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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad protectora del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 durante la infeccion
intestinal por Giardia lamblia (GS/M-83-H7, 5G8 (+)) en el modelo gerbil Meriones unguiculatus.

Objetivos Particulares

e Producir y purificar el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 a partir de sobrenadante de cultivo
del hibridoma 5G8.B5 mediante cromatografia de afinidad.

e Enriquecer la poblacion de G. lamblia que exprese la proteina 5G8 en la superficie del
parasito (cepa GS/M-83-H7, 5G8 (+)).

e Caracterizar la inmunorreactividad del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 purificado contra
proteinas de G. lamblia mediante citometria de flujo, ensayos de Dot Blotting y Western
Blotting.

= Evaluar el papel protector del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 en un modelo de infeccion
intestinal con G. lamblia (cepa GS/M-83-H7, 5G8 (+)) utilizando el modelo gerbil

Meriones unguiculatus.



RESUMEN

G. lamblia es el agente causante de giardiasis, infeccion parasitaria que se produce por la
contaminacioén fecal/ oral en un medio de higiene precario, siendo una de las enfermedades
intestinales humanas mas comunes en todo el mundo. La giardiasis se caracteriza por ser una
infeccion grave, debilitante, que afecta a miles de personas cada afio, especialmente en los
paises en desarrollo. Las manifestaciones clinicas van de portador asintomatico hasta llegar a
desarrollar una infeccion crénica, donde puede presentar sintomas como pérdida de peso
continua, anorexia y malabsorcion. En la actualidad, no se cuenta con una vacuna en humanos
para controlar y erradicar la infeccién por G. lamblia. Para lograr desarrollar ésta, primeramente
se deben identificar, caracterizar, purificar o sintetizar los componentes que confieren
inmunogenicidad a la vacuna, los antigenos. En el presente trabajo se analizé el efecto
protector del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 en un modelo de infeccion intestinal (Meriones
unguiculatus) utilizando trofozoitos de G. lamblia de la cepa GS/M-83-H7, 5G8 (+).El anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 purificado reconocié una proteina de aproximadamente 71 kDa de G.
lamblia. Esta molécula se expresa tanto en el citoplasma como en la membrana de los
trofozoitos GS/M-83-H7, 5G8 (+). La administracion del anticuerpo 5G8.B5 a gerbiles infectados
disminuy6é de manera significativa la carga parasitaria de animales infectados. En conclusion, el
presente trabajo, demuestra que el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 tiene capacidad protectora
durante la infeccién intestinal por G. lamblia en el modelo gerbil. La proteina 5G8 de G. lamblia
es una molécula altamente inmunogénica la cual podria ser un candidato de estudio para el
establecimiento de bases moleculares y celulares que conlleven al desarrollo de una vacuna

contra la giardiasis.



INTRODUCCION

El parasito Giardia lamblia (también conocida como Giardia intestinalis) fue descubierto por
Leewenhoek en 1681, en sus propias heces fecales. Sin embargo, la primera descripcién
identificable fue realizada por Lambl en 1859, quien le proporcion6 el nombre intestinalis.
Posteriormente, en 1915, Stiles cre6 una denominacion binomial nueva, Giardia lamblia, en
honor al profesor A. Giard de Paris y del doctor F. Lambl, de Praga, Republica Checa (Romero,
2007). Es un protozoario binucleado y flagelado que habita el intestino delgado de su
hospedero (Adam, 2001; Syed y Hill, 2003). Presenta dos estadios: el trofozoito, que es el
estadio vegetativo, y el quiste que es la forma infectiva, el cual tiene capacidad de sobrevivir
fuera del hospedero (Gilles, 1999; Faubert, 2000). G. lamblia es el agente responsable de la
giardiasis, parasitosis intestinal mas comdn en todo el mundo, presentdndose con mayor
incidencia en nifios en edad preescolar (Sotelo, 1998: Guilles, 1999; Eckmann, 2003; Palm et
al., 2003). Esta patologia puede presentar un curso asintomatico, o bien, acompafarse de
manifestaciones clinicas o subclinicas. Los sintomas que se pueden presentar van desde un
cuadro diarreico agudo con deshidratacion, o seguir un curso prolongado con evacuaciones
diarreicas muy fétidas, dolor abdominal, nauseas, vémito, pérdida de peso, pudiendo manifestar
signos y sintomas relacionados con anemia, diarreas cronicas asociadas al sindrome severo de
mala absorcion de nutrimentos (Lascurain et al., 1993; Sotelo, 1998, Faubert, 2000; Eckmann,
2003; Palm et al., 2003).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estima que aproximadamente 250 millones
de personas en el mundo estan infectadas y que se presentan 2.8 millones de nuevos casos por
afio, siendo una de las causas mas comunes de diarrea en paises industrializados, con una
prevalencia del 15 - 30 % y del 20 - 60 % en paises en vias de desarrollo (Muelles y Gottstein
1998; Guilles, 1999; Eckmann, 2003; Palm et al., 2003; Syed y Hill, 2003). México, es un pais
endémico con prevalencias que varian desde el 5 al 60 % y segun el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica, en el primer semestre del 2012, Sonora se ubicd en el quinto lugar
con 654 casos (SSA, 2013).

A pesar de la alta morbilidad asociada a G. lamblia, se conoce muy poco acerca de su
complexién antigénica, especialmente su naturaleza bioguimica y su participacion en la
respuesta inmune del hospedero (Chaudhuri et al., 1997). El conocimiento y el papel que esos
antigenos tienen en la respuesta inmune durante la infeccibn son importantes para el

entendimiento de la enfermedad. Por otro lado, se han identificado proteinas inmunogénicas
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tanto internas como de superficie separandolas por diferentes métodos como son: electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) tanto en
una (Faubert, 2000) como en doble dimensién (Palm y col., 2003), cromatografia de extractos
antigénicos solubles (Chaudhuri et al., 1997), entre otros.

El equilibrio inmunolégico del organismo es desafiado por la presencia del parasito. La
inmunidad innata, es la primer linea de defensa del sistema inmune, que involucra mecanismos
bioguimicos y celulares no especificos presentes antes de que se produzca la infeccion y que
estan preparados para responder con rapidez ante ésta (Du Pasquer L, 2001) como lo son las
barreras fisicas (epitelios y mucosas) y quimicas (moléculas antimicrobianas sintetizadas en
superficies epiteliales), células fagociticas (neutréfilos y macrofagos), células linfociticas
(Natural Killer), el sistema del complemento, moléculas mediadoras de la inflamacion, entre
otras (Abbas y Lichtman, 2008). Contrastando con estos mecanismos, existe otra via de
defensa, en la cual la respuesta se debe a la exposicién del agente infeccioso (G. lamblia),
llamada inmunidad adaptativa. La cual se caracteriza por presentar gran especificidad por
diferentes moléculas del parasito y capacidad de reconocer y responder con mayor intensidad a
la exposicibn del agente, en donde participan tanto moléculas (anticuerpos) con alta
especificidad contra el agente (inmunidad humoral), como células (linfocitos T, células
presentadoras de antigeno, etc.) capaces de confrontar al agente infeccioso. Teniendo en
cuenta estas bases, es importante conocer los mecanismos inmunolégicos involucrados en el
control de la giardiasis, asi como los procesos de erradicacion de la misma. Aln y cuando se ha
documentado que durante la infeccion intestinal por G. lamblia, el hospedero monta tanto una
respuesta inmune humoral como la celular, el conocimiento que se tiene acerca de los
mecanismos de patogénesis, la respuesta inmune involucrados en la giardiasis humana, asi
como la identificacion y caracterizacion de los antigenos de este parasito son limitados.

Los linfocitos B juegan un papel importante en la eliminacion de la infeccién, al
observarse un incremento en la produccién de anticuerpos de la clase IgA, IgM e IgG tanto en
secreciones mucosas, como en suero en humanos (Faubert, 2000; Eckmann, 2003).

Con base a lo anterior, es de nuestro interés evaluar la capacidad protectora de un
anticuerpo monoclonal generado en nuestro grupo de investigacion el cual es especifico contra
un antigeno inmunogénico de G. lamblia, que contribuira de manera importante en la

caracterizacion inmunolégica de moléculas inmunogénicas del parasito.
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ANTECEDENTES

Giardiasis: Aspectos clinicos

G. lamblia es un protozoario binucleado y flagelado que habita el intestino delgado de su
hospedero (Adam, 2001; Syed y Hill, 2003). Presenta dos estadios: el trofozoito, que es el
estadio vegetativo, y el quiste que es la forma infectiva, el cual tiene capacidad de sobrevivir
fuera del hospedero (Gilles, 1999; Faubert, 2000). La infeccion inicia cuando el hospedero
ingiere los quistes usualmente contenidos en agua, alimentos o diferentes articulos
contaminados (Lascurain et al., 1993; Sotelo, 1998, Faubert, 2000).

La giardiasis es una de las enfermedades intestinales humanas mas comunes en todo el
mundo. Siendo, G. lamblia la Unica especie reconocida que se encuentra en la mayoria de los
seres humanos y otros mamiferos (Ropolo et al., 2005). Esta patologia es considerada un
problema de salud publica en diversos paises, sobre todo en aquellos en vias de desarrollo
entre los cuales se encuentra México y segun datos de la Secretaria de Salud, Sonora se
encuentra en el quinto lugar de prevalencia a nivel nacional, afectando principalmente a la nifiez
(SSA, 2013).

La infeccion origina una amplia variedad de manifestaciones clinicas, que van desde un
estado de portador asintomatico hasta la diarrea severa, dolor abdominal, nauseas,
malabsorcion y pérdida de peso (Astiazaran et al., 2009; Lascurain et al., 1993; Sotelo, 1998,
Faubert, 2000; Eckmann, 2003; Palm et al., 2003), sintomas que por lo general se presentan
dos semanas después de la infecciéon (Rivero et al., 2010). Ademas, se ha reportado que
infecciones crénicas por Giardia pueden ocasionar retraso del crecimiento, urticaria, colecistitis
y pancreatitis. Sintomas poco frecuentes incluyen artritis, arteritis de la retina e iridociclitis, los
cuales han respondido al tratamiento para la giardiasis (Wolfe, 1992).

Existen diversos factores que posiblemente contribuyen a la gran variedad de sintomas
clinicos. Entre estos se encuentra la virulencia de la cepa de Giardia, el nUmero de quistes
ingeridos, la edad del hospedero y el estado del sistema inmune del mismo, en el momento de
la infeccion. De igual manera la inmunidad humoral, asi como celular, parecen ser importantes
en la eliminacién de la infeccién. Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos implicados
(Palm et al., 2003).
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En la actualidad, el control de la infeccién se limita a productos quimicos, pero se
encuentran disponibles so6lo algunas drogas. Ademdas existen problemas como efectos
secundarios, resistencia a los medicamentos y una alta tasa de reinfeccion después del
tratamiento en areas endémicas (Rivero et al., 2010). Entre los medicamentos que son
ampliamente usados esté el albendazol y secnidazol, sin embargo, no tienen una eficiencia del
100 % y pudieran, al igual que muchos antibioticos, generar cepas resistente, como ya se ha
reportado para albendazol (Lemée et al.,, 2000), metronidazol (Muller et al., 2007) vy
furazolidona (Gamarro y Castanys, 1996).

La resistencia a los farmacos es so6lo una de las posibles explicaciones que se pueden
argumentar para explicar el fallo en el tratamiento antiparasitario. Asi, el desarrollo de vacunas
contra G. lamblia se considera un enfoque prometedor para el control de este parasito (Rivero
et al., 2010).

Respuesta Inmune

La respuesta inmune de un hospedero inmunocompetente contra pardsitos es un mecanismo
complejo, en el cual intervienen las respuestas humoral y celular (Romagnani, 1995). Asi
diversos estudios sugieren que la respuesta inmune humoral y celular coordinadas son
necesarias para controlar las infecciones por G. lamblia (Singer y Nash, 2000). Sin embargo,
en el caso de los parasitos, éstos evitan la inmunidad protectora reduciendo su capacidad
inmunogénica e inhibiendo las respuestas inmunitarias del hospedero (Abbas et al., 2008).

G. lamblia coloniza la porcion superior del intestino delgado, en donde el tejido linfoide
asociado a mucosas (MALT) juega un papel importante en la eliminacién de la infeccion.
Diferentes estudios clinicos experimentales indican la importancia de la inmunidad dependiente
de las células B; se ha demostrado que las inmunoglobulinas del tipo IgA son muy importantes
para el control y eliminacién de la infeccion (Eckmann y Gillin, 2001), sin embargo, el
mecanismo especifico de la respuesta inmune para G. lamblia es pobremente entendido. Para
ello, es necesario contar con las herramientas que nos permitan su evaluacion como son:
modelos animales, estudios in vitro (Faubert, 2000), la generacién de herramientas biolégicas
como hibridomas de células T, asi como de céluas B productoras de anticuerpos monoclonales.

En base a lo anterior, es menester comprender como es que el sistema inmune del ser

humano trata de combatir esta parasitosis, para posteriormente tratar de desarrollar, de manera
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racional, una vacuna que ayude a mejorar la respuesta inmune hacia dicho parasito, con la
finalidad de lograr una total eliminacion de este organismo. Diversos trabajos de investigacion
se han enfocado principalmente en evaluar la respuesta inmune humoral del hospedero en
contra de Giardia y se ha demostrado que este mecanismo tiene cierta importancia en el control
de la infeccién por este parasito, ya que durante la parasitosis se ha observado que aumentan
los niveles de IgA e IgG principalmente. Por otro lado se ha visto que el aumento del titulo de
anticuerpos esta relacionado con la eliminacion de la infeccion (Velazquez y col., 2005). De
igual manera, gracias al estudio de este tipo de respuestas, se han podido encontrar ciertas
proteinas que son inmunogénicas en el hospedero (Edson y col., 1986, Kanwar y col., 1986,
Reiner & Gillin, 1992).

Sin embargo, al estudiar la respuesta humoral (principalmente IgG e IgA) y tratar de
entender si ésta era la responsable de eliminar al parasito totalmente, se observé que esto no
era asi, mas bien podia servir para en cierta forma controlar una infeccién crénica pero no
erradicarla totalmente. La causa de esta falla en la eliminacion de G. lamblia se ha propuesto
gue es debida a la variacion antigénica que presenta el parasito, aspecto que comenzé a cobrar
gran interés, pues al entenderlo en mejor manera, podria ser posible tratar de desarrollar algin
tipo de terapia mas eficiente en contra de giardiasis. Ahora bien, conforme se ha ido estudiando
dicho proceso, se han ido proponiendo varias hipotesis de cédmo puede ocurrir dicha variacion
de proteinas de superficie reconocidas por los anticuerpos (Singer & Nash., 2000)

De lo anterior expuesto se puede inferir que, para tener la capacidad de desarrollar una
vacuna efectiva contra G. lamblia primero es necesario conocer qué proteinas de este parasito
son inmunogénicas y cudles inducen una respuesta inmune protectora. Adicionalmente, es
sumamente necesario obtener mas informacién acerca del papel que juegan estas moléculas
en el parasito, es decir, si son antigenos de superficie, intracelulares, si son moléculas que son
excretadas por Giardia, si pertenecen al grupo de las proteinas variantes de superficie o VSP’s,
las cuales son de gran importancia en los procesos de evasion de respuesta inmune por parte
de G. lamblia, y por dltimo conocer si dichas proteinas estan presentes de manera constitutiva y
si son conservadas entre las distintas cepas de este parasito. En base a lo anterior se han
estudiado algunas proteinas de G. lamblia que son aparentemente inmunogénicas. Entre dichas
moléculas proteicas es posible encontrar a a-giardina-1, misma que ademas de ser
inmunodominante en analisis in vitro, también lo es en infecciones humanas (Weiland y col.,
2003).
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Proteinas Antigénicas de Giardia lamblia

En la actualidad, no existe una vacuna disponible para la giardiasis humana, por lo que es
importante la identificacion de antigenos inmunogénicos de G. lamblia que estimulan tanto
anticuerpos protectores, como una respuesta inmune celular (Astiazaran et al., 2009). La
caracterizacion de los antigenos de G. lamblia es importante para entender los mecanismos de
defensa del hospedero asi como también para entender los mecanismos de la patogenicidad
del parasito. Aunque son muchos los antigenos que han demostrado su inmunoreactividad
hacia anticuerpos de las clases IgM, IgG e IgA, so6lo pocos de ellos se han caracterizado a nivel
molecular.

Las VSP que cubren toda la superficie del parasito son los antigenos mas estudiados en
G. lamblia. Estas proteinas sufren variacion antigénica, por lo que se ha cuestionado su valor
como blancos moleculares de diagnostico (Palm et al., 2003) y en el desarrollo de vacunas
(Singer, 2011). Los antigenos de superficie diferentes a las VSPs que se han descrito, son
pocos, entre los mas estudiados se encuentran: proteinas de la superficie (polipéptidos de 82
kDa y 65 kDa), las giardinas en el citoesqueleto, proteinas de choque térmico, lectinas y
tubulina en el disco y flagelos (Singer, 2011); una glicosilfosfatidilinositol anclada a la proteina
de 49 kDa, varias proteinas entre 30 y 34 kDa y una proteina de unién a acidos grasos de 8 kDa
(Palm et al., 2003).

El laboratorio de Inmunologia y Biologia Celular del Departamento de Ciencias Quimico
Bioldgicas de la Universidad de Sonora se ha dedicado a la identificacion y caracterizacion
bioquimica e inmunolbgica de antigenos capaces de inducir una respuesta inmune humoral y
celular. Velazquez et al. (2005), realizaron el analisis de muestras fecales y de sueros de
ratones C3H/HeJ después de ser infectados y re-infectados con trofozoitos de G. lamblia,
teniendo como resultado que la IgA intestinal y las respuestas de anticuerpos IgG en suero se
dirige a un nimero limitado de bandas proteicas, con pesos moleculares de 48, 55, 63, 71, 86,
106, 131 y 159 kDa. Al utilizar hibridomas de células T especificos contra G. lamblia se observé
gue reconocian una fraccion antigénica de 71 kDa; al analizar esta fraccibn mediante
espectrometria de masas, se identificaron las siguientes proteinas: subunidad catalitica A
vacuolar sintetasa (71537Da), proteina de choque térmico citosdlica 70 (71633Da), proteina de
unién a anticuerpos o BiP (BIP del inglés; Binding Immunoglobulin Protein) (74360Da),
Complejo B IFT (75562Da), proteinas inducidas por estrés como la HSP-90 y la HSP-70
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citosolica localizadas en las bandas proteicas de 71 kDa, y 63 kDa (Quintero, 2008; Rascoén,
2008).

Avila (2008), gener6 5 hibridomas de células B especificos hacia proteinas que se
encuentran solamente en la superficie de la clona GS/M 83 H7 de G. lamblia, los cuales en su
mayoria reconocieron una banda de 71 kDa (proteina 5G8). Esta banda proteica también es
reconocida por anticuerpos IgG generados durante la infeccion en el modelo murino. En
estudios posteriores, se caracterizé parcialmente la proteina reconocida por la mayoria de estos
monoclonales. Se realizaron ensayos de citometria de flujo en los cuales se observé que solo el
5 % de la poblaciéon de la cepa GS/M-83-H7 de G. lamblia expresaban en la superficie del
parasito la proteina 5G8. Basados en esta observacion se enriquecio la poblacién de trofozoitos
de la cepa GS/M-83-H7, que expresa en la superficie celular este antigeno, mediante la técnica
de inmunoadsorcion o panning, dando como resultado un incremento en la poblacién que
expresan la proteina en la membrana plasmatica del parasito (aproximadamente 70 %)
(Quintero et al.). Andlisis de espectrometria de masas de esta proteina purificada sugirieron
fuertemente que la proteina 5G8 pudiera ser la proteina BiP de G. lamblia (Quintero et al., 2013;
Rascon, 2008).

Modelo Experimental

Se han utilizado varios modelos animales para describir la biologia y / o inmunidad a las
infecciones por Giardia, lo que permite estudiar las interacciones dinamicas que se producen
entre el hospedero y el parasito (Byrd et al., 1994).

Basado en analisis genético, se pueden distinguir siete conjuntos distintos de G. lamblia
(A-G). Los conjuntos A y B son responsables de la infeccién humana (Ali y Hill, 2003, Rivero et
al., 2010) y asi mismo se encuentran en una amplia variedad de mamiferos. Las asociaciones
restantes muestran rangos de hospederos mas restringidos: C y D se encuentra en los canidos,
E en el ganado, F en los gatos y G en roedores (Sprong et al., 2009).

El conjunto B predomina en los humanos; los animales domésticos juegan un papel
importante en la gama de hospederos del conjunto A (Sprong et al., 2009). Estos conjuntos
estan representados por aislados humanos GS y WB, respectivamente. El aislado GS es
significativamente mas patogénico en infecciones de humanos que lo que es el aislado WB

(Adam, 2001), probablemente sea causado por su variacion antigénica, ya que Aggarwal y

16



Nash (1988) demostraron que in vitro sus antigenos de superficie cambian mas rapidamente
gue los antigenos de superficie de WB. GS/M-83-H7 (Conjunto B) expresa VSP H7 (72kDa)
como su antigeno de superficie principal (Bienz et al., 2001; Miller et al., 1996; Rivero et al.,
2010).

Los ratones son infectados naturalmente por G. muris, el cual también se somete a la
variacion antigénica, pero no infecta a humanos y no puede ser cultivada in vitro (Prucca y
Lujéan, 2009). La cepa GS/M-83-H7 de G. lamblia puede infectar a roedores y a humanos. Esta
cepa presenta la ventaja de poder ser cultivada in vitro, por lo que es ampliamente utilizada
para estudiar la inmunologia de la giardiasis (Rivero et al., 2010).

Se ha evaluado la capacidad infectiva de la cepa GS/M-83-H7 tanto en el modelo gerbil
Meriones unguiculatus, como en el modelo murino C3H/HeJ, encontrando que la cepa GS/M-
83-H7 es capaz de inducir giardiasis en ambos modelos de forma estable por varios dias. Los
resultados concuerdan con lo descrito previamente en la literatura (Byrd et al., 1994). Tanto el
modelo murino como el gerbil son una poderosa herramienta para estudiar los mecanismos
inmunes efectores que se producen durante la infeccién por Giardia y tienen considerables
ventajas sobre otros modelos animales. El sistema inmune del roedor esté bien caracterizado y
existe una extensa variedad de reactivos y tecnologias para el estudio de su sistema inmune
(Velazquez et al., 2005).

17



HIPOTESIS

El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 tiene capacidad protectora durante la infeccion intestinal por
G. lamblia en el modelo gerbil.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de Experimentacion

Para el modelo experimental gerbil, se utilizaron roedores de la cepa Meriones unguiculatus de
8 a 14 semanas de edad, éstos fueron obtenidos del bioterio de CINVESTAV. Los animales
fueron mantenidos en el Bioterio del Departamento de Investigaciones de Posgrado en
Alimentaciéon de la Universidad de Sonora (DIPA), con fotoperiodos de 12 horas a 25 °C y
alimentados con una dieta comercial para ratones (2018S de Teklad global diets 18 % protein
Rodent diet sterilizable).

La seleccién de esta cepa se basé en estudios previos que reportan una mayor
susceptibilidad a la infeccion intestinal por G. lamblia en este modelo (Byrd et al., 1994).

Cultivo de G. lamblia

Se utilizaron cultivos axénicos de trofozoitos de la cepa de G. lamblia, clona GS/M-83-H7
obtenidos de American Type Culture Collection (ATCC). Los cultivos se mantuvieron en medio
TYI-S33, suplementado con 10 % de suero de ternera recién nacida (NBCS.MICROLAB
SU540). Los trofozoitos fueron incubados a una temperatura de 37 °C en condiciones
microaerofilicas.

Lineas Celulares

Se utilizaron cultivos del hibridoma 5G8.B5 generados en el laboratorio de Inmunologia y
Biologia Celular en la Universidad de Sonora. Los cultivos se mantuvieron en Medio Eagle
Modificado Dulbecco (DMEM), suplementado al 5 % con suero fetal bovino (SFB) (GIBCO,
USA), inactivado por calentamiento. El hibridoma se mantuvo a 37 °C en una atmdsfera de 5 %

CO; con una humedad relativa de 80 — 90 % en incubadora Isoterm (Fisher Scientific, USA).
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Produccion de Anticuerpos Monoclonales Especificos Contra G. lamblia

El hibridoma de células B 5G8.B5 productoras de anticuerpos especificos contra la proteina
5G8 de G. lamblia fue cultivado en Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM),
suplementado al 5 % con suero fetal bovino (SFB. MICROLAB SU440), inactivado por
calentamiento. Las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera de 5 % CO,, con
una humedad relativa del 80-90 % en incubadora Isoterm (Fisher Scientific, USA) (Velazquez et
al. 2005).

Una vez que se establecio el cultivo del hibridoma 5G8.B5, se dejd crecer continuamente
en medio DMEM con antibi6ticos y suero fetal bovino produciendo el anticuerpo de interés. Se
realizaron recolecciones periddicas de sobrenadante para proceder a la purificacion del

anticuerpo monoclonal 5G8.B5.

Purificacion del Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5 por Cromatografia de Afinidad

La purificacién del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 se llevé a cabo por medio de una columna de
afinidad con esferas de sefarosa unidas a proteina A de Staphylococcus aureus (Protein A-
Sepharose® 4B, Fast Flow from Staphylococcus aureus P9424). Para lograr lo anterior,
primeramente se hidrataron las esferas de sefarosa con HCI 1 mM por 15 minutos a
temperatura ambiente. Después, dichas esferas fueron lavadas con 500 mL de HCI 1 mM, 50
mL de glicina 4cida 0.1 M (pH 2.5) y con 250 mL de PBS ( pH 7.2) con la finalidad de eliminar
cualquier residuo del tratamiento previo de la columna y asi evitar algun tipo de contaminacién
de las futuras fracciones cromatograficas. Posteriormente se ajusto el pH del sobrenadante y se
agrego azida de sodio (0.05 %).

Se agreg6 el sobrenadante del hibridoma 5G8.B5 de manera constante en la columna
(flujo promedio de 60 gotas/minuto). Dicho sobrenadante se pasé tres veces por la columna
antes de comenzar el proceso de elucion. Se obtuvieron 15 fracciones cromatograficas por
medio de elucién con 700 uL de glicina 0.1 M (pH 2.5), recolectados en microtubos conteniendo
300 pL de Trizma 1M (pH 8). Dicho proceso de cromatografia fue repetido 3 veces con el

objetivo de recuperar la mayor cantidad de anticuerpo.
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Enriguecimiento de la Poblacion de G. lamblia 5G8 (+) Mediante la Técnica de

Inmunoadsorcién

El enriquecimiento de la poblacion de G. lamblia que expresa en su superficie la proteina 5G8
se llevé a cabo incubando en una placa de 6 pozos 50 pg de anticuerpo monoclonal 5G8.B5 en
cada pozo durante una hora a 37 °C. Posteriormente se retir6 la solucion de anticuerpo
utilizando una micropipeta y se bloquearon los sitios libres de anticuerpo del pozo con 1 mL de
PBS-BSA 1 % estéril en cada pozo durante una hora a 37 °C. Se realizaron cinco lavados
suaves con PBS estéril, para después agregar 2 x 10°¢ trofozoitos de G. lamblia de la cepa
GS/M-83-H7 en cada pozo previamente resuspendidos en PBS-BSA al 1 %. Se incub6 durante
20 minutos a 4 °C en agitacién constante. Se decantd6 de manera suave utilizando una
micropipeta y se realizaron cinco lavados con PBS estéril. Se adicioné medio de cultivo TYI-
S33 suplementado con 10 % de suero de ternera recién nacida (NBCS.MICROLAB SU540) y se
incubé por 10 minutos a 4 °C. Se recuperaron los trofozoitos con una micropipeta y se
mantuvieron en cultivo durante siete dias para después realizar una inmunotincién indirecta
utilizando el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 y se evalud el patron de reconocimiento antigénico

mediante citometria de flujo.

Obtencion de Proteinas Solubles de Trofozoitos de G. lamblia

Los extractos antigénicos solubles de trofozoitos de G. lamblia se obtuvieron utilizando el
método descrito por Gottstein et al., (1991) con ligeras modificaciones. A partir de un cultivo
confluente, es decir trofozoitos de G. lamblia en fase logaritmica de crecimiento, se colocaron
los tubos de vidrio en agua-hielo por 15 minutos para promover que los trofozoitos adheridos a
las paredes de los tubos se despeguen. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS a
un pH 7.2 a 4 °C. A continuacién los trofozoitos se resuspendieron en 1800 pL de PBS. De igual
manera, éstos fueron lisados mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion en nitrégeno
liguido (o congelador de -80 °C) y a temperatura ambiente (o 37 °C) respectivamente. Con la
finalidad de prevenir la degradacion de proteinas se adicionaron inhibidores de proteasas (4-(2-
aminoetil) bencenosulfonilfluoruro (AEBSF), bestatina, leupeptina, pepstatina A, E-64 y 1,10-
fenantrolina), 10 pyL/microtubo (P2714, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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Para asegurar la lisis completa, el contenido celular fue sonicado (Brandson sonifer 250,
Shelton, CT, USA) por tres ciclos de dos minutos a 30 ciclos/seg. Por ultimo, el extracto
sonicado fue centrifugado a 14,000 g por 15 minutos a 4 °C (Chaudhuri et al., 1997). El
sobrenadante con el antigeno soluble de G. lamblia se mantuvo en congelacién a -80 °C hasta
su uso (Rascoén, 2008).

Cuantificacién de Proteina en el Extracto Antigénico Soluble de G. lamblia

La estimacion de proteina en la muestra se llevd a cabo mediante el micrométodo de Bradford
(BIO-RAD). La concentracion de proteina por mililitro se estimé a partir de curvas de calibracion,
utilizando albimina sérica bovina (BSA) (concentracion 1 mg/mL) como estandar. Una vez
obtenida la curva, se prepar6 la muestra antigénica a analizar en una dilucién 1:10 con PBS, se
hizo reaccionar con reactivo Bradford y posteriormente se determiné la densidad 6ptica (D.O.)

de esta solucién a 595 nm en un lector de microplaca.

Inmunofluorescencia Indirecta de Trofozoitos

Para el andlisis por citometria de flujo se utilizaron cultivos confluentes de trofozoitos de G.
lamblia GS/M-83-H7, 5G8 (+) (aprox. 8 x 10° trofozoitos), los cuales fueron lavados (cada
lavado consistié en centrifugar por 5 min a 4 °C a 14000 g y resuspender con PBS, pH 7.2, a 4
°C. Se depositaron 5 x 10° trofozoitos en cada pozo y se incubaron con el anticuerpo
monoclonal purificado 5G8.B5 (IgG2b) (5 ug/mL diluido en D5F-0,05 % NaN3) y con el
anticuerpo monoclonal control de isotipo aBDC.2 (IgG2b) (5 ug/mL diluido en D5F-0,05 %
NaN3), durante 1 hora a 4 °C. Después de dos lavados que consistieron en resuspender la
pastilla de trofozoitos con 200 yL de PBS frio y centrifugar a1800 rpm a 4 °C por 5 minutos, los
trofozoitos se incubaron con anticuerpo anti-lgG de raton acoplado a isocianato de fluoresceina
(FITC) (diluido 1:200 con D5F-0,05 % NaN3) durante una hora a 4 °C. Después los trofozoitos
se lavaron nuevamente, se centrifugaron y se resuspendieron en 200 uL de D5F- NaN3-0,05 %
y se fijaron con 200 pyL de paraformaldehido al 2 %. Su andlisis se llevé a cabo utilizando el
equipo FACS (Canto I, Becton Dickinson, CA, EE.UU.) (Quintero et al., 2013).
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Electroforesis SDS-PAGE

Para observar el patron electroforético de las proteinas solubles obtenidas de trofozoitos de G.
lamblia, se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras y desnaturalizantes
(0.2 % de SDS y 0.2 % B-mercaptoetanol). Se llevé a cabo en una cadmara de electroforesis
para minigeles (Mini-PROTEAN® 3 Electrophoresis Cell., BIO-RAD). Las muestras se corrieron

a 110 voltios constantes.

Electrotransferencia e Inmunodeteccién (Western-Blotting)

Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE a 12 % y transferidas a una membrana de
nitrocelulosa en un sistema semiseco de electrotransferencia a corriente constante. Enseguida,
las proteinas transferidas fueron teflidas con rojo de Ponceau. Después de destefiir la
membrana, ésta se bloqued con una solucién de leche Svelty semidescremada 5 %-BSA 1 %-
PBS por una hora. Posteriormente, se removi6 el exceso de solucién bloqueadora, mediante un
lavado con PBS y la membrana de nitrocelulosa fue incubada con el sobrenadante del
anticuerpo monoclonal 5G8.B5, con anticuerpo monoclonal purificado 5G8.B5 (IgG2b) (0.5
pg/mL en PBS-BSA 0.1 %), con el anticuerpo monoclonal control de isotipo aBDC.2 (IgG2b)
(0.5 pg/mL en PBS-BSA 0.1 %) y con suero de ratbn C3H/HeJ (dil.1:40 con PBS-BSA 0.1 %)
como control interno por una hora a temperatura ambiente y en agitacion constante. A
continuacion, se realizaron cinco lavados de cinco minutos cada uno lavados con PBS. Al
término de éstos, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario (1:7500) (Goat
anti-lgG Mouse HRPO, en PBS-BSA 0.1 %) por una hora a temperatura ambiente en agitacion
constante. Después, se llevaron a cabo cinco lavados de cinco minutos cada uno lavados con
PBS como se menciond anteriormente. Finalmente, se colocd sobre la membrana una mezcla
1:1 de luminol y peréxido de hidrégeno por diez minutos (Super Signal, West Pico Signal
Chemiluminescent, Thermo scientific 34080). Al término, se procedié a revelar la reaccién
antigeno-anticuerpo por quimioluminiscencia, utilizando soluciones reveladoras y fijadoras
(Fuijifilm) (Avila, 2008).

23



Induccién de Giardiasis en el Modelo Gerbil Meriones unguiculatus

Para evaluar el establecimiento de la giardiasis se formaron dos grupos de tres gerbiles cada
uno. Al grupo 1, considerado grupo control negativo, se le administré 200 uL de PBS, pH 7.2,y
al grupo 2 se le administr6 5 X 10° trofozoitos de G. lamblia GS/M-83-H7, 5G8 (+)
suspendidos en 200 pyL de PBS estéril a un pH 7.2. Después de 7 dias los ratones fueron
sacrificados y se diseccionaron 10 cm de la parte alta de intestino (duodeno), esta parte del
intestino fue abierta longitudinalmente y se realizé un ligero lavado con medio de cultivo para G.
lamblia, se recolectd y se incubd en tubos de vidrio con tapa de rosca de 2 mL en agitacion
constante por una hora a 4°C. Posteriormente el tejido fue retirado y el medio se centrifugd a
1800 rpm por 5 minutos a 4°C. Se contd el numero de trofozoitos presentes en el precipitado

por microscopia Optica utilizando una camara de Neubauer.

Evaluacién de la actividad protectora del Anticuerpo 5G8.B5 en el Modelo Gerbil

Meriones unguiculatus

Para evaluar la actividad protectora del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 purificado, se formaron
cuatro grupos de cuatro gerbiles cada uno. Al grupo uno, considerado el control de infeccion, no
se le administré ningun tratamiento. Al grupo dos, considerado grupo control negativo, se le
administrd6 200 uL de PBS, pH 7.2. Al grupo tres se les administraron 100 ug de anticuerpo
monoclonal control de isotipo aBDC.2 resuspendidos en 200 uL de PBS. Al grupo cuatro se les
administraron 100 ug de anticuerpo monoclonal 5G8.B5 resuspendidos en 200 uL de PBS. Dos
horas después se inocularon los 4 grupos con 1.5 X 108 trofozoitos de G. lamblia GS/M-83-H7,
5G8 (+), suspendidos en 200 uL de PBS estéril a un pH 7.2. Posteriormente al dia 1, 3y 5 se
reforzaron cada grupo con la misma cantidad de PBS (grupo 2) o anticuerpo monoclonal (grupo
3 y 4) administrada anteriormente. Después de 7 dias los gerbiles fueron sacrificados y se
diseccionaron 10 cm de la parte alta de intestino (duodeno), esta parte del intestino fue abierta
longitudinalmente y se realiz6 un ligero lavado con medio de cultivo para G. lamblia, y se incubé
en tubos de vidrio con tapa de rosca de 2 mL en agitacidon constante por una hora a 4°C.

Posteriormente el tejido fue retirado y el medio se centrifugd a 1800 rpm por 5 minutos a 4°C.
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Se contd el numero de trofozoitos presentes en el precipitado por microscopia 6ptica utilizando

una camara de Neubauer.
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RESULTADOS

Produccion y Purificacion del Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5

Con la finalidad de producir y purificar el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 a partir de
recolecciones periédicas de sobrenadante del cultivo del hibridoma 5G8.B5, la purificacién se
llevé a cabo por medio de una columna de afinidad con esferas de sefarosa unidas a proteina A
de Staphylococcus aureus (ver seccibn de materiales y métodos). Para conocer la
concentracion de las fracciones cromatogréaficas recolectadas, éstas se analizaron mediante
espectrofotometria a 280 nm (Figura 1). La tabla 1 muestra la densidad Optica y concentracion
de las fracciones recolectadas. A partir de a partir de 3 litros de sobrenadante recolectado, se
obtuvieron aproximadamente 20 mg de anticuerpo purificado, esto nos maraca la pauta para en
futuros ensayos tener una idea de qué cantidad de anticuerpo se esta produciendo por mililitro

de sobrenadante.

Perfil Electroforético (SDS-PAGE) del Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5

La purificacién del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 se analizé mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12 % en condiciones desnhaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE). En la
figura 2 se observa el patron electroforético de la proteina purificada, encontrandose proteinas
con masa moleculares relativas de = 25 y = 70 kDa, correspondiendo a la cadena ligera y

pesada del anticuerpo monoclonal.
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Tabla 1. Densidad Optica 'y concentracion de fracciones recolectadas.

Fraccion D.O. Concentracion (mg/mL)
2 2.807 2.06
4 0.303 0.227
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Figura 1. Cromatograma de la purificacién del anticuerpo monoclonal 5G8.B5.

Las fracciones recolectadas se analizaron en un espectrofotdmetro, obteniendo

diferentes lecturas de absorbancia (280 nm).
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Figura 2. Perfil Electroforético (SDS-PAGE) del anticuerpo monoclonal 5G8.B5
purificado especifico para la proteina 5G8 de G. lamblia.

El carril M corresponde al marcador de masas moleculares, el carril A a la fraccion 1 de
anticuerpo monoclonal 5G8.B5 purificado (2.06 ug/mL), el carril B a la fraccion 2 de anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 purificado (0.723 pg/mL), el carril C a la fraccibn 3 de anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 purificado (0.227 ug/mL), y por ultimo el carrii D a la fracciébn 4 de

anticuerpo monoclonal 5G8.B5 purificado (0.234 ug/mL).
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Evaluacién del Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5 hacia Antigenos de Superficie de
Trofozoitos de G. lamblia 5G8 (+) por Inmunofluorescencia Indirecta

Con la finalidad de analizar la actividad del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 purificado, se realizé
una inmunotincion indirecta de surperficie de trofozoitos de G. lamblia 5G8 (+) utilizando
mediante citometria de flujo. El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 reconocié al =5 % de los
trofozoitos de G. lamblia 5G8+ (Figura 3C). El anticuerpo control de isotipo aBDC.2 no

reconocio a esta poblacion celular.

Enriguecimiento de la Poblacion de G. lamblia 5G8 (+) Mediante la Técnica de

Inmunoadsorcién

Con el objetivo de enriquecer la poblacion de G. lamblia de la cepa GS/M-83-H7 que expresa la
proteina 5G8 en su superficie celular, se realiz6 un ensayo de inmunoadsorcién, a partir de
aproximadamente 2 x 10° trofozoitos de G. lamblia (ver seccién de materiales y métodos) para
posteriormente llevar a cabo una inmunotincidn indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal
5G8.B5. La figura 4 expone que aproximadamente el 5 % de la poblacién de G. lamblia de la
cepa GS/M-83-H7 expresa la proteina 5G8 en su superficie. La poblacion de trofozoitos
resultante del proceso de inmunoadsorciéon fue enriquecida en la expresién de la molécula en la

membrana plasmatica (aproximadamente 80.9 % de la poblacion).
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Figura 3. Reconocimiento de antigenos de superficie de G. lamblia por el
anticuerpo monoclonal 5G8.B5.

Analisis de citometria de flujo utilizando trofozoitos de la cepa GS/M-83-H7 (5G8 (+)). A)
Control sin tedir, B) Anticuerpo monoclonal control de isotipo (IgG2b) y C) Anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 (IgG2b) purificado.
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Figura 4. Enriquecimiento de la Poblacion de G. lamblia 5G8 (+).
Anadlisis de citometria de flujo utilizando trofozoitos de la cepa GS/M-83-H7. A) Poblacion
5G8 (+) antes del ensayo de inmunoadsorcion (5 %) y B) Poblacion 5G8 (+) después del

ensayo de inmunoadsorcién (70%) (Quintero et al., 2013).
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Obtencion de Proteinas Solubles de Trofozoitos de G. lamblia

Con la finalidad de obtener extractos antigénicos solubles de trofozoitos de G. lamblia se utilizé
el método descrito por Gottstein et al., (1991) con ligeras modificaciones. Se cultivaron
axénicamente trofozoitos de Giardia en fase logaritmica de crecimiento, con el objetivo de
obtener una mezcla final de proteinas antigénicas de G. lamblia. A partir de aproximadamente
100 x 10¢ de trofozoitos se recuperaron 10 mg de proteina. El extracto proteico de G. lamblia se
someti6 a electroforesis (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes y reductoras,
obteniéndose un perfil de bandas separadas en base a su peso molecular, observandose una
mezcla antigénica heterogénea de proteinas de diferentes masas moleculares entre 20-200 kDa
(Figura 5).

Identificacion de Proteinas Inmunorreactivas de G. lamblia Reconocidas por el

Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5

Con la finalidad de conocer el perfil de reconocimiento antigénico del anticuerpo monoclonal
5G8.B5 se realizé un ensayo de Western-blotting utilizando proteinas solubles de G. lamblia
5G8 (+). Como se muestra en la figura 6, el mayor reconocimiento del anticuerpo 5G8.B5 fue

hacia una banda de 71 kDa (Proteina 5G8). Adicionalmente este anticuerpo también reconocio

R

pero en menor intensidad a una banda de
isotipo aBDC.2 (IgG2b).

120 kDa. EIl anticuerpo monoclonal control de
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116

Figura 5. Patron electroforético del extracto de proteinas de G. lamblia (Panning
VII).
El carril A corresponde al marcador de peso molecular y el carril B al extracto soluble de

proteinas de G. lamblia (Panning VIII).
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Figura 6. Perfil de inmunorreconocimiento de antigenos de G. lamblia reconocidos
por el anticuerpo monoclonal 5G8.B5.

Andlisis de Western-blotting que muestra el inmunorreconocimiento del anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 hacia proteinas solubles de G. lamblia GS/M-83-H7, 5G8 (+). Carriles: 1)
Anticuerpo monoclonal control de isotipo aBDC.2 (IgG2b), 2) anticuerpo monoclonal 5G8.B5
(IlgG2b) purificado y 3) sobrenadante del hibridoma 5G8.B5 (IgG2b).
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Evaluacién del Papel Protector del Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5 en un Modelo de
Infeccion Intestinal con G. lamblia (cepa GS/M-83-H7, 5G8 (+)) Utilizando el Modelo
Gerbil Meriones unguiculatus

Con el objetivo de evaluar la actividad protectora del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 purificado,
se realiz6 un ensayo in vivo utilizando trofozoitos de G. lamblia GS/M-83-H7, 5G8 (+) y gerbiles
Meriones unguiculatus como modelo de infeccion intestinal. El disefio experimental consistié en
formar cuatro grupos de animales (n=4). Los 4 grupos fueron infectados con 1.5 x 10°
trofozoitos y tratados de la siguiente manera: Grupo 1 (control de infeccién) no recibié ningin
tratamiento. El grupo 2 fue tratado con PBS. El grupo 3 fue tratado con el anticuerpo
monoclonal control de isotipo aBDC.2 y finalmente el grupo 4 fue tratado con el anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 purificado (ver seccion de materiales y métodos). Como se muestra en la
figura 7, el analisis de las cargas parasitarias obtenidas del duodeno de los gerbiles infectados
mostrd los siguientes resultados: Grupo 1 (7.01 x 10° + 3.8 x 10° trofozoitos), Grupo 2 (3.36 x
10° + 1.9 x 10° trofozoitos), Grupo 3 (2.4 x 10° + 5.55 x 10° trofozoitos) y finalmente el Grupo 4
(0.72 x 10° + 0.2 x 10° trofozoitos). La evaluacion de la actividad protectora del anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 en el dltimo grupo que recibié tratamiento con dicho anticuerpo mostré una

disminucion significativa de la carga parasitaria en comparacion con los grupos controles.
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Figura 7. Evaluacién del Papel Protector del Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5 en un
Modelo de Infeccion Intestinal con G. lamblia.

Andlisis de proteccién que muestra el efecto del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 hacia el
parasito G. lamblia GS/M-83-H7, 5G8 (+) en un modelo de infeccion intestinal. Se analizaron
cargas parasitarias de cuatro ratones por grupo. Grupo 1 (Control de infeccién). Grupo 2
(Control PBS). Grupo 3 (Anticuerpo monoclonal control de isotipo aBDC.2 IgG2b) y Grupo 4
(anticuerpo monoclonal 5G8.B5 IgG2b purificado).
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DISCUSION

Con la finalidad de evaluar la capacidad protectora del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 durante
la infeccion intestinal por G. lamblia en el modelo gerbil, el presente estudio describe un analisis
tanto del inmunorreconocimiento de este anticuerpo contra proteinas inmunogénicas del
parasito, asi como el efecto que tiene la administracién del anticuerpo 5G8 sobre la carga
parasitaria en gerbiles infectados.

Diversos estudios sugieren que la respuesta inmune humoral y celular coordinadas son
necesarias para controlar las infecciones por G. lamblia (Singer y Nash, 2000). Sin embargo,
en el caso de los parasitos, éstos pueden evadir la inmunidad protectora reduciendo su
capacidad inmunogénica e inhibiendo las respuestas inmunitarias del hospedero (Abbas et al.,
2008). Trabajos de investigacion se han enfocado principalmente en evaluar la respuesta
inmune humoral del hospedero en contra de G. lamblia y se ha demostrado que este
mecanismo tiene cierta importancia en el control de la infeccion por este parasito, ya que
durante la parasitosis se ha observado que aumentan los niveles de IgA e IgG, principalmente.
Por otro lado, se ha visto que el aumento del titulo de anticuerpos esta relacionado con el
aclaramiento de la infeccion (Velazquez y col., 2005). En el presente trabajo, se evidencia de
una manera clara el papel protector que posee la respuesta inmune humoral en la infeccién
intestinal por G. lamblia. Asimismo, al utilizar un anticuerpo monoclonal que disminuye
significativamente la carga parasitaria de animales infectados, y ser éste especifico contra un
solo epitope del antigeno 5G8, sugiere fuertemente que la molécula 5G8 es una proteina
inmunogénica candidato para el estudio racional de antigenos de G. lamblia que pudieran ser
considerados como constituyentes potenciales de vacunas.

Es muy probable que el anticuerpo monoclonal 5G8 haya favorecido la aglutinaciéon de
trofozoitos de G. lamblia 5G8 (+) en gerbiles infectados, y de ese modo, aunado con la accion
mecanica del peristaltismo del intestino, evitara que el parasito colonice el intestino delgado,
contribuyendo a la disminucién en la carga parasitaria. Fue notorio que el grupo de gerbiles
tratados con el anticuerpo control de isotipo aBDC.2 presentdé una disminucion en la carga
parasitaria significativa comparada con el grupo control al cual se administré solamente PBS.
Sin embargo, los niveles de disminucién de carga parasitaria, no fueron tan evidentes como los
observados en el grupo de gerbiles tratados con el anticuerpo 5G8. El anticuerpo control de
isotipo no reconoce ni se une a la superficie de G. lamblia. Por lo tanto, es probable que la

administracion del anticuerpo control de isotipo tenga una accién indirecta, promoviendo
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condiciones en el intestino delgado del gerbil que promueva condiciones desfavorables para la
colonizacién de parésito. Futuros estudios deben de realizarse con el propésito de establecer
las condiciones experimentales optimas de evaluacion de la capacidad protectora del anticuerpo
monoclonal 5G8, asi como también para investigar el mecanismo de accién del efecto protector
de este anticuerpo.

Los anticuerpos monoclonales constituyen una tecnologia que abre enormes
perspectivas tanto en la investigacion basica como aplicada. En todos aquellos procesos en que
ya se estaba utilizando la reaccion antigeno/anticuerpo, los anticuerpos monoclonales agregan
especificidad y reproducibilidad, con lo que permiten estudiar mejor el fenémeno. De alli que
una de las primeras aplicaciones practicas, ha sido en ensayos de caracterizaciones
inmunoldgicas y bioquimicas, diagndstico clinico, e incluso en procesos industriales que
necesiten de purificacién de productos naturales. El efecto protector del anticuerpo monoclonal
5G8.B5 en la infeccion por G. lamblia ponen de manifiesto uno de los usos de esta valiosa
herramienta biolégica como son los monoclonales. En tratamientos utilizados para el control de
diversas enfermedades o situaciones clinicas se emplean exitosamente la administracion tanto
anticuerpos monoclonales como policlonales, por ejemplo en enfermedades neoplasias como
es el cancer de mama (uso de trastuzumab) (Hortobagyi G. 2005. New Englad Journal Medicine
353; 16) picaduras de animales ponzofiosos (alacran entre otros), entre otras.

En base al evidente efecto protector del anticuerpo 5G8, es menester profundizar en la
caracterizacion inmunoquimica del reconocimiento que tiene el anticuerpo 5G8, como es
conocer cual epitope reconoce el anticuepo dentro de la molécula 5G8, cual es la afinidad de la
interaccion antigeno/anticuerpo, qué caracteristicas experimentales favorecen o desfavorecen
esta interaccién (pH, fuerza ibnica, presencia de detergentes, agentes desnaturalizantes, entre
otras).

Para realizar la infeccibn experimental por G. lamblia en este estudio, se utilizd el
modelo gerbil Meriones unguiculatus. Se ha reportado por diversos autores que el gerbil es un
modelo experimental susceptible a la infeccion por G. lamblia (Astiazaran-Garcia et al., 2000.
Experimental Parasitology 95, 128-135). En nuestro trabajo de tesis, se observo que gerbiles se
infectaron eficientemente con la cepa de G. lamblia 5G8 (+), adicionalmente, este modelo
permitié analizar adecuadamente el efecto protector del anticuerpo monoclonal 5G8.B5. Una
desventaja que posee el modelo gerbil, es que el sistema inmune de este roedor es poco
conocido y la disponibilidad de reactivos biol6gicos para evaluar la respuesta inmune en este
modelo son muy limitados comparado con el modelo murino (ratén, Mus musculus). En base a

lo anterior, surge la necesidad de conocer y caracterizar de manera sistematica la infeccion que

39



se establece por la cepa de G. lamblia 5G8 (+) en el gerbil y evaluar la respuesta inmune que
se induce, asi como los cambios histolégicos asociados con la infeccién. Futuros estudios en

nuestro grupo de investigacion abordaran estos aspectos.

Con el fin de demostrar la actividad del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 purificado contra
la proteina inmunogénica 5G8, en el presente estudio, se realizaron andlisis de dot y western-
blotting. El perfil de inmunorreconocimiento hacia proteinas de G. lamblia de la cepa 5G8 (+),
indica un reconocimiento predominante hacia la banda de 71 kDa y en una menor proporcion
hacia una banda de =120 kDa. EIl reconocimiento hacia esta proteina 5G8 (proteina de 71 kDa)
ha sido reportada en trabajos anteriores (Veldzquez et al., 2005; Quintero et al., 2013).
Posiblemente, el reconocimiento débil por la banda de =120 kDa se deba a que la proteina de
71 kDa se asocie consigo misma (forma agregada de la proteina) o con otras proteinas. En la
literatura se reporta que proteinas como la VSPH7, la cual es la proteina variable de superficie
caracteristica de la cepa GS/M-83-H7, es un antigeno muy inmunogénico y presenta una
movilidad relativa en geles cercano a 72 kDa (Bienz et al.,, 2003), sin embargo, se ha
demostrado por medio de espectrometria de masas y citometria de flujo que existen diferencias
significativas entre la proteina de estudio y la VSPH7 (Quintero et al., 2013), estos mismos
analisis sugirieron fuertemente que la proteina 5G8 es la proteina BiP, la cual aparece
aproximadamente en la banda de 70 kDa (Soltys et al., 1996, Lujan y Mowatt, 1996).
Adicionalmente, El andlisis por citometria de flujo reveld que la proteina 5G8 se expresa dentro
de los trofozoitos de G. lamblia (> 90% del total de la poblacion celular), y sélo un bajo
porcentaje (=5%) de esos trofozoitos expresan altos niveles de la proteina 5G8 en la superficie
celular. El patrén de expresion de este antigeno indica que la proteina 5G8 estd siendo
transportada por el sistema de trafico vesicular hacia la membrana. Futuros estudios son
necesarios para poder localizar el sitio especifico de la proteina, y su relacion con el trafico
vesicular en el interior de G. lamblia (Quintero et al., 2013).

Es un gran reto para la investigacion en inmunologia y parasitologia el desarrollo de
estrategias que favorezcan la inmunidad contra parasitos protozoarios (Lopes et al., 2012). La
importancia que se le da a Giardia como problema de salud (Eckman, 2003; Edson et al., 1986),
ha llevado a diversos investigadores a realizar estudios enfocados en el desarrollo de una
vacuna capaz de estimular la produccion de anticuerpos protectores (Lee et al.,, 2011). Los
resultados obtenidos en este estudio contribuyen en la caracterizacion bioquimica e
inmunolégica de antigenos altamente inmunogénicos del parasito G. lamblia, lo cual es
importante para el establecimiento de bases cientificas sélidas para en el desarrollo de una

vacuna contra la infeccion intestinal provocada por este parasito. Posiblemente trabajando méas
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con otras condiciones experimentales tales como diferentes dosis de anticuerpo monoclonal,
diferentes vias de administracion, incluso ampliar el estudio a otros modelos animales
podriamos lograr una mejor proteccién y asi mejorar el conocimiento que se tiene sobre los
mecanismos inmunolégicos involucrados durante un proceso infeccioso, permitiendo el
entendimiento de la interaccion huésped-parasito, y sentando las bases moleculares para el
futuro desarrollo de medidas profilacticas contra G. lamblia.
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CONCLUSIONES

El método de cromatografia de afinidad permitié purificar anticuerpos monoclonales funcionales
a partir de cultivos del hibridoma de células B 5G8.B5 especifico para la proteina 5G8 de G.

lamblia.

Se enriquecio la poblacién de trofozoitos de G. lamblia (cepa GS/M-83-H7) que expresa

la proteina 5G8 en la superficie del parasito mediante la técnica de inmunoadsorcion.
El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 reconocié fuertemente una banda proteica de 71 kDa
y con menor intensidad una banda de 120 kDa. Adicionalmente este reconoce proteinas de

superficie del parasito.

El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 especifico para la proteina inmunodominante 5G8 de

G. lamblia mostré una fuerte capacidad protectora en la infeccién en el modelo gerbil.
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RECOMENDACIONES

Evaluar diferentes condiciones experimentales (diferentes vias de administracion,
diferentes dosis, entre otros) para el estudio del papel protector del anticuerpo
monoclonal 5G8.B5.

Continuar la caracterizacion de la proteina inmunogénica 5G8 de G. lamblia:

o Determinar la funcién biol6gica que juega la proteina 5G8 en el paréasito G.
lamblia.

o ldentificar la estructura primaria de la proteina inmunogénica de G. lamblia 5G8.
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ANEXO 1
Cultivo de G. lamblia

Materiales

. Incubadora a 37°C.

. Tubos de ensayo 13 x 100 con tapén de rosca estériles.

. Pipetas serolégicas estériles de 10,5y 1 mL.

. Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

. Mechero.

. Sistema de filtracién (Steril aseptic system, millipore, 01730 Bradford MA).
. Membrana de filtracién (0.45 pum).

. Campana de flujo laminar (Purifier class Il biosafety cabinet, Delta series, LABCONCO).

Reactivos

Medio de Cultivo TYI-S-33 (Parall)

I 4 o 1= T = TP 20g
(BBL Triticase petone pacnreatic digest of casein) BD 211921 445 g.
Extractode Levadura ..o 10¢g
(Bacto Yeast Extract Technical) BD 288620 500 g. LOT. 0055682

DEXITOSA. ...t 109
(D — (+) — Dextrose) Sigma D9434 500 g. Batch #108K0014

Sigma 5-5886

LGS iNa. . e 29
(L-Cisteine hidrochloride monohydrate from non-animal Sorce) Sigma C6852-1006
Fosfato de Sodio dibASIiCO..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 1 Q)
Sigma S0876-1KG

Fosfato de Sodio monobasico..........cccviiiiiiiiii 06g
Sigma S0751-500 g.

BilIS . ettt 06g
(Bile from bovine and ovine) Sigma B8381-1006

ACIAO @SCOIDICO. ..., 01g

(L-Ascorbic Acid) P.M.= 176 Sigma A5960-25G 065K0181



Citrato férrico amoniacal............cooiiiii 0.023 g

Una vez disueltos los componentes en polvo, se ajusta el pH a 6.9 con NaOH. Adicionar el
antibiético ceftriaxona (100 pg/mL). Suplementar al 10% con suero de ternera recién nacida
(GIBCO Invitrogen 16-010) y se afora a 1000 mL con agua ultrapura. Finalmente, esterilizar por
filtracion con una membrana de 0.45 pm.

Procedimiento

1. Adicionar aproximadamente 7.5 mL de medio TYI-S-33 suplementado al 10% con NBCS en
un tubo de ensayo 13 x 100 estéril.

2. Adicionar 0.5 mL de cultivo de G. lamblia en confluencia (= 1x10° trofozoitos/mL).

El pase se realiza en condiciones estériles (campana de flujo laminar Bioseguridad II).
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ANEXO 2
Cultivo del hibridoma 5G8.B5

Material

. Incubadora a 37°C.

. Cajas de cultivo estériles.

. Pipetas seroldgicas estériles de 10,5y 1 mL.

. Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

. Sistema de filtracién (Steril aseptic system, millipore, Bradford MA 01730).

. Membranas para filtracion (0.45 pm).

. Campana de flujo laminar (Purifier class Il biosafety cabinet, Delta series, LABCONCO).
Reactivos

D-MEM (GIBCO CAS. 12100-061)

L-arginina-HCI (SIGMA A-5131)

L-asparagina anhidro (SIGMA A-4159)

NaHCO; (SIGMA S-5761)

Piruvato de sodio (Biowhittaker Walkersville, CAS 13-115E)
L-glutamina (Biowhittaker Walkersville, CAS 17-605E)
HEPES (SIGMA H-3784)

Penicilina/estreptomicina (SIGMA P-4333).
2-mercaptoetanol (Merck. 4213005)

Equipo

Bascula digital

Sistema de filtracion (sterile aseptic system, Millipore corporation).
Bomba de vacio.

Pipetas seroldgicas.

Micropipetas.

SN NN NN

Puntas para micropipetas.

Procedimiento
1.- Pesar los reactivos indicados y verterlos en un vaso de precipitado que contenga agua

ultrapura, agitar un poco asegurando que quede bien disuelto.
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Para preparar 1 litro de DMEM:

DMEM... ..o 13379
L-arginina HCI...........o.oooii, 0.116 g
L-asparagina anhidra....................... 0.036 g
NaHCO3. .o 2049
(a)Piruvato de sodio...............coeeee 10.0 mL
(b)L-glutamina...........cocooiiiiiiiiin 7.5 mL

(c)Penicilina/estreptomicina (1000x)......1.0 mL

2.- Los reactivos liquidos (a, b y c) y el polvo DMEM se deben de afiadir dentro de la campana,
utilizando pipetas estériles para evitar contaminacion.

3.- Una vez afiadidos todos los reactivos; el medio se debe esterilizar por medio de filtracion
empleando un filtro Millipore de 0.45 pm.

4.- Ya filtrado el medio, pasarlo a un frasco de vidrio estéril y etiquetarlo con nombre de quién lo
preparé y la fecha.

5.- Colocar pruebas de esterilidad para asegurar que el medio de cultivo no esté contaminado.

6.- Almacenar el medio de cultivo bajo refrigeraciéon a 4°C  hasta su uso.

NOTA: Para preparar el medio D5F o D10F, se debe suplementar el medio DMEM al 5 6 10%,
segun su aplicacion, con suero fetal bovino, previamente inactivado con calor.
Las lineas celulares e hibridomas se mantienen en cajas de cultivo de 25 cm?, bajo condiciones

de 5% de CO,. Cada tres dias realizar un subcultivo a una concentracion de 10,000 células/mL.
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ANEXO 3
Aislamiento y Purificacion de Anticuerpos Monoclonales

Materiales

. Incubadora a 37°C.

. Cajas de cultivo estériles.

. Pipetas seroldgicas estériles de 10,5y 1 mL.

. Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

. Sistema de filtracién (Steril aseptic system, millipore, Bradford MA 01730).

. Filtros de poro 0.45 pum.

. Sefarosa (Proteina A 4B, P-9424).

. Campana de flujo laminar (Purifier class Il biosafety cabinet, Delta series, LABCONCO).
Método

1. Cultivar los hibridomas (40F 6 5G8.B5) en condiciones normales, 37°C en atmdésfera de
5% de CO2.

2. Recolectar 3 litros del sobrenadante, almacenarlo en congelacién hasta su uso.

3. Limpiar con HCI 1 mM una columna Bio-Rad y las mangueras, empacar en la columna la

matriz de sefarosa la cual tiene proteina A.

4, Pasar los 3 litros de sobrenadante por la columna y una vez unidos los anticuerpos a la
proteina A, eluir con 1.5 mL de glicina 0.1 M (pH 2.5) y recolectar en distintas fracciones en
tubos de vidrio de 13 X 100 con 300 L de trizma 1M (pH8).

5. Determinar la cantidad de proteina presente en las fracciones de interés, utilizando un
espectrofotdmetro de UV a 280nm, en una cubeta de cuarzo. Almacenar las fracciones con
mayor concentracion de proteina a -80°C, hasta su uso.

6. Realizar el pase del sobrenadante tres veces.

7. Mezclar, concentrar y dializar las fracciones seleccionadas. Realizar una SDS-PAGE

para observar la pureza de la purificacién.

51



ANEXO 4
Ensayo de Inmunoadsorcion

Soluciones:

PBS 1X, pH 7.2 frio.

TYI-S-33 10% NBCS

AcMo 5G8.B5 a 25 pg/mL

Anticuerpo control de isotipo 40F a 25 pug/mL
Materiales

Placas de fondo plano de seis pozos Corning.
Incubadora de CO,,

Refrigerador o cuarto frio a 4°C.

Método
1. Cubrir una placa de 6 pozos con la solucién de AcMo 5G8.B5 y otra del anticuerpo

control de isotipo 40F (25 pg/mL).

2. Incubar 1 h a 37°C.
3. Retirar el exceso de solucién de anticuerpo y bloquear la placa con PBS-BSA 1% por 1 h
a 37°C.

4, Lavar 5 veces con PBS 1X, pH 7.2 frio.

Agregar 2 X 10° trofozoitos de G. lamblia, previamente incubados a 4°C.
Lavar 5 veces con PBS 1X, pH 7.2 frio.

Adicionar 2 mL de TYI-S-33 al 10% NBCS, e incubar por 10 min a 4°C.

Cosechar las células adheridas y evaluar su expresién por citometria de flujo.

© N O O
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ANEXO 5
Induccidén de giardiasis

Reactivos

1. Solucidn reguladora de fosfatos (PBS) 10 X, pH 7.2
NaH2PO4.....1.9¢g

Na2HPO4.... 12 g

Disolver en 800 mL de agua desionizada, ajusta pH a 7.2 con un Potenciometro (HANNA
Instruments. pH 211). y aforar a 1000 mL con agua desionizada. Para preparar PBS 1X, diluir
1:10 con agua desionizada.

Durante su uso en el proceso de infeccion mantener el PBS a 4°C

Método

1. Someter a los ratones a infectar a 6 0 9 horas de ayuno, con el fin de favorecer la infeccion.

2. Mantener el cultivo de trofozoitos de G. lamblia por 20 minutos en agua-hielo para liberar los

trofozoitos adheridos a la pared del tubo.

3. Lavar los trofozoitos 3 veces en solucién PBS 1X, pH 7.2, usando centrifuga (Thermo IEC
Marathon 3000R, Fisher Scientific) a 1800rpm por 5 min. a 4°C.

4. Para su cuantificacién en el hemacitometro (camara Neubauer) se toma una alicuota de
estos trofozoios y se hace una dilucion 1:20 con PBS 1X y una posterior diluciéon 1:2 con azul de

triptano.

5. Después del ultimo lavado resuspender la pastilla de trofozoitos en PBS 1X y ajustar a 5X106
trofozoitos en 200 pL de PBS 1X.

6. Con ayuda de una jeringa para alimentacion forzada, se inoculan por via oral 200 uL de la

suspension de trofozoitos a temperatura ambiente.

Nota: Mantener trofozoitos de G. lamblia a 4°C durante toda su manipulacién y antes de

inocular.
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ANEXO 6
Obtencién de antigeno soluble de G. lamblia

Reactivos

1. Solucién reguladora de fosfatos 1 X, pH 7.2 (Ver apéndice 2)

2. Inhibidores de proteasas (4-(2-aminoetil)bencenfulfonilfluoruro (AEBSF), bestanina,
pepstatina, A,E-64, leupeptina y 1,10-fenantiolina., SIGMA.)

Método
1. Colocar cultivo de G. lamblia a confluencia (13 tubos 13 x 100), en un bafio de agua-hielo por

15 minutos, lo cual permite que los trofozoitos adheridos al vidrio se despeguen.
2. Juntar los cultivos en tubos falcon de 50 mL.

3. Lavar por 3 ocasiones los tubos de cultivo con 1 mL de PBS vy juntar con los cultivos en los

tubos falcon.

4. Centrifugar (Centrifuga (Maraton 3000r, Fisher Scientific) a 1800 rpm por 10 minutos y

descartar el sobrenadante y juntar las células e n un solo tubo falcon.

5. Lavar los trofozoitos por 2 ocasiones con 10 mL de PBS 1X y resuspender los trofozoitos en

1 mL de PBS 1Xy colocarlos en microtubos de 1.5 mL y adicionar 5 pL de cocktail de proteasas

6. Lisar las células sometiendo el microtubo a congelaciéon (congelador -80°C. Thermo Fisher
Scientific modelo 703) hasta que la suspensibn esté completamente congelada

(aproximadamente 45 minutos).

7. Retirar del congelador y dejar descongelar a temperatura ambiente (aproximadamente 15

minutos).

8. Repetir el paso 6 y 7 por 3 ocasiones y posterior a esto sonicar 30 ciclos por 2 minutos.

Repetir el procedimiento 3 veces.

9. Centrifugar (microcentrifuga. Labnet Spectrafuge 7M) a 14,000 xg por 15 minutos a 4 °C y

colectar el sobrenadante (extracto antigénico).

10. Cuantificar contenido de proteinas totales por medio del método Bradford y guardar el

extracto proteico en congelacién a -30 o C, hasta su uso.
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ANEXO 7
Determinacion de proteina por el micrométodo de Bradford

Reactivos

Reactivo de Bradford (Sigma, B-6916)

Material

o Microtubos cénicos (eppendorf) de 1.5 mL.

. Micropuntas (1 y 100 pL).

. Micropipetas (100-1000 y de 10-100 pL).

. Placas de 96 pozos (fondo plano).

o Lector de microplacas con filtro de 570 nm (Multiskan EX, Thermolabsystem).

Procedimiento

1. Preparar diluciones seriadas a partir de un estandar de albumina (BSA, Biorad, Quick
Start Bradford Protein Assay Kit 1 #500-0201) a una concentracion de 1.4 mg/mL en PBS.
Obtener las siguientes concentraciones; 0.088, 0.177, 0.355 y 0.710 mg/mL.

2. Adicionar 5 pL de la solucién de BSA, de la muestra problema y del control negativo de
PBS en los pozos de la placa por triplicado.

3. Adicionar por pozo 250 pL del reactivo de Bradford, incubar por 15 min a TA y medir la
densidad optica en un lector de microplacas a 570 nm.

4, Graficar la curva estdndar de BSA y obtener la ecuacion, asi como su coeficiente de
correlacion para confirmar la confiabilidad de los datos.

5. Obtener la concentracion de proteina de la muestra problema.
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ANEXO 8
Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(SDS-PAGE)

Reactivos
1. Acrilamida/ Bisacrilamida 30%/8%
Acrilamida.................o..e. 30g

N, N’-metinel-bisacrilamida...0.8g

Mezclar en un volumen de 100 mL de agua desionizada. Filtrar la solucién con un filtro de 0.45
pMm. Almacenar en frasco color ambar a 4°C.

Nota: La acrilamida monomérica es neurotdxica por lo cual se debe usar mascarilla y guantes

durante su preparacion.

2. Trizma base/SDS, pH 6.8 4X (Trizma- base 0.5 M conteniendo SDS | 0.4%)

Trizma base............... 6.05¢

Agua deionizada......... 40 mL

Ajustar el pH a 6.8 con HCI 1 N y aforar a 100 mL. Filtrar con filtro 0.45 uym y adicionar 0.4 g de
SDS. Almacenar a 4 °C.

3. Trizma-base, pH 8.8 4X (Trizma-base 1.5 M, conteniendo 0.4% SDS)

Trizma base............... 91¢g

Agua deionizada......... 300 mL

Ajustar el pH a 8.8 con HCI 1N y aforar a 500 mL con agua ultrapura y pasar esta solucién por

un filtro de 0.45 um y adicionar 2 g de SDS. Almacenar a 4 °C

4. Persulfato de amonio (PSA) al 10%
(NH4)2S08................ 10 pg
Agua ultrapura............ 100 uL

5. TEMED (N, N, N’, N’- Tetrametilendiamina)

6. Gel separador (2 minigeles de 6 X 8 cm y separador de 0.75 mm)
Acrilamida/Bisacrilamida 30 %/8 %..........cccc..cc..... 6 mL



Buffer Tris 4X con SDSpH8.8......ccccvvveeeiiinns 3.75 mL

Agua des-iIoNizada..........ccuveveeeeeiiiiiiieeee e 5.25 mL
Persulfato de amonio (PSA)........ccccociciiveeeennnn. 0.08 mL
TEMED......coi e 0.018 mL

7. Gel concentrador (2 minigeles de 6 X 8 cm y separador de 0.75 mm) Acrilamida/Bisacrilamida

30 %/0.8 %............. 0.65 mL

Buffer Tris-SDS pH 6.8.......ccoovviiiiiiiiiiiiiiis 1.25 mL
AQUa URFAPUIA......eeeeeeiiieeeiiiieeeee e 3.05 mL
Persulfato de amonio...........cccoovvvevvieeeinniinnns 0.07 mL
TEMED. ... 0.01 mL

8. Buffer de corrida 1X, pH 8.3

Glicina................. 72 g
Trizma base......... 15.1¢g
SDS....o 59

Disolver en agua ultrapura y aforar a 1 litro

Para obtener la solucién de trabajo 1X, diluir 1:5 la solucion stock con agua deionizada y ajustar

el pH a 8.3. Almacenar en refrigeracion.

9. Solucién reguladora de muestra (Buffer muestra) 2X.

En un pequefio volumen de agua deionizada disolver a 0.38 g de trizma-base. Ajustar e pH a

6.8 y afiadir los siguientes reactivos en campana ventilada.

SDS.. 19
Glicerol.........c.coveens 5 mL
2-mercaptoetanol........ 2.5 mL

Azul de bromofenol.....0.5 mg

Aforar a 25 mL con agua deionizada y almacenar a -20 °C.

Método

1. Ensamblar los vidrios en el equipo para geles de 0. 75 mm; asegurandose que no haya fuga

de liquido, colocando un poco de alcohol etilico al 70 %. Descartar el alcohol y secar el

remanente.
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2. Adicionar el gel de separacion al 12 % de 0.75 mm de grosor. Mezclar muy bien y colocar el
gel en los vidrios y adicionar unas gotitas de alcohol etilico al 70 % con una pipeta Pasteur,
evitando la formacion de burbujas. 3. Dejar polimerizar por aproximadamente una hora a
temperatura ambiente.

3. Adicionar el gel concentrador al, con pozos de 5 mm de ancho aproximadamente y poner el
peine que formara los pozos inmediatamente después de colocar la solucion del gel separador

entre los vidrios para electroforesis. Dejar polimerizar por una hora a temperatura ambiente.

4. Realizar una dilucion del extracto antigénico soluble de G. lamblia 1:5 con solucién de buffer

muestra 6X en un microtubo. Mezclar muy bien la solucién de antigeno en el vortex.
5. Tomar 8 y L de Marcador Peso Molecular (MPM)

6. Cargar la muestra antigénica y MPM en los pozos respectivos y correr a 100 Voltios

constantes por aproximadamente una hora y media, evitando liberar el frente del gel.
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ANEXO 9
Electrotransferencia e Inmunodeteccién (Western-Blotting)

Método
1. Colocar el gel de poliacrilamida realizado durante la electroforesis, membrana de
nitrocelulosa y dos pads (BIO- RAD) en solucion de transferencia 1X, pH 8.3 por 5 a 15 minutos.

2. Acomodar de la siguiente manera: pad, membrana de nitrocelulosa, gel de poliacrilamida, y
pad, eliminando en cada paso las burbujas que pudieron haberse formado por el buffer pasando

un tubo limpio sobre la capa.

3. Electrotransferir en un sistema semiseco (Semi-Dry Blotting System, modelo IMM-1-A, no. de

serie 11798) por 20 minutos a 120 mili amperes constantes.
4. Almacenar la membrana de nitrocelulosa a -25° C hasta su uso posterior.

5. Tefiir el gel electrotransferido con azul de Coomassie para confirmar la adecuada

transferencia del antigeno.

Inmunodeteccion
1. Bloquear las membranas de nitrocelulosa electrotransferidas con Ag de Giardia, con leche
descremada 5 %- PBS 1X- BSA 1 % por 1 hora.

2. Enjuagar membranas con PBS 1X para quitar el exceso de solucién bloqueadora.

3. Eliminar el exceso de PBS 1X y agregar el primer anticuerpo (suero de ratones infectados).

Dejar incubar por 1 hora en agitacion constante.
4. Enjuagar las tiras suavemente y realizar 5 lavados con PBS 1X, pH 7.2, por 5 minutos.

5. Agregar el segundo anticuerpo (cabra anti-raton anti IgG peroxidasa conjugada) en dilucién
1:7500 con PBS 1X-BSA 0.01 % e incubar durante una hora en agitacion constante.
Posteriormente enjuagar las tiras suavemente y realizar 5 lavados con PBS 1X, pH 7.2, por 5

minutos.

6. Realizar 5 lavados con PBS 1X, pH 7.2 de 5 minutos. Después de quitar el exceso de agua

(NO DEJAR SECAR), y agregar aproximadamente la solucién reveladora: una parte de
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luminol con una parte de perdxido de hidrégeno (Super Signal, best Pico, Chemiluminescent
Substrate, prod no. 34080, Lot No. EB60813, Pierce) a cada una de las tiras y dejar incubar por

10 minutos aproximadamente.

7. Exponer las tiras por 30 segundos a una pelicula y revelar por medio de un proceso de
revelado manual: El proceso de exposicion y revelado se realiza en un cuarto oscuro: * Exponer
la pelicula 10 segundos en solucion reveladora. « Enjuagar en agua por 5 a 10 segundos.
Mantener la pelicula en solucion fijadora por 10 segundos. ¢ Quitar el exceso de solucién

enjuagando la pelicula con agua varias veces. « Dejar secar.
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