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Resumen 

Giardia lamblia es un parásito intestinal de importancia médica y filogenética pues causa 

la enfermedad gastrointestinal conocida como giardiasis y es también considerado como 

un organismo eucariota de divergencia temprana. La proteómica es una tecnología post-

genómica que hace uso de diversas técnicas tales como electroforesis uni y bidimensional, 

cromatografía de alta resolución, espectrometría de masas, técnicas de marcación de 

proteínas y el uso indiscutible de la bioinformática, para identificar el conjunto completo  de 

proteínas que están presentes en un organismo completo, en parte de él, o en un suceso 

particular. 

 

En Giardia se han llevado a cabo diferentes investigaciones de tipo proteómico que 

pretenden estudiar aspectos como, el proceso de enquistamiento, su morfología y 

organelos celulares (como los mitosomas, vesículas y citoesqueleto), su virulencia y 

resistencia, y estudios de comparación entre diferentes cepas del parásito.  En este trabajo 

se presenta un panorama general del alcance de dichos estudios proteómicos en Giardia. 

De otra parte, se muestran también los resultados de una minería de datos preliminar 

realizada cruzando algunos de los estudios proteómicos revisados. De esta manera el 

material presentado sirve de base para la futura realización de otros estudios en 

proteómica y/o biología de sistemas y resalta aspectos interesantes que pueden ser 

profundizados posteriormente. 

 

Palabras clave: (Giardia, Proteoma, Proteómica, Post-genómica, Minería de datos).  
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Abstract 

Giardia lamblia is an intestinal parasite of medical and phylogenetic importance because it 

causes the gastrointestinal disease known as giardiasis and is also considered as a 

eukaryotic organism of early divergence. Proteomics is a post-genomic technology that 

makes use of various techniques such as uni and two-dimensional electrophoresis, high 

resolution chromatography, mass spectrometry, protein labelling  techniques and the 

indisputable use of bioinformatics to identify the whole set of proteins that are present in a 

complete organism, part of it, or in a particular event. 

 

In Giardia, different proteomic investigations have been carried out to study aspects such 

as the encystment process, its morphology and cellular organelles (such as the mitosomes, 

vesicles and cytoskeleton), its virulence and resistance, and comparative studies between 

different strains of the parasite. This work presents an overview of the scope of such 

proteomic studies in Giardia. On the other hand, the results of a preliminary data mining 

performed through some of the revised proteomic studies are also shown. In this way, the 

material presented serves as a basis for the future realization of other studies in proteomics 

and / or systems biology and highlights interesting aspects that can be further studied. 

 

Keywords: (Giardia, Proteome, Proteomics, Post-genomic, Data Mining) 
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Introducción 

 

Giardia lamblia (syn. G. intestinalis o G. duodenalis) es uno de los parásitos más comunes 

en enfermedades intestinales humanas alrededor del mundo, siendo el causante de la 

enfermedad conocida como Giardiasis. Esta enfermedad puede llegar a ser asintomática 

hasta conducir a cuadros clínicos graves de diarrea y malnutrición (Carranza & Luján, 

2010). Además, el organismo G. lamblia pertenece al grupo filogenético con la divergencia 

más temprana de los eucariotas, por lo que se considera uno de los eucariotas más 

primitivos (Luján, 2006); este parásito carece de algunos orgánulos típicos eucariotas como 

las mitocondrias, peroxisomas y aparato de Golgi, lo que conlleva a que muestre algunas 

rutas metabólicas típicas de los procariotas (Carranza & Luján, 2010). Por esta razón, se 

pueden considerar los estudios en G. lamblia de gran interés e importancia en la 

investigación médica y así mismo, filogenética. 

 

Diversas metodologías se han aplicado para el estudio de G. lamblia. De los estudios 

moleculares actuales realizados se resaltan los estudios genómicos, transcriptómicos y 

proteómicos. La proteómica, metodología de alta definición muy usada en las últimas 

décadas, en la llamada era post-genómica, le permite al investigador conocer el conjunto 

de proteínas o proteoma que se expresan en la célula, en una sección específica de ella 

y/o en ciertas condiciones determinadas. Conocer el proteoma de un organismo permite 

avanzar considerablemente en otras áreas de la investigación como la medicina o la 

biología molecular, así mismo, contribuye al enriquecimiento de las bases de datos, la 

cuantificación y localización de las proteínas, sus modificaciones postraduccionales, y las 

interacciones proteína-proteína. A través de este tipo de análisis, se obtiene información 

particularmente útil para caracterizar microorganismos patógenos. De hecho, si se 

comparan las proteínas expresadas en diferentes etapas de la infección se podrían 

identificar objetivos potenciales para el desarrollo de antibióticos y/o una comprensión 

mejor de los mecanismos implicados en el desarrollo de estas enfermedades (Séraphin & 

Hettich, 2012). 



2 Introducción 

 

 

En el caso específico de G. lamblia, la proteómica es un recurso valioso para dilucidar la 

función de su genoma, donde casi el 70% de los modelos de genes predichos codifican  

productos hipotéticos (Faso, Bischof, & Hehl, 2013). Así mismo, se permite la comparación 

del proteoma con el de otras especies para estudios filogenéticos posteriores y ofrece el 

potencial para un mejor entendimiento de la relación hospedero-parásito y el 

establecimiento de la enfermedad de la Giardiasis. 

 

En el grupo de investigación, Laboratorio de Investigaciones Básicas en Bioquímica – 

LIBBIQ, de la Universidad Nacional de Colombia, se tiene como objeto el estudio de los 

procesos bilógicos y moleculares fundamentales de las células usando como modelos los 

parásitos Giardia lamblia, Plasmodium falciparum y el género Leishmania. De allí radica el 

interés de conocer cuáles han sido los estudios realizados en estos organismos, en 

especial en proteómica de G. lamblia, que es en lo que está enfocado este trabajo. 

 

Se hace necesario recopilar y analizar la información de los estudios proteómicos en G. 

lamblia con el fin de obtener un recurso que permita direccionar y dirigir futuras 

investigaciones tanto experimentales como computacionales. Hacer un diagnóstico del 

estado actual permite evidenciar las tecnologías usadas y tener un criterio más estricto de 

su elección en el momento de abordar estudios de proteómica, como también identificar 

los nuevos avances y desarrollos en este tipo de técnicas. Se puede evidenciar, también, 

cuales son los vacíos de conocimiento en cuanto a proteómica y, así mismo, se pueden 

plantear posibles usos a los datos obtenidos en cada investigación realizada. “Conocer el 

estado actual del conocimiento permite a los investigadores evitar la duplicación 

involuntaria de un estudio y centrarse en aspectos relativamente poco explorados de un 

tema”1. 

 

Por otra parte, el poder conocer y secuenciar el genoma de un organismo, como también, 

el desarrollo de técnicas biomoleculares avanzadas, han conducido a obtener cantidades 

masivas de información biológica. Esta información no tendría relevancia si no se realiza 

                                                
 

1 Tomado de: http://www.uv.es/invsalud/invsalud/antecedentes-impresora.htm, consultado el 
2/12/2014 
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un análisis profundo de ella.  De aquí la importancia de realizar análisis cruzados entre 

diferentes conjuntos de datos que permitan obtener un tipo de información que no resulta 

evidente cuando se analizan los estudios por separado. Esta meta-información obtenida, 

por lo tanto, adquiere una gran importancia en la denominada era post-genómica. 

 

En el trascurso del trabajo se hizo una recopilación de los estudios proteómicos llevados a 

cabo en G. lamblia analizando las técnicas usadas y los datos obtenidos; y como una 

segunda parte se realizó un acercamiento a la minería de datos para extraer meta 

información proveniente de los datos proteómicos obtenidos en algunos de las 

investigaciones realizadas por varios autores. 

 

El presente trabajo está diseñado por capítulos, en los cuales se tratan aspectos 

importantes de la investigación proteómica en G. lamblia. En el primer capítulo, el marco 

teórico, se incluye aspectos relacionados con la biología del parásito, como también la 

teoría que fundamenta los estudios de proteómica. En el segundo capítulo, titulado 

metodología, se describe la manera en la cual se llevó a cabo la revisión bibliográfica y la 

minería de datos para la obtención de meta-información. Los capítulos 3 y 4 reflejan los 

resultados de este trabajo en términos del establecimiento del panorama actual de los 

estudios de proteómica en G. lamblia, y los aportes en meta-información provenientes de 

la minería de datos, respectivamente. Finalmente, se recopilan algunas conclusiones y se 

proponen recomendaciones en un capítulo final. 

 





 

 
 

1. Marco Teórico 

1.1 Biología de Giardia lamblia 

1.1.1 Taxonomía 

No obstante Giardia posee un conjunto de características morfológicas específicas que la 

diferencian de todos los demás protozoos, el que posea un amplio rango de hospederos y 

así mismo la falta de características morfológicas que sirvan para medir esta especificidad 

han dado lugar a años de debate y discusión. Solo con la ayuda de herramientas 

moleculares se ha podido establecer en gran parte la taxonomía de este parásito, por lo 

que, se considera a la taxonomía de Giardia como el enfoque investigativo que más 

controversia ha tenido en sus años de investigación (Thompson & Monis, 2011). 

 

Giardia lamblia fue observado y descrito por primera vez en 1681 por Antonie van 

Leeuwenhoek, al observar por el microscopio óptico sus propias heces (Dobell, 1920; Ford, 

2005). Sin embargo, fue el medico checo Vilem Dusan Lambl en 1859, quien hizo una 

observación detallada de este organismo, nombrándolo como Cercomonas intestinalis. En 

1888, Rafael Anatole Émile Blanchard le acuñó el término Lamblia intestinalis. El nombre 

definitivo Giardia lamblia fue designado en 1915 por Charles Wardell Stiles, en honor al 

Profesor A. Giard en París y al Doctor Lambl. Al principio, Giardia se consideró como parte 

de la flora normal del humano, hasta el año 1950 que se estableció su patogenicidad 

mediante estudios clínicos (Ford, 2005).  

 

Con base en las características morfológicas observadas tanto en microscopia de luz como 

electrónica, y en relación con el hospedero, el género Giardia se divide en seis especies: 

Giardia agilisin parásito de anfibios, Giardia ardeae y Giardia psittaci de aves, Giardia 

microti y Giardia muris de los roedores, y Giardia lamblia en mamíferos (Tabla 1.1).  

Posteriormente, todas estas especies han sido establecidas utilizando la secuenciación de 
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ARN ribosomal apoyado a la vez por la secuenciación de otros genes (Plutzer, Ongerth, & 

Karanis, 2010; Ryan & Cacció, 2013). 

 

Tabla 1-1: Especies de Giardia y hospederos involucrados. Modificado de Thompson, R. 
(2011). 

Especie Hospedero Características Morfológicas 

Giardia agilisin Anfibios Largos, trofozoítos angostos con 

cuerpos medianos en forma de 

garrote. 

Giardia ardeae Aves Trofozoítos redondeados, con una 

marca prominente en el disco ventral y 

un flagelo caudal rudimentario. 

Cuerpos medianos redondo-ovalados 

con forma de garra. 

Giardia psittaci Aves Trofozoítos en forma de pera, sin 

reborde ventrolateral. Cuerpos 

medianos con forma de garra. 

Giardia microti Roedores Trofozoítos similares a G. lamblia. 

Quistes maduros contienen trofozoítos 

totalmente diferenciados. 

Giardia muris Roedores Trofozoítos redondeados con cuerpos 

medianos pequeños y redondos. 

Giardia lamblia Mamíferos Trofozoítos en forma de pera con 

cuerpos mediano en forma de garra. 

 

Giardia lamblia (syn. Giardia intestinalis, Giardia duodenalis), es la única especie que 

infecta humanos, aunque se puede encontrar también en otros mamíferos, especialmente 

domésticos. Una gran cantidad de datos, basados especialmente en polimorfismos de ADN 

y de proteínas, ha demostrado que G. lamblia en realidad debe ser considerado como un 

complejo de especies diferentes, asignándoseles por lo menos ocho arreglos genéticos 

distintos (de A a H). (Tabla 1-2). Comparaciones a nivel del genoma completo mostraron 

distancias genéticas muy marcadas entre los diferentes arreglos genéticos, y han reforzado 

la idea de que los grupos A, B y E (los tres genomas secuenciados disponibles 

actualmente) representan especies distintas (Ryan & Cacció, 2013). 
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Tabla 1-2: Grupos genéticos reconocidos actualmente de G. lamblia, distribución de 
hospedero y taxonomía propuesta. Adaptado de Ryan (2013) y Thompson (2011) 

Grupo 

Genético 

Hospedero Nombre de especie 

propuesta 

A Humanos y otros primates, 

rumiantes domésticos, perros, 

gatos y algunas especie 

silvestres. 

Giardia lamblia 

B Humanos y otros primates, 

perros, caballos, conejos, y 

otras especies silvestres. 

Giardia enterica 

C Perros y otros canidos Giardia canis 

D Perros y otros canidos Giardia canis 

E Rumiantes domésticos, 

cerdos 

Giardia bovis 

F Gatos Giardia catis 

G Ratas Giardia simondi 

H Mamíferos marinos  

 

Según la clasificación taxonómica de este parásito protista, Giardia spp se encuentran en 

el Filum Metamonada, Clase Trepomonadea, y el Orden Diplomonadida, siendo 

características claves la depresión en forma de copa en la superficie nuclear y no poseer 

aparato de Golgi, ni mitocondrias. Está incluido en el Suborden Diplomonadida, Familia 

Hexamitidae, como organismos diplozoicos con dos núcleos activos transcripcionalmente 

y con flagelos asociados (Payne & Artzer, 2009).  El poseer un orgánulo de sujeción único, 

como lo es el disco ventral (adhesivo) sirve como principal carácter para separar a Giardia 

spp de otros miembros de la familia Hexamitidae (Thompson & Monis, 2011). De otro lado, 

de acuerdo a la nueva sistemática basada en datos genéticos, estructurales y bioquímicos, 

a Giardia lo ubican en el Filum Metamonada, Subfilum Trichozoa, Superclase Eopharyngia, 

Clase Trepomonadea, Subclase Diplozoa, Orden Giardiida y Familia Giardiidae (Cavalier-

Smith, 2003) (Plutzer et al., 2010). 
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1.1.2 Ciclo de Vida 

Con el fin de poder proliferar y asegurar su colonización en varios hospederos, muchos de 

los organismos que son parásitos poseen diferentes estados en su ciclo de vida. En el caso 

de Giardia, este organismo posee dos mecanismos de adaptación muy eficaces, ya sea 

para sobrevivir dentro del intestino del hospedero o fuera de él. Una de sus adaptaciones 

consiste en variar sus antígenos de superficie lo que le permite sobrevivir ante la respuesta 

inmunológica del hospedero, mientras que la otra es una diferenciación en su ciclo de vida 

lo que le da resistencia en el medio ambiente externo; ésta diferenciación se da en dos 

estadios morfológicamente diferentes, el trofozoíto y el quiste (Luján, 2006). 

 

Estos dos estados de desarrollo poseen diferencias estructurales y bioquímicas 

determinantes, los trofozoítos flagelados corresponden al estado móvil y son los que se 

instalan dentro del intestino del hospedero causando la manifestación clínica de la 

enfermedad, la Giardiasis. Los quistes latentes son el estado infectivo del microorganismo, 

cuando el parásito se cubre de una rígida pared glicoproteíca externa que lo protege, lo 

que le provee de resistencia para sobrevivir en condiciones ambientales muy hostiles, 

inclusive bajo la acción de desinfectantes (Adam, 2001) (Figuras 1-1 y 1-2). 

 

Figura 1-1: Trofozoíto (A) y Quiste (B) de G. lamblia vistos en microscopia electrónica. D 
Disco; AF Flagelo anterior; LF Flagelo lateral-posterior; VF Flagelo ventral; CF Flagelo 
caudal. Tomado de Benchimol & De Souza (2011) 
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Figura 1-2: Estructura del trofozoíto (A) y Quiste (B) de G. lamblia. Tomado de Ankarklev 
et al. (2010) 

 

 

El proceso de diferenciación de G. lamblia es uno de los procesos más estudiados dentro 

de los eucariotas, y además tiene la facilidad de ser reproducido y estudiado in vitro 

(Ankarklev et al., 2010). El inicio de la infección se da por la ingesta de algún alimento 

contaminado con los quistes, principalmente agua, o por el contacto con heces. Los 

parásitos ingeridos viajan hasta la parte alta del intestino delgado donde la pared del quiste 

se rompe para liberar el trofozoíto, en un proceso conocido como exquistamiento. Después 

de la ingestión, las condiciones ácidas del estómago y finalmente el ambiente alcalino del 

intestino delgado, donde actúan las enzimas digestivas y sales biliares, estimulan la 

degradación de la pared quística (Payne & Artzer, 2009). Los flagelos son liberados, dando 

lugar a una forma intermedia entre el quiste y el trofozoíto (Ankarklev et al., 2010). En este 

momento, el parásito se reproduce por fisión binaria, dando como resultado 2 individuos 

móviles con características metabólicas y bioquímicas diferentes al quiste. Los trofozoítos 

ensamblan gran parte de su citoesqueleto, incluyendo el disco ventral, lo que le permite 

instalarse en el intestino mediante fijación y sujeción a las células epiteliales de este. Allí 

instalados los trofozoítos se nutren, causando así la sintomatología de la enfermedad. A 

causa de los movimientos peristálticos, los trofozoítos pueden desprenderse de las 

paredes intestinales lo que hace que sean arrastrados. La exposición a las sales biliares 

activa en el trofozoíto el proceso conocido como enquistamiento, donde se genera la pared 

celular rígida y la formación del quiste. Estos quistes son expulsados por medio de las 

heces al medio externo, y son potencialmente infecciosos. Este ciclo de vida se completa 

en solo 72 horas después de la infección (Ankarklev et al., 2010) (Figura 1-3). 
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Figura 1-3: Ciclo de vida de G. lamblia. Tomado de Ankarklev et al. (2010) 

 

 

El enquistamiento es el proceso de diferenciación celular en el cual el trofozoíto vegetativo 

de Giardia se transforma en el quiste infectivo, el cual se caracteriza por la remodelación 

morfológica del parásito; ocurre principalmente en el yeyuno cuando los trofozoítos no 

alcanzaron a unirse al epitelio intestinal o por alguna razón se despegaron de éste. El 

enquistamiento se puede dividir en dos fases, una fase temprana y una tardía. En la fase 

temprana se forman y organizan las Vesículas Específicas de Enquistamiento (ESV, 

encystation-specific vesicle en inglés) encargadas de transportar exclusivamente las 

proteínas de la pared del quiste (CWP, cyst wall protein en inglés) hacia la membrana para 

la construcción de la pared del quiste. Las células que contienen ESVs empiezan a cambiar 

de forma, y el disco ventral junto con los flagelos se desensamblan y se internalizan. Luego, 

en la fase tardía del enquistamiento, los núcleos se someten a una ronda de replicación 

del ADN, dándole al quiste maduro cuatro núcleos tetraploides. El último paso del 

enquistamiento es una etapa de maduración, donde los filamentos de la pared del quiste 

se reticulan para generar una pared celular compacta y madura. Los quistes generados 

son resistentes al estrés ambiental y pueden sobrevivir varias semanas en agua dulce, por 
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lo que el proceso de enquistamiento es esencial para la transmisión y la supervivencia del 

parásito (Einarsson & Svärd, 2015). 

 

El proceso de enquistamiento en G. lamblia ha sido muy estudiado por medio de diferentes 

técnicas bioquímicas, usando ARNm diferencial (Que et al., 1996), Screening de librerías 

de ADNc con anticuerpos monoclonales específicos de la pared del quiste (Luján, Mowatt, 

& Nash, 1998), minería de datos del genoma de Giardia buscando homologías para 

identificar las proteínas involucradas en la pared quística (Sun, McCaffery, Reiner, & Gillin, 

2003), análisis en serie de la expresión génica (SAGE) (Birkeland et al., 2010), y 

microarreglos (Morf et al., 2010), (Faghiri & Widmer, 2011). 

1.1.3 Genoma 

Giardia lamblia se ha clasificado como un complejo de especies conformado por ocho 

grupos o ensamblajes genéticos (A-H), clasificados así por su afinidad de hospedero y 

zoonosis; de éstos solo los ensamblajes A y B infectan a los humanos. A su vez, el 

ensamblaje A está compuesto por los subensamblajes A1 y A2. 

 

Actualmente, se encuentra secuenciado el genoma completo de cuatro ensamblajes de G. 

lamblia, los ensamblajes A1, A2, B y E representados por las cepas WB (Morrison et al., 

2007), DH (Adam et al., 2013), GS (Franzén et al., 2009) y Pig (Jerlström-Hultqvist et al., 

2010), respectivamente. La cepa WB-A1 ha sido la más estudiada y ha servido como base 

genética para diferentes investigaciones; sin embargo, la mayoría de las infecciones en los 

humanos provienen de los ensamblajes A2 y B (Adam et al., 2013). La tabla 1-3 muestra 

una comparación entre los diferentes genomas secuenciados realizada por Adam et al 

(2013). 

 

Giardia tiene un genoma compacto y relativamente pequeño (~12 millones de pares de 

bases) que está distribuido en cinco cromosomas. El número de marcos de lectura abierta 

(ORF, open reading frame en inglés) que codifican proteínas en los genomas secuenciados 

de Giardia tienen un rango de 4470 to 7477 (Adam et al., 2013), los cuales codifican una 

maquinaria molecular simple a comparación de otros eucariotas (Morrison et al, 2007). 

Comparaciones realizadas entre el genoma de A1 y A2 muestran alta similaridad en la 

sintenia y la filogenia, con 5901 y 6724 ORFs, respectivamente (Adam et al., 2013). Sin 
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embargo, aunque estas secuencias han estado disponible hace tiempo, casi dos terceras 

partes de las proteínas codificadas han sido anotadas como “hipotéticas” (Morrison & 

Svärd, 2011).  

 

Tabla 1-3: Comparación de los genomas de G. lamblia secuenciados a la fecha (Nov. 
2013) Tomado de Adam et al (2013). 

 

  

Mientras que el 90% de los genes de G. lamblia representan un genoma constitutivo o 

“housekeeper”, el 10% restante representa a 4 grandes familias, a las cuales se les refiere 

como genoma “variable” (Jerlström-Hultqvist et al., 2010). Estas cuatro familias de genes 

son integrales e importantes para la biología del parásito, y son las proteínas variables de 

superficie (VSPs), proteínas de membrana ricas en cisteína (HCMPs), quinasas NEK, y 

proteínas 21.1/Anquirina (Emery, Pascovi, Lacey, & Haynes, 2015). 

1.2 Proteómica 

El funcionamiento de la célula depende de las interacciones y relaciones que se pueden 

dar entre sus proteínas. Estas moléculas son generadas a partir de la información que 

contiene el ADN. Una porción determinada de ADN o gen, es transcrita en una molécula 

de ARN, y éste a su vez, es leído y traducido en los ribosomas para generar, por la unión 

de diferentes aminoácidos, una proteína. A lo largo del tiempo, se ha presentado gran 

interés en el estudio de los elementos y los procesos que conducen hasta la síntesis de 

las proteínas y sus interacciones. Con el inicio de los proyectos de secuenciación masiva, 

han surgido en las últimas décadas las llamadas metodologías “ómicas” caracterizadas por 

ser estudios comprensivos a gran escala. Es así como han surgido, principalmente, la 

genómica, encargada de estudiar los genomas; la transcriptómica, que estudia el conjunto 

de moléculas de ARN de la célula, principalmente los transcriptos de ARNm; la proteómica, 
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encargada de estudiar la expresión del producto final, es decir las proteínas; y más allá, la 

metabolómica que busca estudiar el repertorio de metabolitos celulares. 

 

Mientras que el genoma se considera como un elemento genético prácticamente 

constante, el conjunto de proteínas es un elemento dinámico: su expresión varía durante 

el ciclo celular dependiendo de muchos factores celulares, moleculares e incluso 

ambientales. Las proteínas son las efectoras del trabajo en la célula, y por ello mismo, 

entender la expresión, función y regulación del conjunto completo de proteínas que puedan 

ser codificadas por la célula, permite comprender y aclarar procesos biológicos complejos 

a nivel molecular, diferenciar entre tipos celulares, alteraciones y modificaciones en 

enfermedades, entre otras posibilidades (Zhu, Bilgin, & Snyder, 2003). En resumen, los 

análisis del proteoma son esenciales para darle el sentido funcional al genoma 

secuenciado. 

 

El término “proteoma” fue utilizado por primera vez en una investigación realizada en 1995, 

donde se identificó un conjunto de proteínas del organismo Mycoplasma genitalium 

utilizando espectrometría de masas. En este estudio se define el proteoma como el 

conjunto de proteínas que expresa un genoma (Wasinger et al., 1995). A partir de allí, este 

término se ha referido a todo el conjunto de proteínas que se expresa en un organismo, en 

un órgano específico, en sistemas de órganos, en una línea celular, o en una parte o 

fracción de ella, siempre bajo unas condiciones determinadas. Así mismo, se encuentran 

subproteomas específicos como el fosfoproteoma (proteínas fosforiladas), el 

glicoproteoma (glicoproteínas), el secretoma (proteínas secretadas) entre otros (Bernhardt, 

2005). 

 

El término “proteómica” se explica por sí solo, referido como el conjunto de técnicas y 

avances que permiten estudiar a gran escala el conjunto de proteínas del individuo 

completo, de una fracción, o de una condición en especial. La proteómica estudia los 

sistemas multiproteicos, en donde se analizan las proteínas como un conjunto de 

interacciones distintas que conforman un sistema mayor o red. Los análisis se realizan a 

mezclas complejas de proteínas, no identificando la secuencia completa de cada una, sino 

fracciones de ellas mediante la correlación con datos teóricos. El fin de la proteómica es 

caracterizar el sistema, más que sus componentes individuales (Liebler & Yates, 2002). 
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1.2.1 Técnicas usadas en los estudios proteómicos 

Las técnicas que se aplican en la proteómica van encaminadas a separar, identificar y 

caracterizar un gran conjunto de proteínas con el objetivo de conocer la abundancia de las 

mismas, su localización, modificaciones y las interacciones que se puedan dar entre ellas. 

La proteómica, básicamente, se centra en tres partes: Separación, análisis por 

espectrometría de masas e identificación (Figura 1-4). 

 

Figura 1-4: Metodología simplificada del análisis proteómico. Extraído de Pando Robles & 
Ferreira Batista (2007). 

 

  

A) Separación de las proteínas:  

Las muestras provenientes de sistemas biológicos que se pretenden estudiar son una 

mezcla compleja de proteínas, lo que conlleva a que estas muestras deban ser procesadas 

y separadas. Además, esta separación permite determinar diferencias entre la expresión 

de proteínas al comparar dos muestras diferentes. Las principales técnicas de separación 
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usadas en proteómica son la electroforesis en geles de poliacramida y la cromatografía de 

alta resolución. 

 

La electroforesis es la técnica de separación más asociada con la proteómica, utilizando 

geles de poliacramida (PAGE). Esta es una técnica sencilla, fácilmente reproducible y muy 

eficaz para separar mezclas complejas de proteínas teniendo en cuenta su masa 

molecular, mientras están solubilizadas en el detergente iónico Dodecil-sulfato sódico 

(SDS). La SDS-PAGE suele ser utilizada para la separación de las proteínas después de 

haberse realizado un tipo de purificación previa. El soporte en gel de poliacrilamida (PAGE) 

se puede preparar de forma rápida, es químicamente inerte y con propiedades uniformes; 

los geles son transparentes, con buena estabilidad mecánica, insolubles en agua, y 

relativamente no iónicos, lo que permite una buena visualización de las bandas durante un 

tiempo prolongado; además se puede modificar de manera controlada el tamaño del poro. 

El agente SDS desnaturaliza por completo las proteínas y rompe las interacciones no 

covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria, formando complejos SDS-

proteína de características comunes que son independientes de las características de cada 

proteína, al enmascarar o anular las cargas propias de éstas. La movilidad electroforética 

en un soporte PAGE se presenta en función del tamaño y de la carga por unidad de masa; 

y como ésta es constante para todos los complejos SDS-proteína, esta movilidad es 

solamente en función de la masa molecular, es decir, cuanto menor sea la masa molecular 

de la proteína, mayor será la movilidad de la misma y viceversa (Morales Sánchez & Gallo 

Ramírez, 2006). 

 

Las ventajas de la electroforesis SDS-PAGE para el análisis de las proteínas se deben a 

que la gran mayoría de las proteínas son solubles en SDS. Todos los complejos SDS-

proteína tienen carga negativa y migran, por lo tanto, en el mismo sentido. Su densidad de 

carga es muy elevada, por lo que su velocidad de migración también lo es y las 

electroforesis son muy rápidas. La separación depende de un parámetro físico-químico, 

como es la masa molecular, el cual se puede calcular; y además, los complejos SDS-

proteína se tiñen fácilmente (Morales Sánchez & Gallo Ramírez, 2006). 

 

La separación de una muestra también se puede realizar por medio de la sucesión de dos 

electroforesis distintas, cada una de ellas con base a un criterio particular. Este tipo de 

electroforesis consigue el máximo de resolución y se le conoce como electroforesis 
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bidimensional (2DE). La 2DE-SDS-PAGE está basada en una separación de proteínas en 

función de la carga, seguida de una separación en función de su masa molecular, lo cual 

permite visualizar todas las proteínas en una matriz. Considerada uno de los pilares de la 

proteómica, la técnica 2DE-PAGE permite separar miles de proteínas en un solo 

experimento (Sandoval-Usme, Umaña-Pérez, Vallejo-Pulido, Arévalo-Ferro, & Sánchez-

Gómez, 2009).  

 

En una primera dimensión se tiene en cuenta el isoelectroenfoque, en la cual las proteínas 

son separadas en un gradiente de pH inmovilizado hasta alcanzar una posición en la que 

su carga neta es cero (punto isoeléctrico). El gradiente es generado por inmobilinas 

copolimerizadas con acrilamida con un rango de pH que esta entre 3 y 12, y permite una 

capacidad mayor de carga de muestra. En la segunda dimensión, las proteínas son 

separadas según su masa molecular mediante electroforesis en presencia de SDS (SDS-

PAGE). En la matriz, las proteínas se detectan y visualizan mediante métodos de tinción, 

generalmente con azul de Coomassie, tinción de plata, detección por fluorescencia (DIGE) 

o autoradiografía. Si se requiere identificar alguna proteína de interés, se puede extraer la 

banda directamente del gel y realizar la identificación por el método de degradación de 

Edman o espectrometría de masas (Sandoval-Usme et al., 2009). Este tipo de 

electroforesis es más efectiva que la 1D SDS-PAGE, permitiendo la separación de hasta 

2000 proteínas, unas 20 veces más que la 1D SDS-PAGE. 

 

Los gradientes inmovilizados permiten la reproducibilidad de los experimentos, además, la 

comparación entre matrices de muestras diferentes, en las cuales se pueden encontrar las 

mismas proteínas en diferentes geles. Esto es de mucha utilidad en proteómica de 

expresión ya que se pueden comparar de forma cualitativa y cuantitativa dos muestras 

diferentes; la aparición o desaparición de manchas proporciona información sobre la 

expresión diferencial de proteínas, y la intensidad de las manchas permite conocer los 

niveles de expresión (Pando Robles & Ferreira Batista, 2007). La reproducibilidad, la 

facilidad de hacer comparaciones entre muestras y la posibilidad de separar proteínas 

mancha por mancha, ha situado la metodología de separación de proteínas en geles de 

dos dimensiones (2D-PAGE) entre una de las más usadas e importantes técnicas para 

estudios en proteómica (Sandoval-Usme et al., 2009). Aunque la 2D-PAGE es muy 

utilizada en proteómica, también presenta muchos limitantes. Es una técnica muy 

laboriosa, ya que requiere de mucho tiempo (aprox. 2 días); solo se puede realizar el 
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análisis de una única muestra por cada gel; presenta dificultades con proteínas grandes o 

hidrofóbicas, así como proteínas muy acidas o muy básicas; las proteínas que son poco 

abundantes tienen una detección muy limitada. 

 

Otra técnica de fraccionamiento es la cromatografía liquida (LC), la cual separa proteínas 

o péptidos según las propiedades físicas y/o químicas de estos. Puede utilizarse como un 

paso de purificación previo o posterior a la 2-DE, o una alternativa de la misma. Las 

cromatografías, liquida de alta resolución (HPLC, high performance liquid chromatography 

en inglés), de afinidad, de fase reversa (RP, reverse phase en inglés), de exclusión 

molecular (SEC, Size-exclusion chromatography en inglés), de intercambio catiónico (SCX, 

Strong catión exchange en inglés), y de intercambio aniónico (SAX, Strong Anion 

Exchange en inglés) son ejemplos de estas técnicas usadas para la separación de mezclas 

proteicas. Sin embargo, se ha encontrado que lo más eficaz es la integración de éstas en 

técnicas multidimensionales, lo que aumenta la capacidad de generar los máximos niveles 

de resolución; por ejemplo, al conjugar columnas de cromatografía de fase reversa e 

intercambio iónico (Liebler & Yates, 2002). 

 

La cromatografía multidimensional acoplada a la espectrometría de masas (LC-MS), 

supera a las técnicas basadas en gel, en rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y 

aplicabilidad a diferentes muestras y condiciones. Conocida como MudPit 

(Multidimensional Protein Identification Technology) esta técnica permite la separación de 

mezclas complejas de péptidos y su análisis simultáneo por espectrometría de masas 

(Schirmer, Yates, & Gerace, 2003). Sin embargo, el limitante es la falta de información 

cuantitativa, para lo cual es necesario utilizar técnicas adyacentes que permitan esta 

cuantificación. Dentro de las técnicas de cuantificación más usadas se encuentran las de 

marcación de afinidad codificado por isótopos (ICAT, Isotope-coded affinity tag en inglés), 

cuantificación absoluta y relativa por marcación isobárica (iTRAQ, Isotope tags for relative 

and absolute quantitation, en inglés), marcación de aminoácidos en cultivo celular con 

isótopos estables (SILAC, Stable isotope labeling with amino acids in cell culture en inglés), 

y marcación por masas en tándem (TMT, Tándem mass tags en inglés). La marcación de 

los péptidos permite que se reduzca el tiempo para el análisis en MS, ya que se puede 

realizar simultáneamente en varias muestras. No obstante, también existe una técnica de 

alto rendimiento muy usada para proteómica cuantitativa, en la cual no es necesario la 

marcación (label-free) (Lindemann et al., 2017) 
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Antes de llevar las muestras al espectrómetro de masas es necesario hacer un 

procesamiento de las mismas, el cual consiste en fraccionar las proteínas a péptidos 

mediante cortes específicos. Estas modificaciones son fundamentales, ya que para el 

análisis por espectrometría de masas se requieren partículas con masas moleculares 

menores a 3 KDa. Las proteínas deben ser desnaturalizadas para que expongan los sitios 

específicos de corte, generalmente enzimático. La digestión se realiza mediante la 

exposición a la tripsina (enzima que corta específicamente en los C-terminales de lisina y 

arginina, excepto cuando éstas son seguidas de prolina). El corte con tripsina genera 

péptidos con masas moleculares entre 1 y 2 KDa, además permite la diferenciación entre 

los aminoácidos lisina y glutamina, ya que todas las lisinas estarán posicionadas en el C-

terminal de los péptidos trípticos. Sin embargo, dependiendo de la investigación, el uso de 

biomarcadores, la determinación de modificaciones postraduccionales, la cuantificación, la 

identificación de mezclas complejas, entre otras, pueden involucrar decenas de 

metodologías diferentes para el procesamiento de las muestras (Pando Robles & Ferreira 

Batista, 2007). 

 

B)   Análisis por espectrometría de masas. 

La identificación de las proteínas se puede llevar a cabo por múltiples procedimientos, 

como la secuenciación del extremo N-terminal, detección con anticuerpos específicos, 

composición de aminoácidos, co-migración con proteínas conocidas, y sobre-expresión y 

deleción de genes. Sin embargo, estos métodos presentan dificultades de tiempo, son muy 

laboriosos, e incluso costosos (Morales Sánchez & Gallo Ramírez, 2006). 

 

Desde el desarrollo y rápido avance en la espectrometría de masas, esta se ha convertido 

en pieza fundamental para la investigación proteómica; de gran rapidez y elevada 

sensibilidad, esta técnica analítica permite la identificación a gran escala de proteínas, 

como también la caracterización de muchas modificaciones post-traduccionales, como la 

glicosilación, la fosforilación y la ubiquitinación, por ejemplo. El análisis de las proteínas 

mediante espectrometría de masas ha sido posible gracias al desarrollo de varios métodos 

de ionización suave para convertir biomoléculas grandes, polares y no volátiles en iones 

en fase gaseosa (Morales Sánchez & Gallo Ramírez, 2006). 

La espectrometría de masas mide con precisión el peso de una molécula, con base en su 

relación carga-masa (m/z) y su comportamiento en un campo magnético; por lo tanto, la 
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muestra debe ser convertida en iones y vaporizada. Las técnicas de ionización más usadas 

son MALDI (Matrix-Assited Laser Desorption/Ionización, en inglés) desarrollada por Karas 

& Hillenkamp (1988), y la ionización por electrospray (ESI, electrospray ionization en 

inglés). MALDI es una técnica de ionización por pulsos que puede ionizar biomoléculas de 

gran tamaño al utilizar la energía de un láser para ionizar la muestra en presencia de una 

matriz capaz de absorber luz. En la técnica ESI, las muestras son ionizadas a presión 

atmosférica al hacer fluir la muestra por un capilar en presencia de una corriente eléctrica 

(Sandoval-Usme et al., 2009). Básicamente, la diferencia fundamental radica en que el 

sistema MALDI utiliza muestras disueltas en matrices sólidas, mientras que el sistema ESI 

utiliza muestras en fase líquida para la generación de iones (Pando Robles & Ferreira 

Batista, 2007).  

 

Los espectrómetros de masas poseen tres componentes básicos: un sistema de 

ionización, un analizador de masas y un detector de iones. Los analizadores de masas 

tienen múltiples funciones que varían de acuerdo a su tecnología; fundamentalmente se 

refieren al control de los campos electromagnéticos aplicados, que involucra la separación 

de iones, la resolución de cargas a nivel isotópico, la fragmentación y la capacidad de 

operación en polaridades diferentes. Los analizadores de masas más usados son: tiempo 

de vuelo o TOF (time of flight en inglés), trampa de iones tridimensional o trampa de Paul 

o IT (ion trap en inglés), trampa de iones lineal o LIT (linear ion trap en inglés), quadropolo 

(Q), triplecuadropolo y FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron ressonance, en inglés). 

Actualmente, debido al rápido desarrollo de la tecnología en el campo de la EM y de la 

proteómica, existen espectrómetros de masas que tienen más de un analizador de iones; 

éstos se denominan espectrómetros híbridos, como TOF-TOF, LIT-Orbitrap, LIT-ETD, LIT-

FT-ICR, Q-TOF, LIT-triple quadropolo,etc. Estos equipos presentan mejor resolución, 

exactitud, sensibilidad y versatilidad en el análisis de péptidos y proteínas. Por ello, son 

utilizados para secuenciar y cuantificar proteínas, identificar modificaciones post-

traduccionales y, en general, en el estudio de muestras biológicas complejas. Los 

detectores tienen como función detectar el flujo iónico liberado por el analizador, 

amplificarlo y transmitir esta señal a la computadora, donde se registra en forma de un 

espectro de masas, los valores m/z que indican la masa de los iones son dibujados en el 

eje de las coordenadas mientras que la intensidad de los mismos en el eje de las abscisas. 

El espectro de masas evidencia el número de componentes en la muestra y el peso 

molecular de cada componente (Pando Robles & Ferreira Batista, 2007). 
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C)  Identificación de las proteínas:  

Para la identificación de proteínas se han desarrollado diversas estrategias, entre las que 

se destacan la identificación mediante huella peptídica (PMF, peptide mass fingerprinting 

en inglés), utilizando un espectrómetro tipo MALDI-TOF, donde cada proteína conocida de 

una base de datos es digerida teóricamente, generando miles de péptidos teóricos. Los 

datos experimentales de masas de péptidos, su PMF, son comparados con estos datos 

teóricos, con lo que se calcula y se asigna una calificación. Esta calificación refleja la 

similitud entre las masas teóricas y experimentales, la proteína más probable será 

entonces la que presente la mayor correspondencia entre los péptidos experimentales y 

teóricos (Sandoval-Usme et al., 2009). El otro mecanismo, es la identificación mediante 

fragmentación de péptidos obteniendo la secuencia total o parcial de los aminoácidos 

(etiqueta de secuencia), para esto el equipo debe ser capaz de seleccionar un determinado 

fragmento y someterlo a una nueva fragmentación y análisis, utilizando un espectrómetro 

de masas en tándem (Morales Sánchez & Gallo Ramírez, 2006). 

 

Todas estas técnicas deben ser soportadas con enfoques bioinformáticos. Aquí, la lista de 

masas moleculares obtenida en la espectrometría de masas, es sometida a programas de 

análisis proteómico (dos de los más usados son PROSPECTOR y MASCOT) para su 

comparación con las diferentes proteínas de las bases de datos, que fueron digeridas in 

silico, generando una lista de masas teóricas. La comparación entre el listado de masas 

experimentales y teóricas es calificada por algoritmos específicos y a cada comparación 

se le asigna una calificación. Dependiendo de la exactitud y resolución de cada 

instrumento, sólo unos cuantos péptidos son necesarios para la identificación de la 

proteína en las bases de datos. Esta metodología tiene el inconveniente que las proteínas 

sometidas para su identificación deben provenir de genomas secuenciados, debido a que 

ésta se realiza por comparación de masas moleculares donde uno o más cambios de 

aminoácidos en su secuencia pueden originar resultados negativos (Pando Robles & 

Ferreira Batista, 2007). 

 

D) Proteómica cuantitativa sin marcación (label free): 

Es una técnica proteómica que permite realizar la cuantificación de proteínas sin requerir 

ninguna marcación, lo que hace que sea simple y rentable al evitar el elevado costo de los 

reactivos necesarios para la marcación, como también la síntesis de péptidos marcados 

isotópicamente (Laborde, Zubiri, Alonso-Orgaz, & Mourino-Alvarez, 2011). La mayor 
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ventaja de la cuantificación libre de marcación en comparación con otros métodos de 

cuantificación relativa es la posibilidad de medir y comparar un número ilimitado de 

muestras. Sin embargo, a diferencia de otras técnicas de marcación, se presenta una 

variación mayor (Lindemann et al., 2017). 

 

Generalmente se emplean dos métodos para esta cuantificación. El conteo espectral 

(spectral counting), el cual se basa en la existencia de una correlación entre la frecuencia 

con la que el espectrómetro de masas en tándem (MS/MS) fragmenta un ión y la proteína 

de la que procede dicho ión. Es decir, al aumentar la abundancia de una proteína en una 

muestra dada aumenta el número de péptidos únicos identificados (Laborde et al., 2011) 

(Z. Zhang, Wu, Stenoien, & Pasa-Tolic, 2014). Este método puede ser fácilmente utilizado 

para la comparación de un gran número de conjuntos de datos y, por lo tanto, se utiliza 

bastante en la actualidad. Otros métodos proteómicos tales como la expresión absoluta de 

proteínas (APEX) y el factor de abundancia espectral normalizado (NSAF) también 

incorporan la longitud de la proteína correspondiente para una cuantificación absoluta 

(Lindemann et al., 2017). El otro método se basa en la medición de la intensidad de la 

señal MS con el área de los picos cromatográficos de los iones, de tal forma que el área 

resultante resulta equivalente a su abundancia en la muestra (Laborde et al., 2011). El 

método de conteo espectral requiere MS/MS, mientras que los métodos basados en la 

intensidad de picos de MS se implementan usando datos de MS solamente para una mayor 

sensibilidad y cobertura (Z. Zhang et al., 2014). Varios programas informáticos permiten 

estandarizar y normalizar los resultados obtenidos por esta metodología: DeCyder MS (GE 

Healthcare), SIEVE (Thermo electron), Elucidator (Rosetta), ProteinLyx (Waters), Scaffold 

(Thermo) (Laborde et al., 2011). 

 





 

 
 

2. Metodología 

2.1 Revisión Bibliográfica 

La búsqueda de las fuentes bibliográficas para la revisión se llevó a cabo en la base de 

datos PubMed (U.S. National Library of Medicine), disponible en el portal del National 

Center for Biotechnology Information (NCBI)2. Los términos para la búsqueda se llevaron 

a cabo de dos formas: (1) Giardia AND Proteomic y (2) Giardia AND Proteome. A la fecha 

del 22 de febrero del 2016, la búsqueda mostró en el primer caso 33 registros, mientras 

que en el segundo caso generó 28 registros. Se puede decir que sumando las dos 

estrategias se tienen 61 registros, sin embargo, muchos de ellos como era de esperarse 

eran redundantes (14 en total), por lo tanto, la tabla final de la búsqueda realizada incluyó 

47 artículos. 

 

No obstante en la búsqueda se utilizaron los términos “Giardia”, “proteomic” y “proteome”, 

muchas de las referencias no trataban específicamente de la proteómica de Giardia, como 

estaba planteado en el objetivo principal, por lo que fue necesario realizar un filtro de dicha 

información determinando los artículos que eran relevantes para conseguir las metas 

propuestas. Luego de este filtro inicial se seleccionaron 22 registros. Estas investigaciones 

tenían como propósito obtener información del proteoma de G. lamblia, utilizando técnicas 

propias de la proteómica como la espectrometría de masas. El listado de estos artículos y 

algunos datos relevantes se puede observar en el Anexo 1.  

 

Cada referencia fue analizada desde los objetivos que se habían propuesto, la técnica 

proteómica usada, los resultados obtenidos y su posible aplicación biomédica, entre otros 

                                                
 

2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 
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aspectos. Este análisis permitió realizar un panorama de la investigación proteómica en 

Giardia, el cual se presenta en el capítulo 3 del presente trabajo (Figura 2-1). 

 

Figura 2-1: Diagrama de flujo de la metodología propuesta. 

 

2.2 Minería de Datos 

Con el fin de obtener meta información no evidente al revisar los registros por separado, 

se llevó a cabo una aproximación a minería de datos con algunos artículos de especial 

interés (Figura 2-2). De los artículos comentados en el apartado anterior, se realizó una 

depuración de aquellos que aportaban datos proteómicos completos, como son las listas 

y tablas de las proteínas encontradas. Estos estudios se clasificaron y agruparon, según 
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su enfoque y el objeto del estudio, ya sea por un proceso biológico en especial o una 

estructura celular. 

 

Figura 2-2: Diagrama de Flujo indicando la metodología propuesta para la minería de 
datos. 

 

Así mismo, de cada uno de estos reportes se extrajeron las tablas que contenían los datos 

del proteoma. Algunos artículos no incluían esta información, y otros compartían los datos 

con otras publicaciones, por lo tanto no fueron tenidos en cuenta. Como norma general las 

publicaciones consideradas debían incluir el conjunto completo de los datos que 

obtuvieron, ya sea mediante una tabla suplementaria o incluida en el artículo original. 

 

Al revisar cada uno de los conjuntos de datos de las diferentes investigaciones, un 

problema se hizo evidente, y fue la inconsistencia en los identificadores de registro (ID) de 

cada proteína pues no todos los registros correspondían a la misma base de datos, lo que 

entorpecería el análisis de minería. Con el fin de corregir esto, se llevó a cabo una 

homogenización de los datos, en el sentido de hacer que todos los datos proteómicos a 
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utilizar tuvieran un mismo tipo de ID. Para este fin, la base de datos que se escogió como 

referencia fue GiardiaDB, la cual reúne tanto los datos obtenidos de los proyectos de 

secuenciación de Giardia como los derivados de ellos (disponible en 

http://giardiadb.org/giardiadb/; Aurrecoechea et al., 2009). Por consiguiente, cada una de 

las tablas fue revisada, y los datos que tuvieran un ID que no correspondía a GiardiaDB, 

fueron transformados a su correspondiente ID en GiardiaDB.  Además, se eliminaron datos 

que no correspondían al organismo de Giardia (posibles contaminantes), como también, 

datos que fueran redundantes en cada una de las tablas. 

 

Con el conjunto de datos homogenizados de los diferentes estudios proteómicos de Giardia 

se realizó entonces, la minería de datos. Esta minería se basó en confrontar todos los 

conjuntos de datos de las diferentes investigaciones teniendo en cuenta un enfoque u 

objetivo investigativo común. Como algunos conjuntos de datos tenían gran cantidad de 

registros, pareció conveniente utilizar una herramienta que permitiera manipular esta 

información de una manera más eficiente y cuidadosa. Por esto, se escogió el entorno 

informático estadístico “R” como herramienta procesadora de estos datos 3. 

 

Por lo tanto, cada una de las tablas extraídas y posteriormente homogenizadas debieron 

ser modificadas para poder ser utilizadas en el entorno “R”, con el fin de confrontar los 

diferentes conjuntos de datos. Esta confrontación se vio reflejada en diferentes diagramas 

de Venn, los cuales servirían para el posterior análisis. 

 

Finalmente, después del análisis en “R” de todos los conjuntos de datos, se determinaron 

tres escenarios de gran interés. El primero de ellos es sobre dos estudios que tratan el 

proceso de enquistamiento de G. lamblia, proteómica general de todo el proceso (Faso et 

al, 2013) y proteómica de la ubiquitinación durante el enquistamiento (Niño et al, 2013). El 

segundo escenario hace referencia a dos estudios sobre la interacción Hospedero-Giardia, 

en uno se realizó proteómica de los factores de virulencia de Giardia en esta interacción 

(Emery et al, 2016), y el otro, sobre el secretoma producido por Giardia a causa de la 

interacción (Ringqvist et al, 2008). Por último, el tercer escenario analiza tres estudios 

                                                
 

3 R Core Team (2016). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, V

ienna, Austria. URL https://www.R-project.org/. 
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sobre el citoesqueleto, el proteoma relacionado con el disco ventral (Lourenço et al, 2012), 

el proteoma del disco ventral y su cresta lateral (Hagen et al, 2011) y las proteínas 

identificadas en el cuerpo basal (Lauwaet et al, 2011). 

 

 





 

 
 

3. Panorámica de los estudios proteómicos 
en Giardia lamblia 

Se han realizado diversos estudios de proteómica para G. lamblia, y más ahora, que 

existen genomas secuenciados para diferentes ensamblajes genéticos del parásito (Adam 

et al., 2013). Los principales estudios se basan en proteómica de tipo comparativo y 

cuantitativo, donde se pretende conocer las proteínas involucradas en diferentes procesos 

y así mismo si se expresan de manera diferencial. Las técnicas usadas van desde la 

separación por electroforesis uni y bidimensional (2D-PAGE) hasta múltiples plataformas 

“shotgun” de cromatografía de alta resolución (LC), inclusive citometría de flujo, asociado 

siempre a espectrometría de masas (MS). Dentro de la técnica de cuantificación se 

observan estudios libres de marcación “Label free” como también diferentes técnicas de 

marcación, como marcación de afinidad codificado por isótopos (ICAT), cuantificación 

absoluta y relativa por marcación isobárico (iTRAQ), o marcación por masas en tándem 

(TMT). Como sello representativo en los estudios de proteómica la identificación de las 

proteínas se realiza mediante espectrometría de masas, siendo las primeras 

investigaciones en MALDI-TOF, y la más usada espectrometría de masas en tándem 

(MS/MS). Así mismo, la espectrometría de masas se acompaña de programas 

computacionales, siendo el más común MASCOT, para lograr la identificación de las 

proteínas.  

 

La información recopilada, como se explicó en el capítulo 2, fue agrupada según la 

estructura o el proceso biológico que presenta este organismo. Los grupos establecidos 

se detallan a continuación. 
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3.1 Enquistamiento 

Los cambios en la fisiología y morfología que sufre el parásito al pasar de trofozoíto a 

quiste conllevan a modificaciones en los niveles de expresión de proteínas, principalmente 

aquellas que están involucradas en el enquistamiento. Conocer e identificar este tipo de 

proteínas puede ayudar a entender mejor este proceso, y a la vez servir de posibles 

blancos para el desarrollo de vacunas y medicamentos (Lingdan et al., 2012).  

 

Varios estudios proteómicos se han llevado a cabo para dilucidar este proceso, ya sea 

comparando los dos estadios del ciclo de vida, trofozoíto vs quiste (Kim, Bae, Sung, Lee, 

& Park, 2009) (Lingdan et al., 2012) (Emery, Pascovi, et al., 2015), como también durante 

diferentes momentos del enquistamiento (Faso et al., 2013) (Niño, Chaparro, Soffientini, 

Polo, & Wasserman, 2013). Así mismo, se han llevado a cabo investigaciones que 

pretendían determinar las proteínas propias de las vesículas involucradas en el 

enquistamiento (ESVs) (Stefanic, Palm, Svärd, & Hehl, 2006) (Wampfler, Tosevski, Nanni, 

Spycher, & Hehl, 2014), y la composición y cambios del disco ventral (Palm et al., 2005). 

 

El proceso de enquistamiento se puede estudiar fácilmente pues se puede llevar a cabo in 

vitro; existiendo varios métodos y protocolos para inducir los trofozoítos al enquistamiento. 

Principalmente se utilizan concentraciones altas de bilis con un pH alto, o inanición de 

colesterol; en algunos caso se involucra el ácido láctico y sales biliares (Einarsson & Svärd, 

2015) (Emery et al., 2015). Dentro de los métodos más usados se encuentra el protocolo 

de dos pasos (Boucher & Gillin, 1990), suero empobrecido de colesterol (Luján, Mowatt, 

Byrd, & Nash, 1996) y bilis bovina en alta concentración (Kane, Ward, Keusch, & Pereira, 

1991). Estos métodos comparten características como la ausencia de lípidos y un pH alto, 

simulando las condiciones que se dan en el intestino delgado del hospedero.  

 

Dentro de los primeros estudios de tipo proteómico que de cierta manera estudiaron el 

proceso de enquistamiento se encuentra el realizado por Stefanic et al. (2006), en el cual 

se llevó a cabo proteómica limitada de orgánulos celulares para estudiar las vesículas 

específicas de enquistamiento (ESVs). 

 

Por otra parte, en Kim et al (2009) se comparó el proteoma de los trofozoítos con el 

proteoma de los quistes de G. lamblia, con la intención de encontrar proteínas que 



Proteómica en Giardia lamblia 31

 

estuvieran relacionadas con el proceso de enquistamiento. Los trofozoítos de G. lamblia, 

ensamblaje A cepa WB fueron inducidos al enquistamiento mediante protocolo de bilis 

bovina (Kane et al., 1991) durante 48 horas. Se compararon dos imágenes 2D-PAGE, una 

para trofozoíto y otra para quistes, lo que permitió determinar cuáles proteínas o spots se 

sobre expresaban. De estos geles, los spots que se expresaron en los quistes fueron 

analizados mediante espectrometría de masas MALDI-TOF. Además se examinaron 

patrones de expresión de 5 proteínas identificadas mediante técnica de PCR en tiempo 

real (RT-PCR). Veinte spots fueron analizados por espectrometría de masas, detectándose 

así 14 proteínas individuales: proteínas del citoesqueleto (α-tubulina, β-tubulina, α-1-

giardina, and β-giardina), enzimas metabólicas (ornitina carbamoiltransferasa, piruvato 

ferredoxin oxidorreductasa, transferasa de aminoácidos de la cadena ramificada, dipeptidil 

aminopeptidasa, arginina deaminasa, y subunidad A catalítica de la ATPasa vacuolar), una 

quinasa especifica del ciclo celular (Nek), proteínas de choque térmico (Hsp90 y Hsp70 

citoplasmático), y una proteína relacionada con la traducción (Factor de elongación EF-

1γ). En el estudio de expresión encontraron que las proteínas de choque (HSP-70 y HSP-

90) mostraron incremento en su expresión en quistes, sin embargo, lo explicaron más 

como una respuesta al ambiente alto en bilis que propiamente al proceso enquistativo. Las 

otras tres proteínas estudiadas (β-tubulina, Nek y ATPasa vacuolar) no mostraron un 

incremento en su expresión (Kim et al., 2009). 

 

En un estudio posterior, Lingdan et al (2012) llevaron a cabo proteómica cuantitativa al 

analizar las proteínas solubles que son expresadas por los trofozoítos y los quistes aislados 

de heces; con la finalidad de entender mejor el proceso de enquistamiento en Giardia y así 

mismo, determinar diferencias entre quistes de cultivo y provenientes de heces. Estos 

investigadores tomaron las muestras directamente de las heces de perros inoculados con 

G. lamblia (Cepa Changchun, Ensamblaje D). Extrajeron las proteínas y realizaron 

cuantificación absoluta y relativa por marcación isobárico (iTRAQ). La muestra fue 

fraccionada por medio de cromatografía de intercambio catiónico fuerte (SCX), y así 

mismo, las fracciones obtenidas fueron separadas y analizadas por nano-cromatografía 

liquida de fase reversa acoplada a espectrometría de masas en tándem (nano LC-MS/MS). 

Los datos obtenidos, es decir los espectros de masas, se compararon con la información 

del genoma del ensamblaje A (WB) disponible en la base de datos de GiardiaDB utilizando 

el programa MASCOT. Además, llevaron a cabo una metodología de PCR de tiempo real 

para determinar variación transcripcional de 4 proteínas de las identificadas en la 
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proteómica iTRAQ. Finalmente, se identificaron 63 proteínas en total, de las cuales 22 eran 

proteínas individuales. Las proteínas fueron agrupadas como proteínas del citoesqueleto 

(α-tubulina, β-tubulina, α-1-giardina, α-11-giardina, α-7.2-giardina, γ-giardina), enzimas 

metabólicas (gliceraldehido-3-fostato dehidrogenasa GAPDH, proteína disulfuro 

isomerasa 2 PDI-2, ornitina carbamoiltransferasa OTC, proteína 14-3-3), quinasa 

especifica del ciclo celular (Nek) y proteínas de resistencia al estrés (VSPs, HSP70 

citosólico). De las proteínas encontradas e identificadas se encontró un cambio significativo 

en la expresión para solo 7 de ellas. Mientras que los niveles de expresión disminuyeron, 

en los quistes con respecto a los trofozoítos, de 4 proteínas (proteína 14-3-3, α-tubulina, 

GAPDH, PDI-2); tres proteínas aumentaron en expresión (OTC, β-tubulina, VSP). Los 

análisis de PCR en tiempo real del ARNm de 4 de estas proteínas (VSP, OTC, α-tubulina, 

GAPDH) también demostraron la variación en su expresión entre los dos estados del ciclo 

de vida. Esta variación determina que estas proteínas son importantes en la diferenciación 

y por lo tanto en el ciclo de vida de este parásito. Los autores también determinan que en 

sus resultados, el número de proteínas encontradas es bajo a comparación del amplio 

proteoma que posee este organismo. Ellos suponen que se hace necesario el estudio y 

comparación del proteoma en diferentes estados del enquistamiento para un mayor 

entendimiento de este proceso. 

 

Más adelante, supliendo la necesidad anterior, Faso et al. (2013) realizaron un análisis 

cuantitativo del proteoma de G. lamblia durante el enquistamiento, obteniendo lo que ellos 

consideran como el primer atlas cuantitativo proteómico de este proceso de diferenciación 

en Giardia. Llevando a cabo proteómica “label-free shotgun”, identificaron y cuantificaron 

1063 proteínas involucradas durante todo el proceso del enquistamiento, especialmente 

en el tráfico de proteínas de secreción. El análisis lo realizaron en trofozoítos de Giardia 

(cepa WBC6) no enquistados y en células inducidas al enquistamiento in vitro durante un 

periodo de 14 horas. Intentaban demostrar que el proteoma de Giardia variaba a través de 

los diferentes momentos del enquistamiento, principalmente en la regulación específica de 

algunas rutas metabólicas y proteínas de importancia estructural. El enquistamiento in vitro 

se llevó a cabo por el protocolo de inducción de dos pasos propuesto por Boucher & Gillin 

(1990), y para verificar la correcta inducción de la biosíntesis del material propio de la pared 

celular (CWM) y el tráfico de las vesículas propias del enquistamiento (ESVs) utilizaron 

ensayos de inmunofluorescencia. Las muestras fueron tomadas durante diferentes horas 
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transcurridas después de la inducción al enquistamiento (hpie), en total fueron 4 muestras 

(0 hpie, 4, 8, y 12 hpie). 

 

En la metodología proteómica usada por Faso et al. (2013), las células de cada muestra 

fueron tratadas y su extracto proteico se separó inicialmente en SDS-PAGE; luego de la 

digestión, los péptidos resultantes fueron separados por columnas capilares de nano-

cromatografía liquida de alta eficiencia (Nano-HPLC), los cuales pasaron inmediatamente 

a ser analizados mediante espectrometría de masas en tándem, con el espectrómetro de 

alta precisión Orbitrap. Los espectros de masas fueron comparados con una base de datos 

proteómica propia que contenía los datos de la base de datos GiardiaDB, y a la vez estaba 

enriquecida con datos de secuencias proteicas de Arabidiopsis thaliana; para esta 

comparación y búsqueda se utilizó el programa MASCOT.  

Para comprobar que sus ensayos fueron óptimos y que detectan variación en la expresión 

de las proteínas a través del enquistamiento, realizaron un primer ensayo con muestras de 

cada dos horas después de la inducción al enquistamiento (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 hpie), 

utilizando SDS-PAGE y espectrometría de masas. Compararon los datos de las proteínas 

que se consideraban, hasta ese momento, marcadores del enquistamiento con los datos 

obtenidos en otros estudios, de microarreglos (Morf et al., 2010), de análisis en serie de 

expresión génica SAGE (Birkeland et al., 2010) y de proteómica (Kim et al., 2009); 

identificando 11 proteínas de las encontradas anteriormente por Kim et al (2009) en su 

estudio comparativo entre trofozoíto y quiste. Este primer ensayo también les permitió 

determinar que los mayores cambios a nivel proteómico durante el enquistamiento se dan 

en los tiempos 0, 4, 8 y 12 hpie; lo que les llevo a realizar un segundo ensayo más profundo 

pero ahora enfocándose en estos tiempos. Entre los dos ensayos se identificaron un total 

de 1063 proteínas, proporcionando una gran cantidad de datos para la anotación del 

genoma de Giardia. De estas 1063 proteínas, 316 fueron anotadas como hipotéticas, 

mientras que las restante ya tenían su función identificada. Las proteínas identificadas en 

cada tiempo fueron comparadas, dando como resultado 353 proteínas en común para todo 

el proceso y proteínas propias o específicas de cada tiempo (Figura 3-1). 

 

Los cambios más significativos en cuanto a la abundancia de proteínas, los encontraron 

sobre todo en el tráfico de proteínas de secreción constitutiva. En las primeras etapas hubo 

una disminución de las proteínas variantes de la superficie (VSP), mientras que la 

expresión de las proteínas reguladoras del citoesqueleto, proteínas quinasas NEK, 
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proteínas de la glucolisis e involucradas en el plegamiento de las proteínas aumentó 

significativamente (Faso et al., 2013). 

 

Figura 3-1: Diagrama de Venn indicando el proteoma de cada muestra tomada según el 
tiempo después de la inducción del enquistamiento. Extraído de Faso et al (2013). 

 

 

Por otro lado, Niño et al (2013) estudiaron la modificación postraduccional de la 

ubiquitinación durante el proceso de enquistamiento de Giardia. Usaron diferentes 

métodos bioquímicos de inmunotransferencia (IB, immunoblotting en inglés), de 

inmunofluorescencia (IF) y finalmente proteómicos para evaluar e identificar las proteínas 

que sufren de esta modificación postraduccional y su función en la diferenciación del 

parásito. Los trofozoítos de G. lamblia WB/9B10 fueron inducidos al enquistamiento in vitro 

según el protocolo de Kane et al (1991). Las células fueron colectadas en diferentes 

tiempos después de la inducción, a 0 horas (trofozoíto), 6, 12 y 24 horas (enquistamiento), 

y 48 horas (quiste). Mediante un sistema de ubiquitinación in vitro, donde se marcaron las 

proteínas con His6Ubiquitina y se inhibieron las enzimas desubiquitinadoras (DUBs) y el 

proteosoma, analizaron, purificaron e identificaron las proteínas potencialmente 

ubiquitinadas. Las proteínas que fueron marcadas (His6Ub-proteina) fueron detectadas por 

inmunoblot, y fueron purificadas por cromatografía de afinidad, para posteriormente ser 

analizadas por cromatografía liquida acoplada a espectrometría de masas en tándem. Los 

resultados fueron comparados en la base de datos GiardiaDB y las bases de datos 

disponibles en el portal de NCBI utilizando el programa MASCOT (Niño et al., 2013). 

En el estudio se encontró que las proteínas ubiquitinadas presentaban una localización 

citoplasmática, nuclear y periférica (pared del quiste). Así mismo, se logró identificar un 

total de 211 proteínas como conjugados Ub-proteína, los cuales muchos de ellos ya han 
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sido reportados anteriormente en otros organismos. La mayor abundancia fue reportada 

en los trofozoítos (151 proteínas, 55 exclusivas); y de acuerdo con los análisis que 

realizaron con IB y IF, una vez el enquistamiento fue inducido, el número de proteínas 

ubiquitinadas fue disminuyendo a 94 (6 horas), 70 (12 horas), 67 (24 horas), hasta 57 

proteínas en los quistes (15 exclusivas). Basándose en la anotación de GiardiaDB y de las 

bases de datos del NCBI, agruparon a las 211 proteínas dentro de 14 categorías (Figura 

3-2). Se encontró que las proteínas implicadas en la traducción, en el metabolismo del 

ADN/ARN, en transporte/reparto/endocitosis, en el plegado, y algunas enzimas, están 

altamente presentes en los trofozoítos y se reducen durante el enquistamiento y el quiste. 

Por el contrario, algunas proteínas del citoesqueleto y de la familia 21.1 están altamente 

representadas en los quistes comparados con los trofozoítos. También se identificaron tres 

enzimas que participan en la biosíntesis del polisacárido N-acetyl-galactosamina GalNAc, 

y por lo tanto se ven involucradas en la formación de la pared del quiste. Estas enzimas 

corresponden a la glucosamina-6-fosfato deaminasa (GNP), glucosa-6-fostato N-

acetiltransferasa (GNA), y fosfoacetilglucosamina mutasa (AMG), lo que puede indicar que 

la ubiquitinación participa en la biosíntesis de GlcNAc y en la formación de la pared celular 

del quiste. La glucosamina-6-fosfato deaminasa (GNP), era la única proteína reconocida 

hasta ese momento como sustrato de ubiquitina en este organismo. 

 

Así mismo, en este estudio, se identificaron las cuatro histonas de Giardia como asociadas 

a la ubiquitina, H2A solo en los trofozoítos y todas las cuatro histonas (H2A, H2B, H3, y 

H4) en los quistes. Esto da a entender que los procesos de ubiquitinacion están 

relacionados con las funciones específicas de estas proteínas, como la transcripción y el 

mantenimiento de la integridad del genoma. Los autores dejan en consideración investigar 

si la diferencia entre los trofozoítos y quistes en términos de histonas ubiquitinadas se 

correlaciona con los cambios observados en el transcriptoma entre esos dos estados. 

Concluyen que la ubiquitinación es un evento dinámico y regulado, el cual participa en 

varios procesos celulares en Giardia, como la transcripción, el plegamiento de proteínas, 

señalización, y también la formación del quiste. Ya que no existen muchos estudios de la 

función de la ubiquitina en los primeros organismos unicelulares, este estudio es 

importante para entender este mecanismo en el proceso evolutivo y proponen a Giardia 

como un modelo valioso para investigar y comprender el sistema de ubiquitinación en 

términos evolutivos (Niño et al., 2013).  

 



36 Estado actual de la investigación proteómica del protozoario G. lamblia 

 
Figura 3-2: (A) Resumen de las proteínas ubiquitinadas identificadas en cada periodo de 
tiempo. (B) Clasificación de las proteínas ubiquitinadas de acuerdo a su anotación en 
GiardiaDB. Extraído de Niño et al (2013). 

 

 

En comparación, Wampfler et al (2014) realizaron una investigación de tipo proteómico de 

los orgánulos celulares de tipo vesícula, como lo son las vesículas específicas de 

enquistamiento (ESVs) y las vesículas periféricas (PVs). Sin embargo, este estudio así 

como el trabajo realizado por Stefanic et al, serán tratados en un apartado posterior. 

 

Hasta ese momento, los estudios realizados en proteómica referente al proceso de 

diferenciación o enquistamiento de G. lamblia solo se habían llevado a cabo tomando como 

referencia la cepa WB C6 del ensamblaje A. Para cubrir esta necesidad, en Emery et al 

(2015) se realizó un estudio proteómico cuantitativo del enquistamiento contrastando dos 

cepas diferentes, pero de igual importancia patógena que la cepa WB; una de ellas 

derivada de humano BRIS/82/HEPU/106 (H-106), y la otra de aves BRIS/95/HEPU/2041 

(B-2041); considerándose esta investigación como la primera realizada en este campo. 

Las proteínas fueron extraídas de trofozoítos y quistes que fueron inducidos al 

enquistamiento mediante el protocolo de bilis bovina en alta concentración (Kane et al., 
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1991) para cada una de las cepas. La proteómica cuantitativa tipo “label-free shotgun” se 

llevó a cabo utilizando un protocolo en solución basado en la preparación de muestra 

ayudada por filtro (FASP, Filter aided sample preparation en inglés) con fraccionamiento 

de fase gaseosa (GPF, Gas-phase fractionation en inglés), seguido por nano cromatografía 

liquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (Nanoflow LC–MS/MS). Los 

resultados obtenidos los cotejaron con la información del momento sobre la cepa WB de 

la base de datos de GiardiaDB, utilizando el programa informático GPM (Global Proteome 

Machine). 

En el estudio se identificó un total de 1061 proteínas no redundantes de ambas cepas, 672 

identificadas en H-106 y 972 proteínas en B-2041. De las proteínas de la cepa H-106, 586 

(184 únicas) fueron encontradas en los trofozoítos y 488 (86 únicas) en los quistes. De la 

cepa B-2041, 816 (285 únicas) en trofozoítos y 688 (157 únicas) en quistes. La 

comparación de los estados de vida de cada cepa, les permitió determinar que existe un 

único proteoma central para las cepas de Giardia suplementado con un pequeño grupos 

de proteínas específicas para el quiste o trofozoíto (Figura 3-3). 

 

En el estudio mencionado se encontró también que las proteínas que se han determinado 

como específicas del enquistamiento (24 proteínas), y que a su vez sirven de marcadores 

para este proceso, son independientes de la cepa del microorganismo, confirmando así a 

estas proteínas como marcadores universales del enquistamiento de G. lamblia 

ensamblaje A. Al realizar el análisis de las funciones de las proteínas que se expresaron 

diferencialmente, fue evidente cierto sobrelape entre las cepas, principalmente en las 

proteínas que intervienen en el metabolismo de carbohidratos, tráfico de proteínas y 

quinasas NEK (Emery et al, 2015); entendiendo que estos procesos son de gran 

importancia en la diferenciación del parásito y que son universales entre las cepas de este 

tipo de organismo. Por otra parte, se encontraron diferencias notorias entre las cepas que 

se pueden considerar como una adaptación específica que se da en los quistes. Los 

quistes de B-2041 presentaron sobre-regulación de la familia de proteínas 21.1-con 

repeticiones de Anquirina (27 proteínas) en comparación con quistes H-106 (1 proteína). 

Aunque no existen datos de la funcionalidad de la proteína 21.1, estas diferencias pueden 

indicar divergencia entra las cepas de G. lamblia. Además, los quistes de B-2041 

mostraron retención casi completa de las VSPs a comparación de los quistes H-106 que 

perdieron 45% de la diversidad de VSPs, algo ya evidenciado en WB C6. Al ser las VSPs 
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de gran importancia en la virulencia, mantener su diversidad puede explicar porque B-2041 

es una cepa tan virulenta y con un amplio rango de hospederos (Emery et al, 2015). 

 

Figura 3-3: Diagramas de Venn que muestran la relación entre los proteomas encontrados 
en trofozoíto y quiste, y entre las dos cepas H-106 y B-2041 de G. lamblia. Extraído de 
Emery et al (2015). 

 

 

La gran mayoría de los estudios del proceso de enquistamiento de Giardia se hicieron in 

vitro mediante protocolos de inducción al enquistamiento. Solo uno de ellos fue llevado a 

cabo tomando las muestras directamente de las heces (Lingdan et al., 2012). Los 

protocolos de enquistamiento más utilizados son los de 2 pasos (Boucher & Gillin, 1990) y 

el de bilis bovina de alta concentración (Kane et al., 1991), mientras que, en ningún estudio 

proteómico se usó el protocolo de inanición de colesterol (Luján et al., 1996). No obstante 

los protocolos de enquistamiento in vitro han demostrado ser eficientes, se hacen 
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necesarios estudios in vivo del proceso de enquistamiento, pues las condiciones tratadas 

pueden hacer que la expresión de algunas proteínas cambie. Así mismo, aprovechando 

los genomas secuenciados de G. lamblia se pueden llevar a cabo estudios proteómicos 

del enquistamiento entre diferentes ensamblajes genéticos como también entre cepas. El 

estudio de Lingdan et al (2012) utilizó una cepa del ensamblaje D, del cual aún no hay 

genoma secuenciado. Mientras que, Emery et al (2015) comparó dos cepas diferentes del 

ensamblaje A. 

 

Las investigaciones de proteómica cuantitativa en el enquistamiento comienzan con el uso 

de geles de electroforesis y MALDI-TOF, posteriormente sustituidos por técnicas de 

proteómica “shotgun”, que combinan cromatografía y espectrometría de masas en tándem. 

Así mismo, estas técnicas estuvieron sujetas a una cuantificación mediante proteómica 

“label free”, y marcación iTRAQ. El uso de plataformas en solución tipo FASP-GFP muestra 

ser muy eficiente para obtener un mayor número de proteínas identificadas como lo 

evidencia el estudio de Emery et al (2015). 

 

Estudios de proteómica del proceso del exquistamiento no se han llevado a cabo, lo que 

abre una posibilidad para ampliar el conocimiento del ciclo de vida del parasito. Incluso, se 

ha avanzado mucho en el conocimiento del proceso de enquistamiento y se ha obtenido 

mucha información, pero aún quedan aspectos por explorar acerca de estos procesos 

complejos de diferenciación en Giardia (Einarsson & Svärd, 2015). 

 

Así mismo, no existen estudios proteómicos que incluyan la transformación completa de 

los trofozoítos a los quistes. Adicionalmente, realizar estudios a gran escala de las 

modificaciones post-traduccionales podría complementar el conocimiento y generar una 

imagen completa de los cambios de expresión génica inducida por enquistamiento 

(Einarsson & Svärd, 2015). 

3.2 Citoesqueleto 

En las células eucariotas el citoesqueleto ayuda a la célula a organizarse en el espacio y 

a interactuar mecánicamente con su entorno, así como también a reorganizar sus 

componentes internos a medida que crece y se adapta. 
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En el caso de Giardia, la labor del citoesqueleto es crucial para su infección y virulencia. A 

estos parásitos les es necesario ingresar al hospedero, asegurarse los recursos para su 

replicación o reproducción, evitar su destrucción o el ser expulsado, y así mismo, asegurar 

la forma de ser transmitido para nuevas infecciones. Giardia debe moverse dentro del 

intestino hasta encontrar un ambiente óptimo, adherirse muy bien a las células epiteliales 

y así no ser arrastrado a causa del peristaltismo en el intestino. Por esto mismo, la 

interacción parásito-hospedero es muy importante y debe estar mediada por su 

citoesqueleto, considerado éste como un factor determinante en la virulencia del parásito 

(Dawson, 2011; Elmendorf, Dawson, & McCaffery, 2003). 

 

Giardia es un protista altamente polarizado con un citoesqueleto de varias estructuras, el 

cual es fundamental tanto para el buen funcionamiento del parásito, como también para su 

diferenciación entre quiste y trofozoíto. El citoesqueleto de Giardia se compone de 

estructuras microtubulares altamente dinámicas y estables: cuatro pares de flagelos, el 

funis, el cuerpo medio y el disco ventral. Es una estructura muy estudiada y conocida 

gracias a varias herramientas moleculares y microscópicas (Benchimol & De Souza, 2011; 

Dawson, 2011). 

 

Morfológicamente, Giardia parece como media pera aplanada, con la mitad ventral anterior 

cubierta con el disco ventral, un disco adhesivo que le permite unirse al epitelio intestinal 

del hospedero (Figura 1-2). Este disco es único para Giardia y no está presente en otros 

organismos del orden Diplomonadida. Detrás del disco ventral, en la línea media del 

trofozoíto y dorsal al flagelo caudal se encuentra el cuerpo medio, un conjunto de 

microtúbulos también único para el género Giardia, que en el caso de G. lamblia presenta 

una morfología típica de garra, sin embargo, no se ha establecido su función. Cuatro pares 

de flagelos (anterior, posterior-lateral, ventral y caudal) se originan a partir de sus ocho 

cuerpos basales ubicados entre y ligeramente anterior a los dos núcleos. Cada par de 

flagelos atraviesan diferentes partes de la célula y salen en distintos sitios; cuando el 

axonema de los flagelos caudales atraviesa el cuerpo celular se genera el funis. La función 

de los flagelos es permitir la movilidad a los trofozoítos mientras que su papel en la 

adherencia al epitelio intestinal no parece importante (Elmendorf et al., 2003; Lauwaet et 

al., 2011). 
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Se pueden citar varios estudios donde el objetivo principal fue la identificación de las 

proteínas del citoesqueleto de Giardia. Aunque aún no se podría considerar como una 

técnica proteómica, los estudios referentes a la composición de las proteínas del 

citoesqueleto de Giardia comienzan en el laboratorio de Holberton (Clark & Holberton, 

1988; Crossley & Holberton, 1983; Holberton & Ward, 1981), donde realizaron y publicaron 

protocolos para la extracción y preparación de muestras de citoesqueleto de Giardia, que 

fueron utilizados exitosamente más adelante por otros investigadores. Holberton y su 

grupo realizaron los primeros pasos en este campo, mediante análisis en gel uni y 

bidimensional de extractos de citoesqueleto y flagelos pudieron determinar una 

composición de al menos 35 proteínas en el citoesqueleto (Elmendorf et al., 2003). Los 

protocolos desarrollados para extraer y purificar los componentes del citoesqueleto, 

incluidos los flagelos, les permitieron hacer análisis de la composición proteica. Sin 

embargo, la identificación de las proteínas no fue muy exitosa por la falta de herramientas 

más específicas en ese momento (Elmendorf et al., 2003). 

 

En un primer estudio, Holberton & Ward (1981) realizaron un protocolo para aislar 

axonemas y discos ventrales de Giardia, que fueron a su vez analizados utilizando 

electroforesis de una dimensión SDS-PAGE. Allí se evidenciaron 2 bandas prominentes 

correspondientes a dos tipos de proteínas consideradas abundantes en estas estructuras; 

encontraron que una de estas proteínas era del tamaño de la tubulina, mientras que la otra, 

desconocida hasta ese momento, la definieron como un polipéptido complejo con un peso 

molecular alrededor de los 30 kDa. 

 

Más adelante Crossley y Holberton (1983), utilizando el mismo protocolo de extracción y 

purificación anterior, inclusive SDS-PAGE, consiguieron determinar 20 proteínas 

individuales diferentes con masas moleculares entre 120 y 17 kDa. Además de la tubulina 

y la proteína desconocida de 30kDa (Holberton & Ward, 1981), 18 proteínas más fueron 

detectadas. Se identificaron tres proteínas ya que migran igual que otras ya conocidas: la 

alfa y beta tubulina y la actina. La proteínas de 30 kDa encontradas en sus estudios previos 

fueron denominadas giardinas.  

 

Posteriormente, Peattie et al (1989) realizaron un primer estudio en 2D-PAGE siguiendo el 

protocolo de extracción estipulado por Holberton y Ward (1981), y demostraron que las 

cinco bandas separadas por electroforesis unidimensional de un peso molecular entre 29 
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a 38 kD, corresponden a conjunto de 23 proteínas, determinado por el análisis 2D (Tabla 

3-1). Estas proteínas son las giardinas, las cuales se asocian a los microtúbulos del disco 

ventral, al axostilo y a la membrana plasmática. Una nueva clase de giardina fue 

identificada, la alfa giardina (Peattie et al. 1989) 

 

Tabla 3-1: Masa molecular y punto isoeléctrico de las 23 proteínas identificadas como 
giardinas. Extraído de Peattie et al. (1989). 

Proteína 
Masa molecular 

(kD) 
Punto 

Isoeléctrico 

1 35,5 6,52 
1a 36 6,42 
1b 36,5 6,25 
1c 36,5 6,02 
1d 39 5,65 
1e 36 5,58 
2 38 5,18 
3 37 5,16 
4 36,5 5,20 
5 33 6,53 

5a 34 6,43 
5b 34 6,20 
6 34,5 5,91 
7 33,5 5,76 
8 33 5,37 

8a 33 5,24 
8b 33,5 5,22 
8c 34 5,05 
8d 31 5,58 
8e 32,5 5,53 
9 29 5,55 

9a 29,5 5,38 
9b 28 5,33 

 

En un enfoque más reciente y utilizando técnicas de proteómica propiamente dichas, Palm 

et al (2005) utilizaron 2D-PAGE (como técnica de separación) y MS (como técnica de 

análisis) para identificar las principales proteínas que conforman el disco ventral en Giardia, 

además de su expresión y localización durante las etapas del ciclo de vida de este parásito. 

En este estudio, la extracción del citoesqueleto de los trofozoítos (cepa WB C6) se realizó 

según el método propuesto por Holberton y Ward (1981). Se utilizó electroforesis de dos 

dimensiones (2D-PAGE) para la separación de los péptidos y MALDI (MS) para generar 

los mapas de los péptidos, los cuales a su vez fueron confrontados con la información 

disponible en el momento del genoma de G. lamblia usando el programa MASCOT. 

Además midieron y determinaron la expresión de las proteínas mediante el análisis en 

serie de la expresión génica (SAGE). Finalmente, se separaron e identificaron siete 

proteínas, alfa y beta tubulina, alfa-1 giardina, beta giardina, delta giardina, gamma giardina 
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y un nuevo registro para la fecha, la SALP-1 (SF-assemblin like protein-1). A su vez 

examinaron la expresión de tres de ellas (beta giardina, delta giardina y SALP-1). El 

análisis en serie (SAGE) determinó que los niveles de ARNm de estas proteínas 

disminuyeron en el enquistamiento, pero con los geles de dos dimensiones los resultados 

de expresión fueron más constantes, demostrando así, que los niveles de las proteínas del 

disco ventral no están correlacionados con sus respectivos niveles de ARNm en el 

enquistamiento. Esto puede indicar que los niveles de ARNm no siempre son indicativos 

de la cantidad de proteína presente en un individuo de Giardia (Steuart, 2010). 

 

Más adelante, Hagen et al. (2011) llevaron a cabo un estudio proteómico de los 

componentes citoesqueléticos del disco ventral y su cresta lateral con el objetivo de 

encontrar nuevas proteínas asociadas al disco ventral (DAPs, Disc-associated proteins en 

inglés). La cresta lateral se considera como la estructura contráctil que rodea el disco, la 

cual le permite formar un sello con el sustrato en el momento de la unión (Hagen et al., 

2011). Hasta esa fecha se habían identificado quince proteínas asociadas al disco, 7 

proteínas estructurales exclusivas o giardinas: 3 anexinas (alfa-giardinas), 3 (SF)–

assemblins, (beta-giardina, delta-giardina y SALP-1), y una gamma-giardina; como 

también proteínas asociadas al disco con localización específica en el ciclo celular (p. ej. 

un homólogo de quinasa ERK1, la aurora quinasa, y Nek quinasas). Mediante la técnica 

proteómica “shotgun”, los autores estudiaron la composición proteómica de un extracto de 

discos ventrales de Giardia de la cepa WB C6.  Así mismo, utilizaron una técnica de 

marcación con GFP (green fluorescent protein) para determinar la localización de estas 

proteínas en el disco, encontrando 18 nuevas DAPs, el doble de las que se conocían. Diez 

de ellas están asociadas a la cresta lateral (siendo las primeras confirmadas para esta 

estructura). El aislamiento y extracción de los componentes del citoesqueleto lo hicieron 

usando detergentes, modificando un poco el protocolo de Holberton y Ward (1981), 

procurando aislados de disco ventral más intactos conservando las proteínas asociadas a 

los microtúbulos mediante la eliminación de los radicales e iones metálicos que pudieran 

dañar la estructura del disco, y mediante la estabilización de los microtúbulos utilizando 

fármacos como Taxol. 

En este estudio, las proteínas presentes en el extracto fueron identificadas usando 

cromatografía liquida en tándem con espectrometría de masas (LC-MS/MS). Los espectros 

MS/MS fueron analizados con el programa X!Tandem, y a su vez validados por el software 

Scaffold. Las proteínas fueron identificadas comparando la secuencia de los péptidos 
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obtenidos con la información del genoma completo de Giardia. Las proteínas fueron 

verificadas con la construcción de clones DAP-GFP. Finalmente, 102 proteínas candidatas 

a estar asociadas al disco fueron determinadas en la espectrometría, siendo éstas 

clasificadas por predicciones funcionales y análisis de motivos en tres categorías: 

posiblemente asociadas al disco (57), posiblemente flagelares (17), y metabólicas o 

asociadas a la cromatina (28); éstas últimas fueron tomadas como contaminantes. De este 

grupo, identificaron y localizaron 18 proteínas nuevas asociadas a los discos ventrales, 

que junto con las identificadas en estudios anteriores completaron 30 proteínas asociadas 

al disco. Al menos veinte proteínas estructurales están en el disco ventral y diez 

comprenden la cresta lateral. Aunque no se considera que se haya alcanzado a identificar 

todas las proteínas del disco, este trabajo aporta un gran conocimiento para 

investigaciones futuras como la forma de unión al hospedero, el montaje y desmontaje del 

disco durante la diferenciación o su duplicación durante la división celular (Hagen et al., 

2011).  

 

En otro escenario, Lauwaet et al (2011) utilizaron herramientas bioinformáticas y estudios 

proteómicos para identificar nuevas proteínas del citoesqueleto, pero en este caso, del 

cuerpo basal de los flagelos de Giardia, además confirmaron su localización en el trofozoíto 

con el uso de microscopia confocal. Hasta ese momento solo se habían identificado 10 

proteínas relacionadas al cuerpo basal, incluyendo alfa y gamma tubulinas, centrinas 1 y 

2, y proteínas de señalización tipo calmodulina, PKAc, PKAr, PP2AC, ERK1 y aurora 

kinasa. En total, se reportaron 75 homólogos de proteínas conservadas del cuerpo basal, 

65 de las cuales no estaban reportadas antes. Así mismo, se confirmó la presencia y 

localización de trece de estas proteínas, que junto con la centrina están en los cuerpos 

basales de Giardia. Este estudio aportó principalmente al conocimiento de la funcionalidad 

de los flagelos específicos de Giardia involucrados en su movilidad y diferenciación, a las 

vías de señalización complejas que regulan los procesos del citoesqueleto y a la 

divergencia biológica de los cuerpos basales. 

 

Para lograr lo anterior, en el citado estudio de Lauwaet et al (2011) se utilizó un conjunto 

de datos de secuencias de proteínas de G. lamblia de la base de datos GiardiaDB y junto 

con el buscador HMMER se identificaron proteínas del cuerpo basal por homología con 

proteínas ya inmunolocalizadas de cuerpos basales y centrosomas de humano, 

Chlamydomonas y Tetrahymena. En esta minería de datos se encontraron proteínas 
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involucradas en la duplicación y ensamblaje centrosomal, centrinas, proteínas de unión a 

calcio, proteínas EF-hand, tubulinas, quinasas mitóticas, entre otras. Ya en la investigación 

proteómica, se utilizaron trofozoítos vegetativos de Giardia (cepa WB C6) a los cuales se 

les extrajeron los cuerpos basales según un protocolo de extracción usado para aislar 

cuerpos basales del alga verde flagelada Spermatozopsis similes (Geimer, Teltenkotter, 

Plessmann, Weber, & Lechtreck, 1997). Las fracciones enriquecidas de cuerpo basal 

fueron analizadas por la técnica proteómica MudPIT (Multidimensional Protein 

Identification Technology), que consiste en técnicas de cromatografía multidimensional 

acoplada a espectrometría de masas. Finalmente, detectaron 363 proteínas, de las cuales 

sólo 38 son proteínas homólogas de otras que han sido localizadas en cuerpos basales ya 

sea de Chlamydomonas, de Tetrahymena o de centrosomas humanos. Dentro del conjunto 

de las otras 325 proteínas se incluyen homólogos de proteomas que ya han sido 

publicados pero cuya localización en los cuerpos basales de Giardia no se había 

confirmado, algunas proteínas de cuerpo basal específicas de Giardia y otras proteínas 

que determinaron como contaminantes. Este estudio es óptimo en el sentido que combina 

dos técnicas para identificar proteínas, una investigación proteómica y una genómica; sin 

embargo se hace necesario mejorar la técnica de separación pues aparecieron muchos 

contaminantes. Los autores mismos proponen que se deben realizar estudios de 

localización, y además otros estudios que puedan revelar proteínas del cuerpo basal 

adicionales (Lauwaet et al., 2011). El conjunto de datos proporcionado por este estudio, 

tanto la lista de proteínas identificadas, como los espectros de masas de los péptidos, han 

servido como referencia de evidencia espectrométrica para muchas proteínas en la base 

de datos de GiardiaDB.  

 

Continuando en esa dirección, Lourenço et al (2012) realizaron un análisis del disco ventral 

de Giardia, pero en este caso, enfocándose en desarrollar un nuevo y mejor protocolo para 

la extracción de los discos ventrales de los trofozoítos que los anteriores, especialmente 

el desarrollado por Holberton y Ward (1981). Las modificaciones en el nuevo protocolo 

incluyen la resuspensión en buffer PHEM, el tiempo de exposición al detergente y, el tipo 

y tiempo de la ruptura celular, además de utilizar ultrasonido en lugar de vortex para la lisis. 

La evaluación de este nuevo protocolo se llevó a cabo con microscopia electrónica de 

transmisión (TEM) demostrando que es más eficiente, ya que se consiguieron mayor 

cantidad de discos ventrales aislados con una mayor pureza. Por otro lado, la investigación 

proteómica se llevó a cabo con el fin de identificar proteínas asociadas al disco ventral. 
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Ellos usaron electroforesis SDS-PAGE y 2D-PAGE. En el primer caso, encontraron 

proteínas con pesos moleculares característicos, como las tubulinas (~40 KDa) y las 

giardinas (~30 KDa). En la electroforesis 2D encontraron dos grupos de proteínas, siete 

proteínas con pesos moleculares que van de 30 a 58 KDa y ocho proteínas con peso 

molecular alrededor de 24 KDa. La identificación de estas proteínas la realizaron con LC-

MS/MS, los espectros de masas fueron correlacionados con la base de datos de proteínas 

no redundantes (nr) del NCBI usando el software MASCOT. Se identificaron las principales 

familias de las proteínas del citoesqueleto de Giardia, las giardinas (beta, delta y gamma), 

tubulinas (alfa y beta), la proteína del cuerpo medio y la SALP-1. Muchas de estas 

proteínas eran conocidas previamente como constituyentes del disco ventral, sin embargo, 

fue la primera vez que se registró la proteína del cuerpo medio en el disco ventral. La 

proteína alfa-giardina no se obtuvo, probablemente por la poca cantidad de esta proteína 

en la muestra o por la disociación de su estructura en el proceso del aislamiento. 

  

En este estudio, a partir del gel 2D, identificaron dos proteínas más. Estas proteínas 

corresponden a Mp1p, una proteína que se encuentra en el hongo Penicillium marneffei y 

TTHERM, una proteína hipotética que se encuentra en el ciliado Tetrahymena thermophila. 

Aunque a primera vista se pudieran considerar contaminantes, la función de estas 

proteínas está muy relacionadas con la función y la estructura del disco ventral de Giardia, 

la proteína Mp1p tiene un sitio involucrado en los procesos de adhesión celular, mientras 

que la proteína hipotética TTHERM es homóloga de la tubulina. Aunque las dos proteínas 

no se encuentran anotadas en el genoma de Giardia, parecen estar implicadas en los 

procesos biológicos relacionados con las funciones de los discos ventrales. Por lo tanto, 

se pueden ver como una oportunidad para estudios posteriores (Lourenço et al., 2012). 

 

Aunque los estudios de proteómica del citoesqueleto giardial pretenden obtener todas las 

proteínas asociadas a éste, no son los únicos estudios que las han identificado. Este 

proteoma ha sido reportado en diferentes investigaciones que no son específicamente del 

citoesqueleto. Por lo tanto, se puede considerar que este conjunto de estructuras está 

relacionado con múltiples procesos que ocurren en la célula de este organismo unicelular. 

Por otro lado, de las referencias analizadas se observa que proteómica del citoesqueleto 

solo se ha llevado a cabo en el ensamblaje A cepa WB, lo cual abre la posibilidad de 

estudiar estas estructuras en otras cepas o ensamblajes, realizar proteómica comparativa 

entre cepas, e incluso encontrar proteínas propias o específicas que puedan servir de 
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objetivos potenciales en algunos tratamientos; así como lo demostró Steuart et al (2008), 

al identificar una α2-giardina específica para el ensamblaje A de G. lamblia. Hay que tener 

en cuenta que comprender mejor la dinámica, la estructura y composición de estas 

estructuras permitirá entender los mecanismos de fijación, y por lo tanto de la patogénesis 

de la Giardiasis. 

 

Dentro de las técnicas proteómicas usadas para identificar proteínas asociadas con el 

citoesqueleto se encuentran las basadas en gel (2DE-PAGE), como también proteómica 

shotgun, dando a entender que este campo está abierto a ser profundizado con técnicas 

más actuales. Así mismo, se evidencia que una de las principales dificultades presentadas 

en el estudio concreto del citoesqueleto es la dificultad de extraer y aislar los organelos o 

componentes que hacen parte de este, lo que propone que se deben mejorar los protocolos 

existentes para este fin, o generar nuevos.   

3.3 Fracciones Celulares 

Giardia es un diplomonado de divergencia temprana, el cual tiene pocos orgánulos 

comparado con los eucariotas más modernos. En su interior domina una red enmarañada 

de retículo endoplasmático (ER) y vacuolas periféricas similares a lisosomas (PVs) las 

cuales intervienen en la toma de los nutrientes. Posee también unas vesículas similares a 

Golgi que son específicas del enquistamiento (ESVs) y se encargan de distribuir el material 

de la pared celular hacia la superficie durante el enquistamiento (Benchimol & De Souza, 

2011; Martincová et al., 2015).   

 

La forma trofozoíto de este protista carece de orgánulos encontrados en los eucariotas 

superiores, como las mitocondrias y los peroxisomas tradicionales. Sin embargo, se ha 

demostrado que posee mitosomas, unas formas altamente reducidas de tipo mitocondrial, 

que no poseen ADN y que se ven involucradas en la biosíntesis del grupo Fe/S y en el 

plegamiento e importación de proteínas (Benchimol & De Souza, 2011). 

 

Con el objetivo de estudiar los mitosomas presentes en G. lamblia, Rada et al (2009) 

llevaron a cabo una investigación proteómica junto con técnicas de inmunoflorescencia en 

la cual encontraron, identificaron y localizaron una nueva proteína mitosomal, una proteína 

de tipo glutaredoxina monotiólica. El extracto enriquecido de mitosomas provenía de un 
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cultivo de trofozoítos de la cepa WB, la separación de las proteínas se realizó por 2D-

PAGE y posteriormente se llevó a cabo espectrometría de masas MALDI-TOF. Los 

espectros resultantes fueron analizados usando MASCOT y la base de datos de 

GiardiaDB. Del gel 2D escogieron los 25 spots más abundantes para llevar a cabo la 

espectrometría de masas, donde identificaron 18 proteínas individuales. Dentro de ellas 

estaban 4 marcadores mitosomales (IscS, IscU, Hsp70, y Cpn60), cinco proteínas con 

función hipotética, y una proteína Glutaredoxina, entre otras más. Esta Glutaredoxina fue 

localizada posteriormente por inmunofluorescencia en los mitosomas, estudiada su 

secuencia, y analizada filogenéticamente proporcionando luces sobre el origen y evolución 

de estos orgánulos (Rada et al., 2009). 

 

Más adelante, Jedelsky et al (2011) realizaron un estudio de proteómica cuantitativa de los 

mitosomas de G. lamblia, mediante una técnica de fraccionamiento celular utilizando 

marcación isobárico (iTRAQ) con el fin de entender mejor la función y el origen evolutivo 

de estos orgánulos. Las fracciones enriquecidas de mitosomas las obtuvieron de 

trofozoítos de G. lamblia ensamblaje A (cepa WB) mediante centrifugación en gradiente 

discontinuo. Aunque se confirmó la presencia de mitosomas en las fracciones por 

microscopia electrónica, éstas también contenían contaminantes de vesículas que se 

fraccionaron. Para separar estos contaminantes llevaron a cabo el marcación isobárico de 

los péptidos mediante iTRAQ. La separación e identificación se hizo mediante nano 

cromatografía liquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (nano-LC MS/MS). 

El resultado fue la identificación de 638 proteínas, sin embargo, para hacer más estrecho 

y confiable el resultado, compararon la relación iTRAQ de las proteínas encontradas con 

la relación iTRAQ de seis marcadores típicos mitosomales (IscS, IscU, [2Fe2S] 

ferredoxina, Cpn60, Hsp70 y glutaredoxina 5) donde finalmente obtuvieron 139 proteínas 

con relación similar. La búsqueda de los espectros fue realizada con el programa MASCOT 

en la base de datos de GiardiaDB. Mediante bioinformática, les fue asignada una función 

probable a cada una de las 139 posibles proteínas mitosomales (Figura 3-4). 

Adicionalmente, mediante inmunoflorescencia se determinó la localización mitosomal de 

20 de estas proteínas. 
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Figura 3-4: Clasificación de las proteínas identificadas en los mitosomas de acuerdo a su 
función. Extraído de Jedelsky et al (2011). 

 

 

Dentro de las 20 proteínas identificadas y localizadas en los mitosomas de G. lamblia se 

encuentran proteínas involucradas en la biosíntesis de los centros Fe-S, una proteína 

nueva diflavo NADPH reductasa, una proteína asociada a VAMP, componentes 

translocasa involucrados en el transporte de proteínas a través de la membrana mitosomal, 

y dos proteínas hipotéticas más, una con dos dominios transmembranas predichos, y otra 

proteína globular soluble. 

Este trabajo constituye un aporte considerable al entendimiento del funcionamiento y 

origen de los mitosomas en Giardia, aunque en gran medida obstaculizado por la 

abundancia de ER y estructuras citoesqueléticas en la célula. Ninguna de las proteínas 

nuevas identificadas y localizadas en el mitosoma había sido reportada por estudios 

genómicos anteriores. Además, el estudio demostró que el proteoma del mitosoma giardial 

es relativamente pequeño (50 a 100 proteínas) y con un funcionamiento simple, que está  

metabólicamente limitado a la biosíntesis de centros FeS, con una maquinaria simple de 

transporte a través de la membrana, y con otras proteínas que hipotéticamente son 

importantes para la interacción con otros compartimientos celulares (proteína asociada a 

VAMP) (Jedelský et al., 2011). Además, los aportes realizados por estos autores han sido 

ampliamente utilizados en la base de datos GiardiaDB, como evidencia de espectrometría 

de masas para muchos registros genómicos de G. lamblia. 
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La dificultad en aislar y purificar los mitosomas de Giardia, llevó a Martincová et al (2015) 

a la caracterización bioquímica de éstos mediante un enfoque de marcado enzimático in 

vivo, con el fin de obtener información acerca de los procesos de importación de proteínas 

y otros procesos bioquímicos de estos orgánulos. Estos ensayos altamente específicos 

fueron seguidos por espectrometría de masas para el análisis e identificación de las 

proteínas. El marcación enzimático lo realizaron mediante la unión especifica de Biotina a 

proteínas mitosomales, con el uso de la biotina ligasa de Escherichia coli (BirA), en los 

trofozoítos de G. lamblia ensamblaje A (cepa WB). Las proteínas marcadas fueron 

utilizadas para co-purificar complejos proteicos, los cuales fueron posteriormente 

analizados en espectrometría de masas en tándem (MS/MS). Además, mediante 

inmunofluorescencia y Western-Blotting lograron monitorear in situ estas proteínas. En 

este estudio, se identificaron y localizaron más de 12 proteínas nuevas de la matriz y de la 

parte externa de la membrana mitosomal. Dentro de éstas, la proteína Tim44, primer 

componente conocido del complejo de translocasa de membrana interna (TIM), y mediante 

bioinformática encontraron y determinaron genes parálogos para esta misma. Así mismo, 

mediante el marcación enzimático, encontraron que el transporte de las proteínas a través 

de la membrana mitosomal se realiza sin transporte vesicular y en un estado desplegado. 

Finalmente, la mayoría de la proteínas identificadas son específicas de G. lamblia, 

indicando procesos únicos en el metabolismo mitosomal, aparte de la biosíntesis de FeS. 

 

La dificultad en aislar y extraer los mitosomas, con referencia a la contaminación causada 

por el ER y las vesículas; lleva a que los estudios en proteómica estén ligados a técnicas 

de marcación, ya sea iTRAQ o marcación enzimático, como se explicó anteriormente. Las 

investigaciones realizadas por Jedelsky et al (2011) y Martincová et al (2015) demostraron 

que estas técnicas son muy útiles en las investigaciones de orgánulos específicos o 

fracciones celulares; en especial en orgánulos tan pequeños como un mitosoma giardial. 

Así mismo, estos estudios demuestran que no todo está entendido acerca del 

funcionamiento de los mitosomas, y que aunque se les ha considerado como orgánulos de 

metabolismo simple, aún queda mucho por estudiar y entender de los procesos 

bioquímicos de estas fracciones. Encontrar nuevas proteínas específicas, y que estén 

relacionadas a nuevos procesos o rutas, abre la controversia acerca de este orgánulo de 

divergencia temprana. Por lo tanto, se abre la posibilidad de realizar más investigaciones 

al respecto, por ejemplo comparando el proteoma mitosomal entre ensamblajes y cepas 

diferentes, o evaluando su relación y función en los procesos de diferenciación del parásito. 
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Por otro lado, y como parte de la proteómica de orgánulos celulares, Stefanic et al. (2006) 

estudiaron las vesículas específicas de enquistamiento (ESVs), con el fin de descubrir 

proteínas específicas de estas vesículas, o proteínas que estuvieran asociadas 

periféricamente a ellas, ya que en ese momento poco era conocido acerca de la creación 

y maduración de las ESVs. En este estudio, los trofozoítos de la cepa WB C6 de G. lamblia 

ensamblaje A fueron inducidos al enquistamiento mediante el protocolo de dos pasos de 

Boucher & Gillin (1990). Luego, bajo protocolos propios, se extrajeron fracciones 

enriquecidas en microsomas de ESVs mediante gradiente de sacarosa. La fracción 

obtenida se analizó por electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE) y la espectrometría 

de masas se realizó por MALDI-TOF. La búsqueda de los péptidos se hizo comparando 

los resultados obtenidos en la espectrometría con el genoma de Giardia usando el 

programa MASCOT. Como resultado, separaron e identificaron 16 proteínas: alfa giardinas 

(α1, α2 y α11 giardinas), enzimas metabólicas (Glutamato deshidrogenasa NADP-

específica, Ornitina carbamoiltransferasa), antígenos del trofozoíto (GTA-1, GTA-2), e 

inesperadamente identificaron algunas proteínas que son componentes del sistema de 

control de calidad del retículo endoplasmático, como muchas subunidades del proteosoma 

20S y una proteína de choque térmico (HSP70-BiP) (Tabla 3-2). Aquellas proteínas que 

esperaban encontrar pero que finalmente no fueron identificadas, como la CWP1 y CWP2, 

fueron identificadas previamente mediante electroforesis de una dimensión (SDS-PAGE) 

y Western blot, evidenciando así la diferencia entre estos tipos de electroforesis en cuanto 

a la solubilización de la muestra, ya que las técnicas de 2D-PAGE no fueron suficientes 

para solubilizar efectivamente las CWPs. Este estudio fue importante por su aporte en 

cuanto a la naturaleza de las ESVs, y el transporte y maduración del material necesario 

para la pared del quiste (Stefanic et al., 2006).  
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Tabla 3-2: Listado de las proteínas identificadas que están relacionadas con las ESVs. 
Extraído de Stefanic et al (2006). 

 

 

Posteriormente, Wampfler et al (2014) realizaron una investigación de tipo proteómico de 

los orgánulos celulares tipo vesícula, como lo son las vesículas específicas de 

enquistamiento (ESVs) y las vesículas periféricas (PVs). Las ESVs están involucradas en 

la clasificación y tráfico de las proteínas propias de la pared del quiste (CWP) en el proceso 

del enquistamiento, mientras que las PVs como vesículas endocíticas de absorción en el 

trofozoíto. La finalidad de su investigación fue identificar proteínas específicamente 

asociadas a estos orgánulos y que puedan ayudar a caracterizar su naturaleza, rango de 

funciones, e historia evolutiva en el contexto del nicho ecológico de Giardia. La 

metodología la llevaron a cabo en dos pasos: citometría de flujo para separar y extraer las 

fracciones enriquecidas de las vesículas, y proteómica “shotgun” para la identificación de 

las proteínas. Los trofozoítos (WBC6) y trofozoítos en enquistamiento (Protocolo de 

inducción de dos pasos) de Giardia fueron utilizados para extraer los orgánulos 

vesiculares. Los extractos fueron enriquecidos por marcación con fluorescencia y posterior 

citometría de flujo, para evitar así la contaminación con la membrana y el retículo 

endoplasmático. La identificación la llevaron a cabo mediante la combinación de 

electroforesis unidimensional (SDS-PAGE), cromatografía liquida (LC) y espectrometría de 

masas en tandém con ionización por electrospray (ESI-MS/MS). Finalmente, los espectros 

fueron buscados usando MASCOT y la base de datos GiardiaDB. En el estudio se 
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identificaron en total, de todas las muestras, 1213 proteínas substrayendo los 

contaminantes. Para determinar proteínas específicas de estos orgánulos se llevó a cabo 

una clasificación in silico, realizando diferentes sobrelapamientos o intersecciones entre 

las diferentes muestras (ESVs y PVs); al tomar los datos repetidos como posibles 

contaminantes, finalmente se pudieron identificar 72 proteínas específicas de ESVs y 82 

específicas de PVs. Posteriormente, las proteínas encontradas fueron categorizadas como 

lo muestra la tabla 3-3 (Wampfler et al., 2014) 

 

Tabla 3-3: Clasificación de las proteínas asociadas a las vesículas periféricas (PV) y a las 
vesículas especificas del enquistamiento en G. lamblia. Extraído de Wampfler et al (2014). 

 

 En este mismo contexto, Jerlström-Hultqvist et al (2012) estudiaron el proteosoma de 

Giardia mediante la combinación de técnicas recombinantes y técnicas proteómicas. Estos 

investigadores diseñaron un conjunto de vectores de expresión que permitían la 

producción de proteínas recombinantes y así mismo, su localización mediante una nueva 

etiqueta de afinidad basada en la Estreptavidina. Este ensayo lo evaluaron con la expresión 

de dos proteínas involucradas en la virulencia del parásito, la arginina deiminasa (ADI) y 

la ornitina carbamoil transferasa (OCT) recombinantes. Mediante la purificación de 

proteínas complejas utilizando el marcación SF-TAP (Strep II-FLAG–tandem affinity 

purification, en inglés) lograron determinar la composición del proteosoma 26S de G. 

lamblia. Los trofozoítos de cepa WB del ensamblaje A, fueron modificados con los 

vectores, y las proteínas recombinantes fueron usadas para purificar el proteosoma por 

cromatografía de afinidad StrepTactin, y posteriormente analizadas por espectrometría de 
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masas MALDI-TOF. Los espectros fueron cotejados con la base de datos de proteínas nr 

del NCBI mediante el programa MASCOT. Finalmente, lograron identificar 37 proteínas 

mediante MS, de las cuales 28 fueron reconocidas como componentes del proteosoma de 

G. lamblia al ser comparadas con homólogos del proteosoma de Saccharomyces 

cerevisiae. Las otras nueve proteínas se identifican como dinamina, ubiquitina carboxil-

terminal hidrolasa 14, BiP, y seis proteínas ribosomales. Además de considerarse como el 

primer estudio de proteínas recombinantes con marcación de afinidad junto con 

espectrometría de masas en Giardia, esta investigación aporta al conocimiento de factores 

de virulencia y a la funcionalidad del proteosoma, lo que permitirá posteriormente nuevos 

estudios enfocados al desarrollo de vacunas y tratamientos contra la enfermedad 

(Jerlström-Hultqvist, Stadelmann, Birkestedt, Hellman, & Svärd, 2012). 

3.4 Virulencia y Resistencia 

 

La interacción hospedero-parásito es un tipo de asociación en la cual ambos organismos 

desempeñan funciones activas y esenciales. El metabolismo y la evolución del parásito 

dependen de esta relación, donde generalmente se establece un contacto biológico e, 

inclusive, un intercambio molecular entre los dos organismos. Esta interacción conlleva 

acciones patógenas, modificaciones homeostáticas del hospedero y, así mismo, la 

respuesta adaptativa de su sistema inmune (Rodríguez Diego, Pedroso Reyes, Olivares, 

Sánchez-Castilleja, & Arece García, 2014). 

 

En el caso de Giardia, esta relación implica que el parásito debe ingresar al organismo, 

ubicarse en el intestino delgado y unirse de manera directa al epitelio intestinal; esto 

mediante la fijación de su orgánulo único, el disco ventral. La interacción con las células 

epiteliales del intestino activa mecanismos patógenos como la adhesión al borde 

microvelloso del epitelio, la interacción con factores microambientales, y la producción y 

secreción de moléculas capaces de interactuar con el epitelio o que provocan la respuesta 

inmune por parte del hospedero. Estas interacciones producen el establecimiento de la 

enfermedad Giardiasis, dando lugar a la apoptosis de las células epiteliales intestinales, 

interrupción de la barrera del epitelio y la mala absorción de nutrientes (Ortega-Pierres, 

Bazán-Tejeda, Fonseca-Liñán, Bermúdez-Cruz, & Argüello-García, 2011), (Cotton, Beatty, 

& Buret, 2011). 
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Existen modelos in vitro establecidos de la interacción hospedero-Giardia que facilitan el 

entendimiento de este proceso y la patogénesis de la Giardiasis (Ringqvist et al., 2008). 

Así mismo, se ha llevado a cabo una variedad de estudios con base en la interacción de 

trofozoítos con células epiteliales intestinales (IECs, intestinal epithelial cell en inglés) 

principalmente de las líneas Caco-2, HCT-8 y HT-29. Muchas de estas investigaciones de 

tipo post-genómico se basaron en estudiar la expresión génica y los cambios 

transcripcionales en co-cultivos (Ringqvist, Avesson, Söderbom, & Svärd, 2011) (Ferella et 

al., 2014), como también estudios complementarios de transcriptos (Roxstrom-Lindquist, 

Ringqvist, Palm, & Svärd, 2005) (Stadelmann, Hanevik, Andersson, Bruserud, & Svärd, 

2013). 

 

En cuanto a estudios de carácter proteómico solo se encontraron dos publicaciones en la 

búsqueda realizada en las bases de datos según la metodología propuesta. Un primer 

estudio realizado por Ringqvist et al. (2008), el cual se enfocó en la identificación de 

proteínas del secretoma, y el otro realizado por Emery et al (2016) en el que se llevó a 

cabo proteómica de tipo cuantitativo para determinar las proteínas involucradas en la 

interacción hospedero-Giardia. Los resultados de estos estudios post-genómicos 

evidencian la eficiencia de los modelos in vitro para la interacción hospedero-parásito, así 

mismo, para el entendimiento de la Giardiasis.  

 

En primer lugar, Ringqvist et al (2008) realizaron investigación proteómica para estudiar 

los factores involucrados en la interacción del parásito G. lamblia con las células epiteliales 

del hospedero, mediante técnicas de co-cultivo con células epiteliales humanas. Este 

estudio puede ser considerado como el primer acercamiento de tipo proteómico con el 

propósito de estudiar el secretoma en la virulencia de este parásito y en un sistema 

homólogo humano. La técnica se llevó a cabo con trofozoítos del ensamblaje A de G. 

lamblia, cepa WB-C6; éstos fueron co-cultivados con células epiteliales de intestino 

humano de la línea HT-29. La muestra se obtuvo del medio de cultivo donde se llevó a 

cabo la interacción para asegurar que las proteínas encontradas hubieran sido secretadas. 

El extracto proteico fue separado por 2-DE y los spots fueron analizados por 

espectrometría de masas MALDI-TOF. Utilizando el programa MASCOT, los mapas de los 

péptidos obtenidos fueron buscados en la base de datos de proteínas no redundantes del 

NCBI. El resultado principal del estudio fue el encontrar e identificar 3 proteínas 

metabólicas de Giardia que se liberaron al medio después de la interacción con las células 
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del hospedero: La arginina deiminasa (ADI), la ornitina carbamoil transferasa (OCT) y la 

enolasa, proteínas reconocidas como antígenos inmunodominates durante la Giardiasis. 

Las proteínas secretadas de G. lamblia las localizaron en el citoplasma y en el interior de 

la membrana plasmática de los trofozoítos. La presencia de ADI, a la cual se le ha atribuido 

la facultad de desactivar algunas respuestas inmune por partes del hospedero (como lo es 

la producción de óxido nítrico), indica que la liberación de esta enzima en el proceso de 

unión del parásito facilita la eficaz colonización del mismo en el intestino delgado. 

 

Como se comentó anteriormente el segundo estudio abarcó proteómica de tipo 

cuantitativa. Aquí, Emery et al (2016) llevaron a cabo modelos de interacción hospedero-

parásito in vitro pero teniendo en cuenta dos tratamientos diferentes; uno de ellos consistía 

en identificar las proteínas del trofozoíto después de un co-cultivo con células epiteliales 

intestinales (línea HT-29), mientras que el otro tratamiento consistía en la interacción con 

solo las secreciones del hospedero, es decir sus factores solubles (HSF, host soluble 

factors en inglés). La técnica proteómica se llevó a cabo utilizando marcación de masas en 

tándem (TMT), en la cual se utilizan marcaciones isobáricas multiplex para la cuantificación 

de las proteínas. En la técnica, los trofozoítos de G. lamblia BRIS/95/HEPU/2041 se 

cultivaron con células epiteliales del intestino humano línea HT-29. Las proteínas fueron 

marcadas con TMT y separadas por nano cromatografía liquida seguida por 

espectrometría de masas en tándem (NanoLC-MS/MS). La identificación de las proteínas 

se llevó a cabo usando el programa MASCOT y la base de datos GiardiaDB. 

 

En este trabajo fueron identificadas un total de 1664 proteínas no redundantes reuniendo 

los dos tratamientos, un número muy representativo comparándolo con los resultados de 

estudios previos. De éstas, fueron 68 proteínas las que se expresaron de manera 

diferencial, 45 proteínas expresadas en los trofozoítos del co-cultivo con IEC, y 38 

proteínas en los trofozoítos expuestos a HSF. Al enfrentar los datos obtenidos entre los 

dos tratamientos encontraron que muy pocas proteínas se sobrelapan, entendiéndose así 

que la expresión o fenotipo varía con la interacción con HSF en comparación a la unión 

con IEC. Estos resultados pueden indicar que los trofozoítos de Giardia responden en las 

primeras etapas a la secreción producida por el hospedero, precisamente antes de la unión 

al epitelio intestinal. Los factores solubles del hospedero (HSF) estimulan factores de 

virulencia en los trofozoítos de Giardia para el establecimiento de la enfermedad, con una 

sobre-regulación de proteínas de membrana y de secreción, incluyendo tenascinas, 
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precursores de la catepsina-B, cistatina, y numerosas proteínas variantes de superficie 

(VSP). En el caso de los trofozoítos unidos al epitelio, se encontró una sobre-regulación 

de proteínas involucradas en las vías intracelulares para la ubiquitinación, oxidoreductasas 

involucradas en la desintoxicación de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la producción 

de fosfato de piridoxal (PLP). Las ROS son un mecanismo usado por el hospedero para 

combatir la presencia del parásito, y por lo tanto, es obvia la sobreexpresión de proteínas 

que intervienen en su desintoxicación. El estudio de Emery et al (2016) establece la 

hipótesis de que existen dos mecanismos de interacción hospedero-Giardia, ya sea la 

producción de factores de virulencia por el contacto con la secreción del hospedero, o por 

la unión física del parásito con las células intestinales. 

 

Al confrontar estos dos estudios se evidencia que en el trabajo de Emery et al (2016) no 

se encuentran, dentro de las 1664 proteínas identificadas, dos de las tres encontradas en 

la investigación por Ringqvist et al (2008): La arginina deiminasa (ADI) y la enolasa. Este 

será tema de discusión en un capitulo posterior. 

 

Vale la pena anotar que son pocos los estudios de proteómica que se han realizado para 

dilucidar el mecanismo de interacción y virulencia en G. lamblia, en realidad son solo dos. 

Sin embargo, estos estudios se complementan con los datos y resultados obtenidos por 

los enfoques de transcriptómica para entender mejor la interacción y el desarrollo de la 

enfermedad. Se hacen necesarios más estudios para así aumentar los datos en cuanto a 

las proteínas involucradas en este proceso infectivo, así mismo, para establecer sus 

mecanismos de regulación.  

 

Estudios de proteómica cuantitativa para la identificación de factores de virulencia e 

interacción hospedero-Giardia, teniendo en cuenta otros grupos genéticos diferentes al 

bien conocido ensamblaje A, pueden dar un mejor entendimiento sobre la virulencia y su 

especificidad de hospedero. El entendimiento de la interacción entre Giardia y su 

hospedero puede dar más luz sobre los mecanismos que llevan a la enfermedad de la 

Giardiasis, y así mismo, poder encontrar y definir factores que puedan ser utilizados como 

posibles blancos para vacunas o tratamientos. 

 

La técnica proteómica cuantitativa utilizando marcación por masas en tándem (TMT) 

parece ser muy efectiva al comparar los datos obtenidos en otros estudios. La investigación 
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realizada por Emery et al (2016) ha sido la primera en utilizar esta técnica en un estudio 

de Giardia, y también ha sido el reporte en el cual se ha identificado el mayor número de 

proteínas en un solo estudio, lo que contribuye al enriquecimiento de las bases de datos 

genómicas y proteómicas de Giardia.   

 

Paralelamente a los estudios de interacción se encuentran estudios de resistencia a 

medicamentos. Son muchos los medicamentos que se usan para el control de una 

infección o patogenicidad causada por microorganismos, principalmente, los antibióticos. 

La resistencia a estos medicamentos por parte del parásito, generalmente, está asociada 

a cambios funcionales y estructurales que permiten la inactivación del medicamento, el 

aumento del eflujo para evitar su acumulación, la alteración del sistema enzimático, la 

alteración de las moléculas diana de éstos y/o la evasión de la apoptosis (Paz-Maldonado, 

Argüello-García, Cruz-Soto, Mendoza-Hernández, & Ortega-Pierres, 2013). 

 

Los tratamientos con medicamentos contra la giardiasis se agrupan en dos tipos: con 

componentes nitroheterocíclicos (Metronidazol, nitazoxanida y furazolidona) y 

componentes benzimidazoles (Albendazol y mebendazol) (Geurden & Olson, 2011). El uso 

de los medicamentos paromomicina y quinacrina es poco frecuente, ya que estos 

medicamentos presentan problemas debido a su baja eficacia y alta toxicidad, 

respectivamente. Así mismo, se ha comprobado la resistencia de diferentes cepas de G. 

lamblia a muchos de estos medicamentos (Abboud et al., 2001; Ansell et al., 2015). Los 

efectos y la resistencia a los componentes nitroheterociclicos, principalmente metronizadol, 

ha sido muy estudiada (Ansell et al., 2015); no obstante, no hay registros de estudios 

proteómicos. El único registro encontrado en la presente revisión hace referencia a una 

investigación conjunta de proteómica y transcriptómica de trofozoítos de G. lamblia 

resistentes a albendazol. 

 

En este sentido, Paz-Maldonado et al (2013) llevaron a cabo un estudio de tipo proteómico 

y transcripcional con el fin de identificar posibles proteínas y genes que estuvieran 

involucrados en la resistencia del parásito al albendazol. Realizaron la comparación entre 

cultivos de trofozoítos de una cepa WB sensibles al albendazol y una cepa WB resistentes 

al mismo. Se basaron en la técnica en gel 2-DE para llevar a cabo la comparación y 

cuantificación, y LC-MS/MS para la identificación. Los espectros recolectados fueron 

buscados en la base de datos de proteínas no redundantes del NCBI mediante MASCOT. 
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Así mismo, llevaron a cabo un ensayo RT-PCR para determinar los niveles de expresión 

de los ARNm de los genes involucrados, concordando con los resultados encontrados en 

el enfoque proteómico. En este estudio se identificaron en total 8 proteínas que se 

expresan diferencialmente en los trofozoítos resistentes, Alfa-2-giardina, RanBP1, TPI, 

PGK, OCT, NADHox y dos proteínas hipotéticas. Estas moléculas están relacionadas con 

el citoesqueleto, el metabolismo antioxidante y el metabolismo energético, lo que sugiere 

que juegan un papel importante en la expresión del trofozoíto por estrés mediante el 

estímulo de un medicamento. 

 

Los estudios referentes al efecto y resistencia a los medicamentos proporcionan 

información valiosa sobre cómo el parásito evade el modo de acción del medicamento y 

se pueden llegar a establecer moléculas como objetivos para posibles nuevos 

tratamientos. En el caso de G. lamblia, el único estudio de proteómica (Paz-Maldonado et 

al, 2013) fue llevado a cabo en resistencia al albendazol, lo que abre muchas posibilidades 

de investigaciones en este campo. Se hacen necesarios estudios proteómicos sobre la 

acción y resistencia de otros medicamentos, como también su expresión entre 

ensamblajes diferentes. Además, se puede hacer uso de técnicas y tecnologías 

proteómicas más avanzadas. 

3.5 Grupos Genéticos 

Giardia lamblia ha sido considerado como un complejo de especies compuestos por ocho 

grupos genéticos o ensamblajes (A-H), agrupados así de acuerdo con su filogenia y su 

afinidad de hospedero. De éstos los ensamblajes A y B son los únicos que infectan 

humanos; sin embargo, también se han encontrado como parásitos de otros mamíferos, 

salvajes o no salvajes (Feng & Xiao, 2011; Ryan & Cacciò, 2013). Así mismo, puede haber 

variación genética dentro de los ensamblajes, lo que origina subensamblajes (por ejemplo 

A1 y A2 para el ensamblaje A). Y dentro de los subensamblajes, genéticamente más 

cercanos, se encuentran las cepas; por ejemplo, la muy bien estudiada cepa WB del 

subensamblaje A1 de G. lamblia (Ryan & Cacciò, 2013). Dentro de este contexto, se 

revisaran los estudios realizados que se basaron en hallar diferencias del proteoma inter- 

e intra-ensamblajes.  
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En primer lugar, Steuart et al (2008) llevaron a cabo un estudio utilizando electroforesis de 

una y dos dimensiones para determinar diferencias a nivel proteómico de dos cepas 

infectivas de humanos, el ensamblaje A y ensamblaje B, de las cuales no se tenía mucha 

información al respecto. El extracto proteico se obtuvo de muestras de trofozoítos de 

ambos ensamblajes, específicamente de tres cepas (BAH 2c2, 26c11, 40c9) para el 

ensamblaje A y tres cepas (BAH 34c8, 12c14, 15c1) para el ensamblaje B. Mediante 

electroforesis de una dimensión (1DE) y de dos dimensiones (2DE) se llevó a cabo la 

separación de las proteínas; se compararon los geles para ambos ensamblajes y los spots 

de proteínas diferentes fueron extraídos para su identificación. Luego se utilizó 

espectrometría de masas MALDI-TOF y los espectros obtenidos fueron cotejados con la 

información disponible en la base de datos del NCBI utilizando el programa MASCOT. Las 

diferencias entre los geles de la electroforesis les permitió identificar una proteína del 

citoesqueleto específica para el ensamblaje A, la alfa 2 Giardina. Aunque observaron 

varias proteínas exclusivas del ensamblaje B en los geles de la electroforesis, no las 

identificaron debido a la falta de datos genómicos disponibles en ese momento para las 

cepas del ensamblaje B. Este estudio fue uno de los primeros en encontrar diferencias, en 

cuanto a proteínas, entre grupos genéticos y así mismo recomienda la necesidad de revisar 

la taxonomía de G. lamblia (Steuart, O’Handley, Lipscombe, Lock, & Thompson, 2008). 

En otra investigación, Emery, Van Sluyter, & Haynes (2014) llevaron a cabo uno de los 

primeros estudios de proteómica comparativa entre dos cepas diferentes de G. lamblia 

ensamblaje A. Además compararon dos técnicas o enfoques diferentes para la obtención 

de las proteínas, y así evaluar su efectividad en los estudios de proteómica. Las dos cepas 

estudiadas pertenecen a ensamblaje A de G. lamblia, la cepa BRIS/95/HEPU/2041 (B-

2041) proveniente de ave y la cepa BRIS/82/HEPU/106 (H-106) proveniente de humano. 

Estudios realizados con ratones determinaron que la cepa B-2041 presentaba un cuadro 

infeccioso mayor que H-106, por lo que estos investigadores decidieron determinar la cepa 

H-106 como control, mientras que B-2041 como cepa virulenta. Para conseguir su objetivo, 

utilizaron dos técnicas diferentes, una con preparaciones de muestra y plataforma en 

solución, y la otra con plataforma en gel. En la primera usaron la combinación de 

“preparación de muestra ayudada por filtro” (FASP, Filter aided sample preparation en 

inglés) con el fraccionamiento en fase gaseosa (GPF, Gas-phase fractionation en inglés), 

y en la segunda con electroforesis 1D seguida por cromatografía liquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). La intención era evaluar estas dos 
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técnicas en cuanto a su efectividad en los estudios globales de la abundancia de proteínas, 

así como la cobertura del proteoma (Emery et al., 2014). 

 

En total, entre las dos técnicas, encontraron 1376 proteínas no redundantes para Giardia; 

de las cuales 1130 fueron reconocidas en el experimento gel nanoLC-MS/MS, y 1212 

fueron identificadas con la técnica FASP-GPF. De las 1130 proteínas de la técnica de gel 

nanoLC-MS/MS, 37 mostraron abundancia en la cepa control H-106, y 29 proteínas en la 

cepa virulenta B-2041. Solo se encontraron 4 proteínas únicas para H-106 y 2 proteínas 

únicas para B-2041, y ninguna de estas expresadas diferencialmente. De las 1212 

proteínas encontradas con FASP-GPF, 192 se expresaron diferencialmente (110 proteínas 

para H-106, 82 para B-2041). De las proteínas encontradas con mayor abundancia en las 

dos cepas, fueron de especial interés las proteínas variantes de superficie (VSP), estas 

proteínas están involucradas en la adaptación del parásito al hospedero, en la evasión 

inmune y en su virulencia (Ankarklev et al., 2010). Entre las dos cepas se encontraron 35 

VSPs, siendo 3 de ellas comunes, 6 únicas para H-106, y 26 proteínas únicas para B-2041. 

De las proteínas de mayor abundancia en B-2041, estas 29 VSPs conforman el 25%. La 

mayor cantidad y variabilidad de las VSPs en la cepa B-2041 puede caracterizar a esta 

cepa como de mayor virulencia dentro del ensamblaje A. Comparando las dos plataformas 

proteómicas, GPF parece ser más eficiente en el sentido que un mayor número de 

proteínas, y en especial las de mayor abundancia, fueron identificadas. Sin embargo, esta 

diferencia con respecto al protocolo en gel se debe a proteínas principalmente de 

membrana o con modificaciones lipídicas, lo que quiere decir que el protocolo usado de 

solubilización es mejor para aquellas proteínas insolubles. Vale la pena destacar que en el 

protocolo de solubilización FASP usado en GFP se utilizó 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), un 

solvente que se ha demostrado ser útil para incrementar el número de proteínas de 

membrana y proteínas con modificaciones lipídicas (H. Zhang et al., 2007). 

 

Más adelante, y en esta misma línea, Emery et al (2015) centró su investigación proteómica 

cuantitativa en comparar ocho cepas diferentes del ensamblaje A de Giardia (Tabla 3-4). 

Los extractos de proteínas fueron preparados utilizando la plataforma en solución, 

mediante preparación de muestra ayudada por filtro (FASP) y fraccionamiento en fase 

gaseosa (GPF), para luego, ser analizados por nano LC-MS/MS. Los espectros fueron 

cotejados con la base de datos de GiardiaDB por medio del programa “Maquina de 

Proteoma Global” (GPM, Global Proteome Machine en inglés). En este estudio se 
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identificaron en total 1197 proteínas no redundantes entre todas las cepas del 

subensamblaje A1 (778 proteínas/cepa en promedio) y 719 proteínas en el subensamblaje 

A2.  503 proteínas fueron comunes en las sietes cepas del subensamblaje A1, lo que 

confirma la idea de un conjunto central de proteínas para Giardia (Figura 3-5). 

 

Tabla 3-4: Información de las cepas de G. lamblia utilizadas en el estudio de Emery et al 
(2015). Modificado de la tabla suplementaria S1 de Emery et al (2015). 

 
Cepa 

 
Ensamblaje 

 
Origen 

 
Hospedero 

BRIS/83/HEPU 106 A1 Brisbane, Australia Humano 
BRIS87/HEPU/713 A1 Brisbane, Australia Humano 

OAS1 A1 Canadá Oveja (Ovis aries) 
Bac2 A1 Australia Gato (Felis catus) 

BRIS/95/HEPU/2041 A1 Victoria, Australia Cacatúa (Cacatua galerita) 
BRIS/89/HEPU/1065 A1 Brisbane, Australia Humano 

WB A1 Afganistán Humano 
BRIS/89/HEPU/1003 A2 Brisbane, Australia Humano 

  

Figura 3-5: Distribución de las proteínas únicas y compartidas identificadas entre las siete 
cepas del subensamblaje A1. Tomado de la figura suplementaria S1 de Emery et al (2015). 

 

El aporte principal de este estudio fue proporcionar una base de datos proteómicos de 

cepas diferentes que complementen los datos que estaban disponibles para ese momento. 

No obstante, también pudieron realizar un análisis de las VSPs entre las cepas de los 

correspondientes subensamblajes, encontrando diferencias específicas, en número y 

abundancia; como también dos perfiles de expresión: una “distribución dominante” en 

cinco cepas, y una “distribución variable” en tres de ellas. Esta variabilidad se ha atribuido 

a la variación cromosómica y de cariotipo. 
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3.6 Otros estudios 

En la transfección estable de células de Giardia generalmente se usan dos sistemas de 

selección por antibióticos, ya sea por neomicina o puromicina. Su et al (2007) realizaron 

un estudio para determinar si estos sistemas de selección afectaban la expresión de genes 

propios del parásito. Para ello, llevaron a cabo diferentes técnicas bioquímicas y 

proteómicas comparando la expresión de una línea celular transfectada y una no 

transfectada. La investigación proteómica la llevaron a cabo en trofozoítos de G. lamblia 

WB C6. Las dos líneas celulares, transfectada establemente y no transfectada, fueron 

comparadas mediante electroforesis en gel bidimensional (2-DE), donde se identificaron 

10 spots como sobre-regulados en las transfectadas comparadas con las no transfectadas. 

La identificación de estos 10 spots se llevó a cabo por huella peptídica usando 

espectrometría de masas MALDI-TOF. La búsqueda se realizó usando el programa 

MASCOT y la base de datos SwissProt. En total se identificaron 7 proteínas 

sobrereguladas. Estas proteínas están involucradas en la glicólisis (fosfoglicerato quinasa 

(PGK) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PD)), enzimas de la hidrolisis de 

arginina (ornitina carbamoiltransferasa (OCT) y carbamato quinasa (CK)), una proteína 

hipotética (orf 16424), una enzima para reducción de peróxidos (tioredoxina peroxidasa 

(TP)), y una enzima involucrada en el plegamiento de proteínas (ciclofilina (CY)). Muchas 

de estas proteínas también son sobrereguladas con puromicina (Su, Lee, Huang, Chen, & 

Sun, 2007). 

 

Los estudios de transfección sirven para investigar sobre las interacciones proteína-

proteína o para el análisis de la activación o represión de la transcripción. Conocer e 

identificar los mecanismos que intervienen en esta metodología aporta al entendimiento de 

los procesos celulares del parasito. Este ha sido el único estudio proteómico que ha basado 

su investigación en células transfectadas de Giardia. 

 

Finalmente, este panorama general de los estudios proteómicos de G. lamblia pretende 

dar una visualización general de lo que, hasta la fecha, se ha realizado con esta 

metodología. Así mismo, proveer al futuro investigador una base con la cual pueda 

direccionar sus posibles estudios e investigaciones para conocer más a fondo este 

organismo parásito de gran importancia médica y filogenética. 
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4. Algunos aportes de metainformación en 
estudios proteómicos de G. lamblia 

Mediante un enfoque de minería de datos se pretendía llegar a obtener meta información, 

en el sentido de aquella información que no es evidente a primera vista, pero que se 

encuentra allí y que puede darnos aportes y datos de interés, en este caso para el estudio 

de Giardia. Dicho tratamiento de los datos se llevó a cabo en tres escenario diferentes: (I) 

en relación con el enquistamiento, (II) en relación con el citoesqueleto y (III) en relación 

con la interacción hospedero-Giardia. 

4.1 Proteómica del enquistamiento 

 

En un primer escenario se buscó comparar dos estudios realizados en proteómica sobre 

el enquistamiento en G. lamblia, para ello se tomaron los datos de una publicación donde 

se investigó sobre proteínas potencialmente ubiquitinadas durante el enquistamiento (Niño 

et al., 2013) y otro, donde su objetivo era dar un panorama general del proteoma durante 

todo este proceso (Faso et al., 2013). Ambos estudios tomaron muestras y datos durante 

diferentes tiempos del proceso: enquistamiento temprano, enquistamiento medio, y 

enquistamiento tardío. Aquí se pretende hacer una comparación preliminar de las 

proteínas, que durante el proceso de enquistamiento, pueden estar potencialmente 

modificadas con ubiquitina. Para esta comparación se tuvieron en cuenta los datos 

provistos en tres momentos diferentes, en la etapa 0 (trofozoíto), un conjunto de datos que 

reúne todas las etapas del enquistamiento, y finalmente los datos de la etapa final (quiste).  

 

En la etapa 0 o trofozoíto, en el estudio de Niño et al (2013) se encontraron 149 proteínas, 

mientras que en la misma etapa, en Faso et al (2013) se encontraron 555 proteínas. Una 

primera mirada hace suponer que las 149 proteínas potencialmente ubiquitinadas se iban 
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a encontrar dentro del panorama general, sin embargo al realizar el sobrelapamiento entre 

estas etapas de los dos estudios se encontraron solo 84 proteínas en común (Figura 4-1). 

Esto indica que 471 proteínas del trofozoíto no estarían ubiquitinadas; mientras que 65 

proteínas potencialmente ubiquitinadas no se encontraron en este panorama general. 

 

Figura 4-1: Diagrama de Venn mostrando los datos que se comparten entre los dos 
estudios, en la etapa de trofozoíto. 

 

 

Así mismo, se realizó un cruce entre los datos provistos por estos dos estudios, pero en 

este caso teniendo en cuenta la etapa final o quiste; Niño et al (2013) reportaron 56 

proteínas, mientras que Faso et al (2013) reportaron 601 proteínas. Es notorio ver que el 

número de proteínas ubiquitinadas disminuyó, mientras que el de las proteínas 

identificadas en el panorama general aumentó. Esto puede evidenciar el hecho que aunque 

hay un mayor número de proteínas en las etapas finales del enquistamiento, éstas no son 

ubiquitinadas. Al cruzar estos estudios se encontraron 39 proteínas en común, es decir 

proteínas del panorama general que sufren ubiquitinación en esta etapa, y por 

consiguiente, 562 proteínas del panorama general del quiste, que posiblemente no son 

potencialmente ubiquitinadas (Figura 4-2). 

 



Metainformación en estudios proteómicos de G. lamblia 67

 

Figura 4-2: Diagrama de Venn obtenido al realizar un cruce entre las proteinas 
identificadas en la etapa de quiste entre los estudios de Niño et al (2013) y Faso et al 
(2013) 

 

En el caso de las proteínas encontradas durante todo el proceso de enquistamiento, los 

dos estudios llevaron a cabo muestras en diferentes tiempos de enquistamiento. En esta 

minería se agruparon los datos como un solo conjunto, para cada uno de los estudios. Esta 

adición se llevó a cabo en la plataforma R, teniendo en cuenta que no resultaran datos 

redundantes. Es así que, Niño et al (2013) hacen referencia a un número total de 133 

proteínas encontradas durante todas las etapas del enquistamiento (diferentes tiempos), 

mientras que en Faso et al (2013) fueron 921 las proteínas identificadas. Interceptando 

estos dos conjuntos de datos, 24 proteínas potencialmente ubiquitinadas no fueron 

encontradas en el estudio general, mientras que 812 proteínas no se registraron como 

posibles proteínas ubiquitinadas; finalmente, un número de 109 proteínas fueron halladas 

en ambos estudios (Figura 4-3). 

 

Figura 4-3: Diagrama de Venn que muestra las proteínas compartidas y no compartidas 
entre los dos estudios, durante todo el proceso de enquistamiento. 
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En una primera mirada, es interesante el hecho de que proteínas consideradas 

potencialmente ubiquitinadas en el enquistamiento no se hayan encontrado en un estudio 

que pretendía ser un panorama muy general de este proceso; es de suponerse que al ser 

éste un estudio que pretende abarcar todas las proteínas que pudieran estar involucradas 

en el enquistamiento, también sean encontradas allí, las que se ubiquitinan. Sin embargo, 

debe tenerse en cuenta que hay diferencias entre la metodología utilizada por los autores. 

Una notoria diferencia es el protocolo usado para llevar a cabo el enquistamiento in vitro. 

Mientras que Niño et al (2013) siguieron el protocolo basado en bilis bovina en alta 

concentración (Kane et al., 1991), el estudio de Faso et al (2013) se llevó a cabo induciendo 

al enquistamiento con la técnica de los dos pasos (Boucher & Gillin, 1990). Esta diferencia 

entre las técnicas también es notoria en los tiempos que se tuvieron en cuenta en el 

enquistamiento, en Niño et al (2013) el proceso se llevó a cabo en 48 horas, mientras que 

en Faso et al (2013) solo bastaron 14 horas. 

 

Aunque los dos estudios fueron realizados en organismos del ensamblaje A, 

específicamente cepa WB, la proteómica de Faso et al (2013) fue libre de marcación (label 

free), mientras que en Niño et al (2013) utilizaron marcación de proteínas basado en 

His6Ub. Esta diferencia en el tratamiento de la muestra puede ser una razón del porqué, 

muchas proteínas ubiquitinadas no se encontraron en el estudio global del enquistamiento. 

Sin embargo, se hace necesario profundizar más sobre estas diferencias, teniendo en 

cuenta que la ubiquitinación, según lo plantea Niño et al (2013), es un proceso de vital 

importancia en el enquistamiento de Giardia y por lo tanto, estas proteínas se deben 

evidenciar en los estudios del proceso de diferenciación. 

 

Por otra parte, entre las proteínas-Ub en las diferentes fases del enquistamiento, y las 

cuales no fueron encontradas en el estudio general de Faso et al (2013), se realizó una 

intersección para determinar que proteínas-Ub se encontraban en todo el proceso de 

enquistamiento. Como resultado se encontraron 3 proteínas-Ub, que al parecer se 

expresaron a lo largo de todo el proceso, desde trofozoíto hasta quiste, y que no fueron 

registradas en el estudio panorámico de Faso et al (2013) (Figura 4-4). 
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Figura 4-4: Diagrama de Venn de las proteínas ubiquitinadas durante todo el 
enquistamiento pero que no fueron encontradas en Faso et al (2013). 

 

 

Las tres proteínas-Ub son β-tubulina (GL50803_136021), Proteína Ribosomal S3a 

(GL50803_16265) y Proteína disulfuro isomerasa PDI1 (GL50803_29487). Indagando un 

poco más sobre estas proteínas y observando detalladamente los conjuntos de datos 

utilizados en esta minería, se encontró que algunas de estas proteínas también fueron 

registradas por Faso et al (2013) pero bajo las siguientes observaciones: 

 

β-tubulina: en el estudio de Niño et al (2013) esta proteína aparece con el ID CAA29923 

del GenBank. Este registro corresponde al ID P05304 en la base de datos Swiss-Prot 

referenciada en el portal Uniprot (http://www.uniprot.org/). En Uniprot este ID no presenta 

registro del gen codificante correspondiente, sino el registro de un transcripto, el cual 

evidencia su existencia como proteína. Por otra parte, el ID de la β-tubulina identificada 

por Faso et al (2013) corresponde a la base de datos GiardiaDB (GL50803_101291). Sin 

embargo, al revisar en Giardia DB se encuentran tres registros diferentes de secuencias 

codificantes (GL50803_101291, GL50803_136020 y GL50803_136021), lo que sugiere 

que tres secuencias diferentes codifican para la misma proteína. Adicionalmente, los datos 

provistos en GiardiaDB de la β-tubulina GL50803_136021 muestran como evidencia de 

espectrometría de masas el estudio de Faso et al (2013), mientras que la β-tubulina 

GL50803_101291 que ha sido identificada por Faso et al (2013) en su estudio general, no 

presenta evidencia de este estudio espectrométrico. La presencia o no presencia de la 

proteína se debe más a las inconsistencias que se presentan en el uso de los IDs de las 

diferentes bases de datos. Dado que los IDs de GiardiaDB corresponden a registros 

génicos, pueden presentarse estos inconvenientes cuando hay más de un gen codificante, 
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como es el caso de esta proteína. Sin embargo, esta observación permite evidenciar que 

hay discrepancias sobre los resultados de los estudios e investigaciones que se citan como 

evidencia espectrométrica en la base de datos GiardiaDB. 

 

Proteína Ribosomal S3a: Esta proteína aparece en la lista de proteínas potencialmente 

ubiquitinadas de Niño et al (2013) con el ID XP_001705170 de la base de datos RefSeq 

del NCBI, el cual corresponde a GL50803_16265 en GiardiaDB. Este ID no se encontró en 

el conjunto de datos del estudio general de Faso et al (2013). Sin embargo, al revisar el 

conjunto de datos de Faso et al (2013) se encontraron otras proteínas que también son 

constituyentes del ribosoma como lo son la proteína ribosomal S3 (GL50803_7999), la 

proteína ribosomal S2 (GL50803_8118) y la proteína ribosomal S6 (GL50803_14620), 

entre otras. Las proteínas S3 y S3a son constituyentes de la subunidad ribosomal 40S de 

los eucariontes, por lo tanto son proteínas relacionadas pero diferentes. En Giardia, la 

secuencia predicha de la proteína S3 contiene 217 aminoácidos mientras que la de la 

proteína S3a es de 248 residuos. Las funciones de estas dos proteínas no han sido 

estudiadas concretamente en Giardia. Sin embargo, en otros organismos la proteína S3 

ha sido asociada a funciones extraribosomales como la reparación del ADN, apoptosis y 

respuesta inmune innata a infecciones bacterianas y se ha propuesto que puede jugar un 

papel importante en la regulación de la interacción hospedero-patógeno en humanos (Gao 

& Hardwidge, 2011). Por otro lado, la proteína S3a también ha sido asociada con funciones 

extraribosomales, incluso en organismos como Leishmania donde se ha mostrado que 

podría participar en la interacción hospedero parásito a través de la modulación en la 

respuesta de las células B y T (Cordeiro-da-silva, Borges, Guilvard, & Ouaissi, 2001). 

Teniendo claro que las proteínas reportadas en los dos estudios son diferentes, llama la 

atención que al revisar en GiardiaDB el registro de la proteína ribosomal S3a, éste indica 

que la proteína fue evidenciada espectrométricamente por el estudio de Faso et al (2013) 

cuando este estudio reportó fue la proteína S3. En conclusión, según lo reportado por Niño 

et al (2013), la proteína ribosomal S3a se encuentra posiblemente ubiquitinada durante 

todo el proceso del enquistamiento, lo que confirma que esta modificación postraduccional 

juega un papel importante en la función de los ribosomas, la traducción de proteínas y 

posiblemente otras funciones extraribosomales aún no establecidas en Giardia. Esta 

proteína no fue reportada en el estudio general de este proceso de enquistamiento. Esto 

es debido, tal vez, a que por la magnitud del estudio de Faso et al (2013) y la ausencia de 

marcación, fue difícil detectar proteínas poco abundantes. Sin embargo, queda abierta, y 
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a la vez resulta muy interesante, la posibilidad de estudiar a fondo estas dos proteínas y 

su papel en Giardia. 

 

Proteina disulfuro isomerasa PDI1: Aparece en la lista de Niño et al (2013) con el registro 

XP_001705170 que corresponde al ID GL50803_29487 en GiardiaDB. Mientras que en 

Faso et al (2013) aparece solo en algunas tablas. Como se mencionó en el capítulo 

anterior, en el apartado sobre el enquistamiento, Faso et al (2013) realizaron dos 

experimentos diferentes, en el primero determinaron las proteínas en todos los tiempos del 

enquistamiento 0,2,4,6,8,10,14 horas posterior a la inducción; y en el segundo hicieron  

proteómica pero en tiempos de a 4 horas posteriores a la inducción. Estos investigadores 

establecen que este segundo ensayo es más significativo. La Proteína disulfuro isomerasa 

PDI1 se encontró en el primero, pero no en el segundo. Esto puede indicar que al agrupar 

los datos de esta manera, algunos registros se perdieron. Es de esperar que esta proteína 

se encuentre en todo el proceso de enquistamiento ya que es una enzima que cataliza la 

formación y rompimiento de enlaces disulfuro, proceso clave para el plegamiento de 

proteínas que sigue ocurriendo durante toda la transformación de trofozoíto a quiste.   

4.2 Proteómica del citoesqueleto   

Los datos con los cuales se llevó a cabo este análisis fueron tomados de los estudios 

realizados sobre el disco ventral (Lourenço et al, 2012), el disco ventral y su cresta lateral 

(Hagen et al, 2011) y los cuerpos basales (Lauwaet et al, 2011). 

 

Lourenço et al (2012) basó su estudio en mejorar el método de extracción y separación de 

la muestra, en este caso el disco ventral, y en su investigación proteómica identificó 9 

proteínas asociadas a esta fracción del citoesqueleto. Por otra parte, Hagen et al (2011) 

realizó proteómica del disco ventral y de la cresta lateral encontrando en total 102 proteínas 

asociadas. Al comparar de manera preliminar estos dos estudios se puede suponer que 

las 9 proteínas encontradas por Lourenço et al (2012) aparecerían en el estudio realizado 

por Hagen et al (2011), sin embargo, al realizar una intersección entre estos dos conjuntos 

de datos se encontró que compartían solo 5 proteínas, la proteína del cuerpo medio 

(GL50803_16343), gamma giardina (GL50803_17230), SALP-1 (GL50803_4410), β- 

giardina (GL50803_4812) y delta giardina (GL50803_86676) (Figura 4-5). 
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Figura 4-5: Diagrama de Venn que muestra las proteínas compartidas y no compartidas 
entre los estudio de Hagen et al (2011) y Lourenço et al (2012). 

 

 

De las cuatro proteínas, que al parecer solo se identificaron en Lourenço et al (2012), se 

encuentran dos anotadas como proteínas hipotéticas, además de la α-tubulina y β-tubulina. 

En la identificación de los espectros de masas, Lourenço et al (2012) llevaron a cabo su 

búsqueda en la base de datos de proteínas no redundantes del NCBI. Al realizar la 

homogenización de los datos, como se explica en el capítulo 2, estos ID fueron asociados 

a los correspondientes IDs en GiardiaDB. Debido a esto, a la α-tubulina y β-tubulina les 

correspondió los números de identificación GL50803_103676 y GL50803_136021 

respectivamente. En una revisión más detallada de las tablas proporcionadas por Hagen 

et al (2011) se encontró el registro de estas dos proteínas también, pero en este caso con 

un ID diferente, la α-tubulina (GL50803_112079) y la β-tubulina (GL50803_101291). 

 

Al indagar en la base de datos de GiardiaDB, existen dos IDs diferentes para la α-tubulina 

(GL50803_103676 y GL50803_112079, como se indicó arriba) y 3 registros ID para la β-

tubulina (los indicados arriba GL50803_136021 y GL50803_101291 y adicionalmente, el 

GL50803_13620). Como los IDs en la base GiardiaDB corresponden a genes, y cada uno 

de ellos tiene una localización cromosomal particular, no se puede pensar que existan 

datos redundantes, por lo que encontrar múltiples IDs para una misma proteína sugiere 

que existen varias secuencias génicas, que se encuentran en locus diferentes y que, 

finalmente, codifican para una misma proteína. Por otra parte, en una consulta realizada 

el día 21/09/16 en GiardiaDB, las proteínas encontradas y consideradas hipotéticas en el 

estudio de Lourenço et al (2012) no tenían, en efecto, aún una función anotada.  
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Al haberse realizado estos dos estudios, Hagen et al (2011) y Lourenço et al (2012), con 

base al disco ventral, y teniendo en cuenta que en el estudio de Lourenço et al (2012) el 

protocolo de extracción fue exitoso, ha de suponerse que las siete proteínas compartidas, 

inclusive α-tubulina y β-tubulina, son proteínas propias del disco ventral, los cuales a su 

vez pueden servir como posibles marcadores del mismo. 

 

Posteriormente, se agruparon los datos de estos dos estudios, Hagen et al (2011) y 

Lourenço et al (2012), en un solo conjunto de datos, para ser comparado y enfrentado con 

un tercer estudio realizado por Lauwaet et al (2011). Este último estudio se enfocó en 

determinar el proteoma de los cuerpos basales en Giardia, en el cual encontraron e 

identificaron 365 proteínas después de la espectrometría de masas. Cuando se 

enfrentaron estos conjuntos de datos se encontró que compartían 44 proteínas (Figura 4-

6). 

 

Figura 4-6: Diagrama de Venn indicando la intersección de los datos provistos por Hagen 
et al (2011), Lourenço et al (2012) y Lauwaet et al (2012). 

 

Al considerar las 7 proteínas encontradas entre los primeros dos estudios, y las cuales 

podríamos postular como posibles marcadores del disco ventral, en un principio se pensó 

que no deberían haberse encontrado entre las proteínas de los cuerpos basales. Sin 

embargo al realizar el cruce entre estos dos conjuntos de datos, estas proteínas se 

comparten. De igual manera, las estructuras estudiadas (disco ventral y los cuerpos 

basales) son constituyentes del citoesqueleto del parásito, y deberán compartir algunas 

proteínas relacionadas a él. También se puede considerar que muchas de las proteínas 

compartidas entre estos dos conjuntos (disco ventral y cuerpo basal) sean contaminantes 

mutuos, dada la cercanía física de estas dos estructuras en el trofozoíto de Giardia (Figura 

4-6). Lo que hace pensar que los protocolos de separación y extracción de los 
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componentes del citoesqueleto giardial deben ser revisados con el fin de poder obtener 

extractos más puros. La otra posibilidad es, por supuesto, que hay proteínas compartidas 

entre estas dos localizaciones. Para esclarecer este último punto, serían de utilidad 

estudios finos de localización in situ. 

 

Figura 4-7: Microscopia electrónica de un corte sagital de un trofozoíto de Giardia. Se 
evidencia la cercanía entre los cuerpos basales (bb) y el disco ventral (vd). (pv) vesículas 
periféricas, (er) retículo endoplásmico, (n) núcleo, (ne) envoltura nuclear. Extraído de 
Elmendorf et al (2003) 

 

 

4.3 Proteómica de la interacción hospedero-Giardia   

Solo dos estudios de tipo proteómico se han llevado a cabo para elucidar el mecanismo 

de interacción hospedero-Giardia, como fue mostrado en el capítulo anterior. En el primero, 

Ringqvist et al (2008) identificaron tres proteínas del secretoma al tomar como muestra el 

medio circundante de la interacción célula-célula. En el segundo, Emery et al (2016) 

identificaron 1664 proteínas entre dos tratamientos diferentes, trofozoítos expuestos a 

factores solubles de hospedero (sin células epiteliales) y trofozoítos unidos a células 

epiteliales del intestino. En principio se aprecia una gran diferencia entre la cantidad de 

proteínas identificadas, las cuales se pueden explicar, tal vez, por la técnica proteómica 

usada o por el extracto de donde se obtuvieron las muestras. 
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Las tres proteínas identificadas en Ringqvist et al (2008) son arginina deiminasa (ADI), 

ornitina carbamoil transferasa (OCT) y enolasa; como los espectros de estas proteínas 

fueron cotejados con la base de datos de proteínas no redundantes del NCBI de esa fecha, 

los números identificadores (ID) son de la base de Swissprot disponible en el portal Uniprot. 

Mientras que, los datos presentados por Emery et al (2016) poseen ID de la base de datos 

GiardiaDB. Los IDs de Uniprot fueron entonces cambiados por su equivalente ID en 

GiardiaDB como se expone en la metodología. Al comparar estos dos conjuntos de datos 

se encontró un solo registro compartido por los dos estudios (Figura 4-7). Esto significa 

que en las 1664 proteínas del conjunto de datos de Emery et al (2016) solo se encuentra 

una de las tres proteínas encontradas por Ringqvist et al (2008), la ornitina carbamoil 

transferasa (OCT), e inclusive, al profundizar sobre los resultados en Emery et al (2016) 

se evidenció que ésta proteína no se encuentra entre las que tuvieron una expresión 

diferencial, en ninguno de los dos tratamientos.  

 

Figura 4-8: Diagrama de Venn relacionando los datos provistos por Emery et al (2016) y 
Ringvist et al (2008) sobre la interacción hospedero-Giardia. 

 

La ADI y la OCT están involucradas en la ruta metabólica de la arginina. Los trofozoítos de 

Giardia utilizan la arginina para producir energía y la competencia por su consumo con las 

células epiteliales induce a estas células humanas a la apoptosis. Además estas enzimas 

evitan la producción de óxido nítrico, considerada una sustancia de respuesta inmune por 

parte del hospedero. Es así que la función virulenta y de interacción hospedero-Giardia de 

estas proteínas está muy bien documentada. La ausencia de estos registros en el estudio 

a gran escala realizado por Emery et al (2016), se puede deber por lo tanto a errores de 

tipo metodológico. Además, al ser estas proteínas secretadas por la célula, se puede 

suponer que su concentración intracelular se ve disminuida y, por lo tanto, no ser 

percibidas en el estudio proteómico más amplio.  
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Los análisis cruzados mostrados dejan ver que aunque los estudios a gran escala son 

importantes en el sentido de entregar una gran cantidad de datos, pretendiendo abarcar 

todo el grupo proteico o proteoma, no siempre sucede así. Se hace necesario también 

llevar a cabo estudios proteómicos de tipo más específico, donde la información obtenida 

puede ser inferior en número pero de gran importancia biológica. En los estudios a gran 

escala generalmente se pierde o se camufla información que los estudios más concretos 

pueden sacar a la luz. 

 

Un problema real, y que se hizo evidente en estos análisis, es que existen discrepancias 

en cuanto al número de identificación que se le asigna a cada proteína. El uso de diferentes 

bases de datos para llevar a cabo la identificación de los espectros genera una gran 

variedad de IDs que en el momento de hacer un meta análisis causan entorpecimiento. 

Por esta razón, el uso de la base de datos GiardiaDB como referencia para G. lamblia es 

lo más adecuado. Sin embargo, es de especial cuidado, el hecho de que en esta base de 

datos los registros de entrada son secuencias génicas pudiendo existir, en algunos casos, 

más de una para la misma proteína, y por lo tanto diferentes IDs. De igual manera, se pudo 

evidenciar que proteínas que aparecen en GiardiaDB con evidencia espectrométrica 

asociada con ciertos estudios, no se hayan encontrado en las tablas de datos de esos 

mismos estudios.  

 

Esta aproximación a una minería de datos, con el fin de obtener meta información, nos 

demuestra que existe información que no podemos percibir, y por lo tanto, tampoco discutir 

cuando tomamos los conjuntos de datos individualmente. Los aportes y datos entregados 

por los científicos dedicados al estudio del parásito G. lamblia son muchos y de gran 

utilidad, lo que abre la posibilidad de seguir aplicando este tipo de metodologías, inclusive 

para un acercamiento a la biología de sistemas utilizando datos proteómicos. 

 

 



 

 
 

5. Conclusiones y recomendaciones 

Diferentes investigaciones de tipo proteómico se han llevado a cabo para entender la 

biología de G. lamblia. Estas investigaciones han estado enfocadas en obtener el proteoma 

de diferentes orgánulos y fracciones celulares de Giardia, como lo son el citoesqueleto, los 

mitosomas, las vesículas (ESVs y PVs) y el proteosoma. Además, se han llevado a cabo 

estudios sobre el proceso de diferenciación o enquistamiento, sobre la virulencia del 

parasito, más específicamente su interacción con el hospedero, y proteómica del tipo 

comparativa para determinar diferencias entre ensamblajes genéticos y cepas. 

 

La tecnología proteómica utilizada en los estudios de Giardia ha avanzado a lo largo de 

los años. Desde el uso de plataformas en gel, 1D y 2D, hasta técnicas y tecnologías 

multidimensionales como la proteómica “shotgun”. Además, la disponibilidad actual de las 

secuencias de los genomas de Giardia, permite una mayor y más fácil obtención de la 

identidad de las proteínas. Así mismo, los datos provistos por esta técnica, es decir obtener 

el proteoma, abre la posibilidad de realizar otros tipos de estudios, como la búsqueda de 

moléculas diana para el diseño de vacunas y tratamientos, o las interacciones proteína-

proteína. A pesar de lo mencionado, muchos autores consideran que la proteómica de 

Giardia es aún un campo descuidado; aunque son varios los estudios realizados, como se 

ha indicado a lo largo de este trabajo. Lo anterior muestra que aún hay muchas áreas en 

las que la proteómica puede aportar información útil para el entendimiento de los procesos 

biológicos en Giardia.  

 

La minería de datos permite visualizar información que no es tan evidente en los estudios 

individuales. En este trabajo se pretendió realizar una aproximación de minería con los 

datos proteómicos; de lo cual, se puede evidenciar que existe una dificultad en cuanto a 

los diferentes ID que presentan las proteínas cuando son buscadas en bases de datos 

diferentes lo cual puede dificultar los análisis cruzados. Así mismo, se pudieron identificar 

algunas proteínas de especial interés por encontrarse o no en algunos estudios en 
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particular. Esta minería sirve como inicio para estudios posteriores que pretendan adquirir 

metainformación de tipo proteómico en G. lamblia y muestra el potencial de este tipo de 

análisis para posteriores estudios de Biología de sistemas. 

 

 

 



 

 
 

Anexo  A: Resumen de los principales estudios de proteómica en 
G. lamblia 

Autores Año Titulo Proceso Celular Cepa Método Separación Masas Identificación Resultados 
Protocolo de 

enquistamiento 

 
   

       

Palm et al. 2005 
Developmental changes in the adhesive 

disk during Giardia differentiation 
Citoesqueleto WB-C6 Gel 2D-PAGE  MALDI MASCOT 

7 proteínas 

propias 

2 pasos (Boucher 

& Gillin, 1990) 

Stefanic et al. 2006 

Organelle proteomics reveals cargo 

maturation mechanisms associated with 

Golgi-like encystation vesicles in the early-

diverged protozoan Giardia lamblia. 

Enquistamiento / 

Organelos 
WB-C6 Gel 2D-PAGE 

MALDI-

TOF 
MASCOT 

20 proteínas ESV 

identificadas 

2 pasos (Boucher 

& Gillin, 1990) 

Su et al. 2007 

Neomycin and puromycin affect gene 

expression in Giardia lamblia stable 

transfection. 

Otros WB-C6 Gel 2D-PAGE  
MALDI-

TOF 
MASCOT 7 proteínas   N/A 

Steuart et al. 2008 

Alpha 2 giardin is an assemblage A-specific 

protein of human infective Giardia 

duodenalis. 

Grupos Genéticos 

A (BAH 2c2, 26c11, 

40c9)  

B (BAH 34c8, 12c14, 

15c1) 

Gel 1D - 2D-PAGE  
MALDI-

TOF TOF 
MASCOT 1 proteína  N/A 

Ringqvist et 

al. 
2008 

Release of metabolic enzymes 

by Giardia in response to interaction with 

intestinal epithelial cells. 

Virulencia WB-C6 / GS-H7 Gel 2D-PAGE  
MALDI-

TOF 
MASCOT 

3 proteínas del 

secretoma 
 N/A 

Kim et al. 2009 

Comparative proteomic analysis of 

trophozoites versus cysts of Giardia 

lamblia. 

Enquistamiento WB Gel 2D SDS-PAGE 
MALDI-

TOF   
PDQUEST 14 proteínas (Kane, 1991) 

Rada et al. 2009 

The monothiol single-domain glutaredoxin 

is conserved in the highly reduced 

mitochondria of Giardia intestinalis. 

Organelos WB Gel 2D-PAGE  
MALDI-

TOF 
MASCOT 18 proteínas  N/A 
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Autores Año Titulo Proceso Celular Cepa Método Separación Masas Identificación Resultados 
Protocolo de 

enquistamiento 

Hagen et al. 2011 

Novel structural components of the 

ventral disc and lateral crest in Giardia 

intestinalis. 

Citoesqueleto WB-C6 Shotgun LC 
MS/MS 

LTQ 

X!Tandem / 

Scaffold 

102 proteínas 

DAPs 
 N/A 

Lauwaet et 

al. 
2011 

Mining the Giardia genome and proteome 

for conserved and unique basal body 

proteins. 

Citoesqueleto WB-C6 MudPit RP-HPLC 
MS/MS 

LTQ 
 SEQUEST 

75 proteínas 

homólogas, 65 

nuevas 

 N/A 

Jedelský et al. 2011 

The minimal proteome in the reduced 

mitochondrion of the parasitic protest 

Giardia intestinalis. 

Organelos WB  iTRAQ Nano-LC MS/MS MASCOT 

139 proteínas 

mitosomales; 20 

localizadas 

 N/A 

Lingdan et al. 2012 

Differential dissolved protein expression 

throughout the life cycle of Giardia 

lamblia. 

Enquistamiento 
Cepa Changchun 

Ensamblaje D 
iTRAQ Nano-LC MS/MS MASCOT 

63 proteínas, 22 

individuales, 7 

expresadas 

diferencialmente 

Directo de 

Trofozoítos y 

quistes de heces 

Lourenço et 

al. 
2012 

Proteomic analysis of the ventral disc of 

Giardia lamblia. 
Citoesqueleto WB Gel 1D y 2D-PAGE 

LC-

MS/MS 
MASCOT 

11 proteínas 

identificadas 
 N/A 

Jerlström-

Hultqvist et 

al. 

2012 

Plasmid Vectors for Proteomic Analyses in 

Giardia: Purification of Virulence Factors 

and Analysis of the Proteasome 

Organelos WB-C6 MudPit LC de afinidad 
MALDI-

TOF 
MASCOT 37 proteínas  N/A 

Faso et al. 2013 
The Proteome Landscape of Giardia 

lamblia Encystation 
Enquistamiento WB-C6 

Label free / 

Shotgun 
Nano-LC MS/MS MASCOT 1063 proteínas 

2 pasos (Boucher 

& Gillin, 1990) 

Niño et al. 2013 
Ubiquitination dynamics in the early-

branching eukaryote Giardia intestinalis 
Enquistamiento WB/9B10 

Marcación 

His6Ub 
LC 

ESI-

MS/MS 
MASCOT 211 proteínas (Kane, 1991) 

Paz-

Maldonado 

et al. 

2013 

Proteomic and transcriptional analyses of 

genes differentially expressed in Giardia 

duodenalis clones resistant to 

albendazole. 

Resistencia WB Shotgun 1D y 2D-PAGE 
LC-

MS/MS 
MASCOT 

8 proteínas 

diferenciadas 

entre los clones 

 N/A 

Wampfler et 

al. 
2014 

Proteomics of Secretory and Endocytic 

Organelles in Giardia lamblia. 
Organelos WB-C6 

Citometría de 

Flujo / Shotgun 

1D SDS-PAGE/    

LC 

ESI-

MS/MS 
MASCOT 

72 proteínas ESV 

y 82 proteínas PV 

2 pasos (Boucher 

& Gillin, 1990) 

Emery et al. 2014 

Proteomic analysis in Giardia duodenalis 

yields insights into strain virulence and 

antigenic variation. 

Grupos Genéticos 

/ Virulencia 

A (H-106) 

A (B-2041) 

Label free / 

Shotgun 

FASP-GFP 

SDS - Nano-LC 
MS/MS 

Global Proteome 

Machine (GPM) 

1376 proteínas, 

35 VSPs 
 N/A 

Emery, Lacey, 

et al. 
2015 

Quantitative proteomics analysis of 

Giardia duodenalis Assemblage A – a 

baseline for host, assemblage and isolate 

variation 

Grupos Genéticos 

BRIS/83/HEPU 106 

BRIS87/HEPU/713 

OAS1 

Bac2 

BRIS/95/HEPU/2041 

BRIS/89/HEPU/1065 

WB 

BRIS/89/HEPU/1003 

Label free / 

Shotgun 

FASP-GFP 

Nano-LC 
MS/MS 

Global Proteome 

Machine (GPM) 

1197 proteínas 

A1 (778 proteínas 

/cepa en 

promedio) y 719 

proteínas A2   

 N/A 

Emery, 

Pascovi, et al. 
2015 

The generation gap: Proteome changes 

and strain variation during encystation in 

Giardia duodenalis 

Enquistamiento / 

Grupos Genéticos 

A (H-106) 

A (B-2041) 

Label free / 

Shotgun 

FASP-GFP 

Nano-LC 
MS/MS MASCOT 1061 proteínas  (Kane, 1991) 

Martincová 

et al. 
2015 

Probing the Biology of Giardia intestinalis 

Mitosomes Using In Vivo Enzymatic 

Tagging 

Organelos WB-C6 
Enzymatic 

Tagging 
LC MS/MS BLAST-P 13 proteínas  N/A 
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Autores Año Titulo Proceso Celular Cepa Método Separación Masas Identificación Resultados 
Protocolo de 

enquistamiento 

Emery et al. 2016 

Induction of virulence factors in Giardia 

duodenalis independent of host 

attachment. 

Grupos genéticos 

/ Virulencia 
BRIS/95/HEPU/2041 

Tandem mass 

tag (TMT) 

labelling 

Nanoflow LC MS/MS MASCOT 1664 proteínas  N/A 





 

 
 

Bibliografía 

Abboud, P., Lemée, V., Gargala, G., Brasseur, P., Ballet, J., Borsa-Lebas, F., … 

Favennec, L. (2001). Successful treatment of metronidazole and albendazole-

resistant giardiasis with nitazoxanide in a patient with acquired immunodeficiency 

syndrome. Clin Infect Dis, 32(12), 1792–1794. 

Adam, R. D. (2001). Biology of Giardia lamblia. Clinical Microbiology Reviews, 14(3), 

447–469. http://doi.org/10.1128/CMR.14.3.447 

Adam, R. D., Dahlstrom, E. W., Martens, C. A., Bruno, D. P., Barbian, K. D., Ricklefs, S. 

M., … Nash, T. E. (2013). Genome sequencing of Giardia lamblia genotypes A2 and 

B isolates (DH and GS) and comparative analysis with the genomes of Genotypes 

A1 and E (WB and pig). Genome Biology and Evolution, 5(12), 2498–2511. 

http://doi.org/10.1093/gbe/evt197 

Ankarklev, J., Jerlström-Hultqvist, J., Ringqvist, E., Troell, K., & Svärd, S. G. (2010). 

Behind the smile: cell biology and disease mechanisms of Giardia species. Nature 

Reviews. Microbiology, 8(6), 413–422. http://doi.org/10.1038/nrmicro2317 

Ansell, B. R. E., Mcconville, M. J., Ma’ayeh, S. Y., Dagley, M. J., Gasser, R. B., Svärd, S. 

G., & Jex, A. R. (2015). Drug resistance in Giardia duodenalis. Biotechnology 

Advances, 33(6), 888–901. 

Aurrecoechea, C., Brestelli, J., Brunk, B. P., Carlton, J. M., Dommer, J., Fischer, S., … 

Wang, H. (2009). GiardiaDB and TrichDB: Integrated genomic resources for the 

eukaryotic protist pathogens Giardia lamblia and Trichomonas vaginalis. Nucleic 

Acids Research, 37(SUPPL. 1), 526–530. http://doi.org/10.1093/nar/gkn631 

Benchimol, M., & De Souza, W. (2011). The Ultrastructure of Giardia During Growth and 

Differentiation. In H. D. Luján & S. G. Svärd (Eds.), Giardia: A Model Organism (pp. 

141–160). New York: Springer Wien. 

Bernhardt, J. (2005). Defining the proteome. Genome Biology, 6(12:360). 

http://doi.org/10.1186/gb-2005-6-12-360 



84 Estado actual de la investigación proteómica del protozoario G. lamblia 

 
 

Birkeland, S. R., Preheim, S. P., Davids, B. J., Cipriano, M. J., Palm, D., Reiner, D. S., … 

McArthur, A. G. (2010). Transcriptome analyses of the Giardia lamblia life cycle. Mol 

Biochem Parasitol., 174(1), 62–65. 

http://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2010.05.010.Transcriptome 

Boucher, S. M., & Gillin, F. D. (1990). Excystation of In Vitro-Derived Giardia lamblia 

Cysts. Infection and Immunity, 58(11), 3516–3522. 

Carranza, P. G., & Luján, H. D. (2010). New insights regarding the biology of Giardia 

lamblia. Microbes and Infection, 12(1), 71–80. 

http://doi.org/10.1016/j.micinf.2009.09.008 

Cavalier-smith, T. (2003). Protist phylogeny and the high-level classification of Protozoa, 

348, 338–348. 

Clark, J. ., & Holberton, D. V. (1988). Triton-labile antigens in flagella isolated from 

Giardia lamblia. Parasitology Research, 74(5), 415–423. 

Cordeiro-da-silva, A., Borges, M. C., Guilvard, E., & Ouaissi, A. (2001). Dual Role of the 

Leishmania major Ribosomal Protein S3a Homologue in Regulation of T- and B-Cell 

Activation. Infection and Immunity, 69(11), 6588–6596. 

Cotton, J. A., Beatty, J. K., & Buret, A. G. (2011). Host parasite interactions and 

pathophysiology in Giardia infections. International Journal for Parasitology, 41(9), 

925–933. 

Crossley, R., & Holberton, D. V. (1983). Characterization of proteins from the cytoskeleton 

of Giardia lamblia. Journal of Cell Science, 59, 81–103. Retrieved from 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6863412 

Dawson, S. C. (2011). Primary Microtubule Structures in Giardia. In H. D. Luján & S. G. 

Svärd (Eds.), Giardia: A Model Organism (pp. 275–299). New York: Springer Wien. 

Dobell, C. (1920). The Discovery of the Intestinal Protozoa of Man. Proceedings of the 

Royal Society of Medicine, 13(Sect Hist Med), 1–15. 

http://doi.org/10.1097/00007611-192204000-00022 

Einarsson, E., & Svärd, S. G. (2015). Encystation of Giardia intestinalis—a Journey from 

the Duodenum to the Colon. Current Tropical Medicine Reports, 101–109. 

http://doi.org/10.1007/s40475-015-0048-9 

Elmendorf, H. G., Dawson, S. C., & McCaffery, J. M. (2003). The cytoskeleton of Giardia 

lamblia. International Journal for Parasitology, 33(4), 3–28. http://doi.org/10.1016/S0 

Emery, S. J., Lacey, E., & Haynes, P. A. (2015). Quantitative proteomic analysis of 



Bibliografía 85

 

 

Giardia duodenalis assemblage A: A baseline for host, assemblage, and isolate 

variation. Proteomics, 15, 2281–2285. 

Emery, S. J., Mirzaei, M., Vuong, D., Pascovici, D., Chick, J. M., Lacey, E., & Haynes, P. 

A. (2016). Induction of virulence factors in Giardia duodenalis independent of host 

attachment. Nature Publishing Group, (February), 1–16. 

http://doi.org/10.1038/srep20765 

Emery, S. J., Pascovi, D., Lacey, E., & Haynes, P. A. (2015). The generation gap: 

Proteome changes and strain variation during encystation in Giardia duodenalis. 

Molecular & Biochemical Parasitology, 201(1), 47–56. 

http://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2015.05.007 

Emery, S. J., Van Sluyter, S., & Haynes, P. A. (2014). Proteomic analysis in Giardia 

duodenalis yields insights into strain virulence and antigenic variation. Proteomics, 

14(21–22), 2523–2534. http://doi.org/10.1002/pmic.201400144 

Faso, C., Bischof, S., & Hehl, A. B. (2013). The proteome landscape of Giardia lamblia 

encystation. PLoS ONE, 8(12). http://doi.org/10.1371/journal.pone.0083207 

Feng, Y., & Xiao, L. (2011). Zoonotic potential and molecular epidemiology of Giardia 

species and giardiasis. Clinical Microbiology Reviews, 24(1), 110–140. 

http://doi.org/10.1128/CMR.00033-10 

Ferella, M., Davids, B. J., Cipriano, M. J., Birkeland, S. R., Palm, D., Gillin, F. D., … 

Svärd, S. (2014). Gene expression changes during Giardia-host cell interactions in 

serum-free medium. Molecular & Biochemical Parasitology, 197(1–2), 21–23. 

Ford, B. (2005). The Discovery of Giardia. Microscope, 53(September 2004), 147–153. 

Retrieved from 

http://scholar.google.com/scholar?hl=en&btnG=Search&q=intitle:The+Discovery+of+

Giardia#0 

Franzén, O., Jerlström-Hultqvist, J., Castro, E., Sherwood, E., Ankarklev, J., Reiner, D. 

S., … Svärd, S. G. (2009). Draft genome sequencing of Giardia intestinalis 

assemblage B isolate GS: Is human giardiasis caused by two different species? 

PLoS Pathogens, 5(8). http://doi.org/10.1371/journal.ppat.1000560 

Gao, X., & Hardwidge, P. R. (2011). Ribosomal protein S3 : a multifunctional target of 

attaching/effacing bacterial pathogens. Frontiers in Microbiology, 2, 1–6. 

Geimer, S., Teltenkotter, A., Plessmann, U., Weber, K., & Lechtreck, K. F. (1997). 

Purification and characterization of basal apparatuses from a flagellate alga green. 



86 Estado actual de la investigación proteómica del protozoario G. lamblia 

 
 

Cell Motil. Cytoskeleton, 37, 72–85. 

Geurden, T., & Olson, M. (2011). Giardia in Pets a Farm animals and Their Zoonotic 

Potential. In H. D. Luján & S. G. Svärd (Eds.), Giardia: A Model Organism (pp. 71–

92). New York: Springer Wien. 

Hagen, K. D., Hirakawa, M. P., House, S. A., Schwartz, C. L., Pham, J. K., Cipriano, M. 

J., … Dawson, S. C. (2011). Novel structural components of the ventral disc and 

lateral crest in giardia intestinalis. PLoS Neglected Tropical Diseases, 5(12). 

http://doi.org/10.1371/journal.pntd.0001442 

Holberton, D. V., & Ward, A. P. (1981). Isolation of the cytoskeleton from Giardia. Tubulin 

and a low-molecular-weight protein associated with microribbon structures. Journal 

of Cell Science, 47, 139–66. Retrieved from 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7263775 

Jedelský, P. L., Dolezal, P., Rada, P., Pyrih, J., Smíd, O., Hrdý, I., … Tachezy, J. (2011). 

The minimal proteome in the reduced mitochondrion of the parasitic protist Giardia 

intestinalis. PLoS ONE, 6(2), 15–21. http://doi.org/10.1371/journal.pone.0017285 

Jerlström-Hultqvist, J., Franzén, O., Ankarklev, J., Xu, F., Nohýnková, E., Andersson, J. 

O., … Andersson, B. (2010). Genome analysis and comparative genomics of a 

Giardia intestinalis assemblage E isolate. BMC Genomics, 11:543. 

Jerlström-Hultqvist, J., Stadelmann, B., Birkestedt, S., Hellman, U., & Svärd, S. G. (2012). 

Plasmid vectors for proteomic analyses in Giardia: Purification of virulence factors 

and analysis of the proteasome. Eukaryotic Cell, 11(7), 864–873. 

http://doi.org/10.1128/EC.00092-12 

Kane, A. V., Ward, H. D., Keusch, G. T., & Pereira, M. E. A. (1991). In vitro Encystation of 

Giardia lamblia: Large-Scale Production of In vitro Cysts and Strain and Clone 

Differences in Encystation Efficiency. The Journal of Parasitology, 77(6), 974–981. 

Kim, J., Bae, S. S., Sung, M. H., Lee, K. H., & Park, S. J. (2009). Comparative proteomic 

analysis of trophozoites versus cysts of Giardia lamblia. Parasitology Research, 

104(2), 475–479. http://doi.org/10.1007/s00436-008-1223-x 

Laborde, C. M., Zubiri, I., Alonso-Orgaz, S., & Mourino-Alvarez, L. (2011). Aportaciones 

de la proteómica al laboratorio clínico. Revista Del Laboratorio Clínico, 4(4), 214–

224. 

Lauwaet, T., Smith, A. J., Reiner, D. S., Romijn, E. P., Wong, C. C. L., Davids, B. J., … 

Gillin, F. D. (2011). Mining the Giardia genome and proteome for conserved and 



Bibliografía 87

 

 

unique basal body proteins. International Journal for Parasitology, 41(10), 1079–

1092. http://doi.org/10.1016/j.ijpara.2011.06.001 

Liebler, D. C., & Yates, J. R. (2002). Introduction to proteomics: tools for the new biology. 

Totowa, New Jersey: Humana Press. 

Lindemann, C., Thomanek, N., Hundt, F., Lerari, T., Meyer, H. E., Wolters, D., & Marcus, 

K. (2017). Strategies in relative and absolute quantitative mass spectrometry based 

proteomics. Biol. Chem., 398, 687–699. http://doi.org/10.1515/hsz-2017-0104 

Lingdan, L., Pengtao, G., Wenchao, L., Jianhua, L., Ju, Y., Chengwu, L., … Xichen, Z. 

(2012). Differential dissolved protein expression throughout the life cycle of Giardia 

lamblia. Experimental Parasitology, 132, 465–469. 

http://doi.org/10.1016/j.exppara.2012.09.014 

Lourenço, D., Andrade, I., Terra, L., Guimarães, P., Zingali, R., & de Souza, W. (2012). 

Proteomic analysis of the ventral disc of Giardia lamblia. BMC Research Notes, 5(1), 

41. http://doi.org/10.1186/1756-0500-5-41 

Luján, H. D. (2006). Giardia y giardiasis. Medicina, 66(1), 70–74. 

Luján, H. D., Mowatt, M. R., Byrd, L. G., & Nash, T. E. (1996). Cholesterol starvation 

induces differentiation of the intestinal parasite Giardia lamblia. Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 93(July), 7628–7633. 

Martincová, E., Voleman, L., Pyrih, J., Žárský, V., Vondrácková, P., Kolísko, M., … 

Doležala, P. (2015). Probing the Biology of Giardia intestinalis Mitosomes Using In 

Vivo Enzymatic Tagging. Mol Cell Biol, 35(16), 2864–2874. http://doi.org/15 

Morales Sánchez, D., & Gallo Ramírez, L. E. (2006). Plataformas de Proteómica. 

Cuernavaca: Instituto de Biotecnología. Universidad Nacional Autónoma de México. 

Morf, L., Spycher, C., Rehrauer, H., Fournier, C. A., Morrison, H. G., & Hehl, A. B. (2010). 

The transcriptional response to encystation stimuli in Giardia lamblia is restricted to a 

small set of genes. Eukaryotic Cell, 9(10), 1566–1576. 

http://doi.org/10.1128/EC.00100-10 

Morrison, H. G., McArthur, A. G., Gillin, F. D., Aley, S. B., Adam, R. D., Olsen, G. J., … 

Sogin, M. L. (2007). Genomic minimalism in the early diverging intestinal parasite 

Giardia lamblia. Science (New York, N.Y.), 317(5846), 1921–1926. 

http://doi.org/10.1126/science.1143837 

Morrison, H. G., & Svärd, S. G. (2011). Genomics of Giardia. In H. D. Luján & S. G. Svärd 

(Eds.), Giardia: A Model Organism (pp. 95–101). New York: Springer Wien. 



88 Estado actual de la investigación proteómica del protozoario G. lamblia 

 
 

Niño, C. A., Chaparro, J., Soffientini, P., Polo, S., & Wasserman, M. (2013). Ubiquitination 

dynamics in the early-branching eukaryote Giardia intestinalis. MicrobiologyOpen, 

2(3), 525–539. http://doi.org/10.1002/mbo3.88 

Ortega-Pierres, G., Bazán-Tejeda, M. L., Fonseca-Liñán, R., Bermúdez-Cruz, R. M., & 

Argüello-García, R. (2011). Interaction of Giardia with Host Cells. In H. D. Luján & S. 

G. Svärd (Eds.), Giardia: A Model Organism (pp. 261–274). New York: Springer 

Wien. 

Palm, D., Weiland, M., McArthur, A. G., Winiecka-Krusnell, J., Cipriano, M. J., Birkeland, 

S. R., … Svärd, S. (2005). Developmental changes in the adhesive disk during 

Giardia differentiation. Molecular and Biochemical Parasitology, 141(2), 199–207. 

http://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2005.03.005 

Pando Robles, V., & Ferreira Batista, C. (2007). Proteómica: hacia el entendimiento del 

lenguaje de las proteínas. Biotecnología, 14, 97–108. 

Payne, P. A., & Artzer, M. (2009). The Biology and Control of Giardia spp and 

Tritrichomonas foetus. Veterinary Clinics of North America - Small Animal Practice, 

39(6), 993–1007. http://doi.org/10.1016/j.cvsm.2009.06.007 

Paz-Maldonado, L. M. T., Argüello-García, R., Cruz-Soto, M., Mendoza-Hernández, G., & 

Ortega-Pierres, G. (2013). Proteomic and transcriptional analyses of genes 

differentially expressed in Giardia duodenalis clones resistant to albendazole. 

Infection, Genetics and Evolution, 15, 10–17. 

http://doi.org/10.1016/j.meegid.2012.08.021 

Peattie, D. A., Alonso, R. A., Hein, A., & Caulfield, J. P. (1989). Ultrastructural localization 

of giardins to the edges of disk microribbons of Giardia lamblia and the nucleotide 

and deduced protein sequence of alpha giardin -b. Journal of Cell Biology, 109(5), 

2323–2335. http://doi.org/10.1083/jcb.109.5.2323 

Plutzer, J., Ongerth, J., & Karanis, P. (2010). Giardia taxonomy, phylogeny and 

epidemiology: Facts and open questions. International Journal of Hygiene and 

Environmental Health, 213(5), 321–333. http://doi.org/10.1016/j.ijheh.2010.06.005 

Rada, P., Smíd, O., Sutak, R., Dolezal, P., Pyrih, J., Zárský, V., … Tachezy, J. (2009). 

The monothiol single-domain glutaredoxin is conserved in the highly reduced 

mitochondria of giardia intestinalis. Eukaryotic Cell, 8(10), 1584–1591. 

http://doi.org/10.1128/EC.00181-09 

Ringqvist, E., Avesson, L., Söderbom, F., & Svärd, S. G. (2011). Transcriptional changes 



Bibliografía 89

 

 

in Giardia during host-parasite interactions. International Journal for Parasitology, 

41(3), 277–285. http://doi.org/10.1016/j.ijpara.2010.09.011 

Ringqvist, E., Palm, D., Skarin, H., Hehl, A. B., Weiland, M., Davids, B. J., … Svärd, S. G. 

(2008). Release of metabolic enzymes by Giardia in response to interaction with 

intestinal epithelial cells. Molecular and Biochemical Parasitology, 159(2), 85–91. 

http://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2008.02.005 

Rodríguez Diego, J. G., Pedroso Reyes, M., Olivares, J. L., Sánchez-Castilleja, Y. M., & 

Arece García, J. (2014). La interacción hospedero-parásito. Una visión evolutiva. 

Rev. Salud Anim, 36(1), 1–6. 

Roxstrom-Lindquist, K., Ringqvist, E., Palm, D., & Svärd, S. (2005). Giardia lamblia -

Induced Changes in Gene Expression in Differentiated Caco-2 Human Intestinal 

Epithelial Cells. Infection and Immunity, 73(12), 8204–8208. 

Ryan, U., & Cacciò, S. M. (2013). Zoonotic potential of Giardia. International Journal for 

Parasitology, 43(12–13), 943–956. http://doi.org/10.1016/j.ijpara.2013.06.001 

Sandoval-Usme, M. C., Umaña-Pérez, A., Vallejo-Pulido, A. F., Arévalo-Ferro, C., & 

Sánchez-Gómez, M. (2009). La Proteomica en la era postgenómica. Acta Biologica 

Colombiana, 14, 19–29. 

Schirmer, E. C., Yates, J. R. 3rd, & Gerace, L. (2003). MudPIT: A powerful proteomics 

tool for discovery. Discovery Medicine, 3, 38–39. 

Séraphin, B., & Hettich, R. (2012). Microbial proteomics: The quiet revolution. Current 

Opinion in Microbiology, 15(3), 348–350. http://doi.org/10.1016/j.mib.2012.05.004 

Stadelmann, B., Hanevik, K., Andersson, M. K., Bruserud, O., & Svärd, S. G. (2013). The 

role of arginine and arginine-metabolizing enzymes during Giardia–host cell 

interactions in vitro. BMC Microbiology, 13: 

Stefanic, S., Palm, D., Svärd, S. G., & Hehl, A. B. (2006). Organelle proteomics reveals 

cargo maturation mechanisms associated with Golgi-like encystation vesicles in the 

early-diverged protozoan Giardia lamblia. Journal of Biological Chemistry, 281(11), 

7595–7604. http://doi.org/10.1074/jbc.M510940200 

Steuart, R. F. L. (2010). Proteomic analysis of Giardia: Studies from the pre- and post-

genomic era. Experimental Parasitology, 124(1), 26–30. 

http://doi.org/10.1016/j.exppara.2009.03.012 

Steuart, R. F. L., O’Handley, R. M., Lipscombe, R. J., Lock, R. A., & Thompson, R. C. . A. 

(2008). Alpha 2 giardin is an assemblage A-specific protein of human infective 



90 Estado actual de la investigación proteómica del protozoario G. lamblia 

 
 

Giardia duodenalis. Parasitology, 135(14), 1621–1627. 

http://doi.org/10.1017/S0031182008004988 

Su, L. H., Lee, G. A., Huang, Y. C., Chen, Y. H., & Sun, C. H. (2007). Neomycin and 

puromycin affect gene expression in Giardia lamblia stable transfection. Molecular 

and Biochemical Parasitology, 156(2), 124–135. 

http://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2007.07.015 

Thompson, R. C. A., & Monis, P. T. (2011). Taxonomy of Giardia species. In H. D. Luján 

& S. G. Svärd (Eds.), Giardia: A Model Organism (pp. 3–15). Springer Wien. 

Wampfler, P. B., Tosevski, V., Nanni, P., Spycher, C., & Hehl, A. B. (2014). Proteomics of 

secretory and endocytic organelles in Giardia lamblia. PLoS ONE, 9(4). 

http://doi.org/10.1371/journal.pone.0094089 

Wasinger, V. C., Cordwell, S. J., Cerpa-poljak, A., Gooley, A. A., Wilkins, M. R., Duncan, 

M. W., … Humphery-smith, I. (1995). Progress with gene-product mapping of the 

Mollicutes : Mycoplasma genitalium. Electrophoresis, 16, 1090–1094. 

Zhang, H., Lin, Q., Ponnusamy, S., Kothandaraman, N., Lim, T., Zhao, C., … Choolani, 

M. (2007). Differential recovery of membrane proteins after extraction by aqueous 

methanol and trifluoroethanol. Proteomics, 7(10), 1654–1663. 

Zhang, Z., Wu, S., Stenoien, D. L., & Pasa-Tolic, L. (2014). High-Throughput Proteomics. 

Annu. Rev. Anal. Chem, 7, 427–54. 

Zhu, H., Bilgin, M., & Snyder, M. (2003). Proteomics. Annu. Rev. Biochem., 72, 783–812. 

http://doi.org/10.1146/annurev.biochem.72.121801.161511 

 


