tratadas con los 

trofozoítos WB y en las tratadas con las proteasas mientras que en las infectadas con los 

trofozoítos que expresan la proteína VSP9B10A éste se incrementa solo cerca de 10 veces en 

comparación con el control de células sin infectar. Lo anterior discrepa del incremento de los 

transcritos donde los trofozoítos WB activan casi en la misma proporción la producción del 

transcrito del receptor PAR que los trofozoítos que expresan la proteína VSP9B10A. Estos 

resultados sugieren que son otros mecanismos los que activan la expresión de esta 

interleucina además del receptor PAR-2. Por lo tanto estos resultado deben ser analizados de 

manera independiente ya que se ha reportado que en la Giardiasis esta interleucina se 

encuentra disminuida; aunque la inducción de su producción también parece ser un fenómeno 

cepa dependiente además de que se ha mostrado que el trofozoíto puede controlar el nivel de 

esta interleucina a través de un mecanismo dependiente de Catepsina B (Cotton et al., 2014). 

Así es necesario realizar más estudios para establecer si la proteína VSP9B10A activa 

directamente la producción de IL-8 así mismo debe establecerse la respuesta inmune que esta 

proteína VSP activa en el hospedero.  

En resumen, los resultados experimentales obtenidos durante este trabajo muestran que la 

producción de la proteína VSP910A es inducida por el contacto de los trofozoítos de Giardia 

con el enterocito y que durante esta interacción la proteína es liberada al medio generando en 

parte daños a la integridad del epitelio intestinal. En particular ésta podría tener un efecto 

sobre el complejo de unión apical deslocalizando a F-actina a las proteínas ZO-1 y Ocludina e 

incrementando la permeabilidad de la barrera epitelial, por lo que esta proteína podría ser 
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considerada como un factor de virulencia (Figura 57). Sin embargo, los mecanismos por los 

que estos cambios ocurren deben investigarse en detalle, para entender cómo se libera la 

proteína VSP910A, cuál sería el blanco inicial de esta proteína, y si la liberación de ésta la 

actividad proteolítica están ligadas directamente al efecto sobre las proteínas del complejo de 

unión apical. La purificación de esta proteína es un aspecto crucial para llevar a cabo la 

caracterización bioquímica y enzimática de ésta que permitiría comprender el mecanismo de 

esta proteína sobre las células epiteliales. Por otro lado, sería importante analizar la respuesta 

inmune que esta proteína genera en el hospedero, así como determinar los efectos que pueda 

tener esta en un modelo experimental de infección para Giardiasis. 

 

 

 

En general en este trabajo se establece que la proteína VSP9B10A parece tener un papel en la 

patofisiología de la Giardiasis, siendo este estudio el primero que se enfoca en el análisis de la 

participación de una proteína Variable de superficie en las primeras fases de la interacción del 

trofozoíto con la célula epitelial y en la actividad atípica de una proteína de esta familia de 

antígenos. Finalmente, este trabajo aporta nueva información acerca de la biología de este 

 
 

Figura 57. Modelo propuesto sobre el efecto de la infección con trofozoítos que expresan 

constitutivamente a la proteína VSP9B10A sobre células del epitelio intestinal. 

Cuando las monocapas de células epiteliales se incuban con los trofozoítos que expresan ya sea 

constitutivamente, en el caso de los trofozoítos transfectados con el plásmido VSP9B10A.pAC o 

mayoritariamente, en el caso de una población de trofozoítos WB, la proteína VSP9B10A se observa la 

perdida de la integridad de la barrera epitelial, el incremento de la permeabilidad paracelular y la 

deslocalización de las proteínas del complejo de unión apical: F-actina, ZO-1 y ocludina. Estos cambios 

pueden relacionarse con la detección de la proteína VSP9B10A en los sobrenadantes de interacción y en 

una banda de proteólisis de 75 kDa.  
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parásito y plantea una posible explicación para los fenómenos de patogenicidad y virulencia 

cepa/dependiente reportados para Giardia que puede ser empleados en el desarrollo de 

fármacos específicos contra este parásito. 

 

CONCLUSIONES 

En este trabajo se evaluó el efecto de poblaciones de trofozoítos de Giardia duodenalis que 

expresan homogéneamente a la proteína VSP9B10A durante su interacción con células 

epiteliales.  

1. Se determinó que los trofozoítos que expresan constitutivamente a la proteína 

VSP9B10A en su superficie inducen daños en las monocapas de células IEC-6, MDCK 

y Caco-2/TC7 durante la interacción con éstas. Estos daños también se presentaron 

cuando la población de trofozoítos WB empleados en ensayos de co- incubación 

expresaron de manera mayoritaria a la proteína VSP9B10A y no cuando su expresión se 

bloqueó en los trofozoítos. 

2. Los niveles de transcrito y de la proteína VSP9B10A se incrementan durante la 

interacción con las células epiteliales y el patrón de distribución de la proteína cambia 

en la superficie de los trofozoítos.  

3. Los daños a las monocapas correspondieron con un incremento en la permeabilidad 

paracelular y con la deslocalización de las proteínas del complejo de unión apical F-

actina, ZO-1 y Ocludina; así como con la detección de la proteína VSP9B10A en 

sobrenadantes de interacción en una banda de proteólisis de 75 kDa en aquellos 

provenientes de la interacción con trofozoítos VSP9B10A positivos. 
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PERSPECTIVAS 

Durante el presente trabajo se logró establecer que la proteína VSP9B10A parece actuar como 

un factor de virulencia en Giardia, pero es necesario llevar a cabo otros estudios para 

determinar el mecanismo de acción de esta proteína durante la interacción con su célula 

blanco. Considerando que el trabajo se llevó a cabo con las poblaciones de trofozoítos que 

mediante transfección expresaron constitutivamente a la proteína VSP9B10A, es necesario 

llevar a cabo estudios empleando a la proteína VSP9B10A purificada para establecer una 

relación directa entre la proteína y los daños observados. 

1. Realizar los estudios en cultivos de enterocitos empleando la proteína VSP9B10A 

purificada 

2. Confirmar el análisis bioinformático mediante una caracterización bioquímica o 

enzimática ya sea con la proteína purificada o en las poblaciones de trofozoítos que 

constitutivamente expresan a la proteína VSP9B10A, empleando ensayos de mutaciones 

sitio dirigidas o utilizando un inhibidor especifico de cisteín proteasas. 

3. Caracterizar con que proteínas o receptores interactúa la proteína VSP9B10A para 

generar el daño al epitelio intestinal y los cambios en las proteínas del complejo de 

unión apical mediante co-inmunoprecipitación ligada a Espectrometría de masas, 

crosslinking in vivo, o ensayos de fago display. 

4. Determinar la respuesta inmunológica que se activa por esta proteína en el hospedero y 

así establecer si esta puede ser útil en la generación de respuestas protectoras en éste. 
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