
  

UNIVERSIDAD DE SONORA 
DIVISIÓN DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

PROGRAMA DE MAESTRÍA EN CIENCIAS DE LA SALUD  
 

 
 

Caracterización parcial de la respuesta inmune humoral protectora 

inducida por la proteína 5G8 de Giardia lamblia 
 
 
 
 
 

TESIS  
 
 

 
 

Que para obtener el grado de  

 
 

Maestro en Ciencias de la Salud 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Presenta 
  

 
Thania María Garzón Lizárraga 

 
 
 
 

Hermosillo, Sonora                                                                  Enero de 2019 
  



Universidad de Sonora 

 

Repositorio Institucional UNISON 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Excepto si se señala otra cosa, la licencia del ítem se describe como openAccess 



iii 

 

 

 

 

 

 

 

Heinrich Rohrer 

(1933-2013 Suiza) 

Físico y ganador del Premio Nobel de Física 

 

 

 

 

 

  

Science means constantly walking a tightrope between blind faith and 

curiosity; between expertise and creativity; between bias and openness; 

between experience and epiphany; between ambition and passion; and between 

arrogance and conviction - in short, between an old today and a new tomorrow 

 

‘‘

‘‘

Ciencia significa caminar constantemente por la cuerda floja entre la fe ciega y la 

curiosidad; entre la experiencia y la creatividad; entre el sesgo y la apertura; entre 

la experiencia y la epifanía; entre la ambición y la pasión; y entre la arrogancia y 

la convicción, en resumen, entre un viejo hoy y un nuevo mañana 

‘‘ ‘‘
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OBJETIVOS 

 

 

General 

 

Caracterizar la respuesta inmune humoral protectora inducida por la proteína 5G8 de 

Giardia lamblia 

 

Objetivos Específicos 

 

- Evaluar la respuesta inmune humoral hacia la proteína 5G8 en ratones inmunizados 

con lisados celulares de Giardia lamblia.  

- Evaluar el papel protector de la proteína 5G8 de Giardia lamblia mediante 

inmunización activa en ratones de la cepa C3H/HeJ y gerbos (Meriones unguiculatus) 

infectados con Giardia. 

- Identificar y caracterizar epítopes de linfocitos B de la proteína 5G8 mediante análisis 

in silico.   
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RESUMEN 

 

 

Giardia es un parásito protozoario que coloniza la parte superior del intestino delgado, el 

cual ocasiona giardiasis alrededor del mundo. A pesar de ser un padecimiento con altas 

tasas de morbilidad y que alrededor del 75 % de los infectados no presentan síntomas, 

ocasionando que sea una parasitosis subdiagnosticada por el sector de salud, la infección 

no tiene una profilaxis ideal. Los tratamientos empleados contra la giardiasis presentan 

algunas limitantes entre ellas, efectos secundarios en los pacientes y la generación de 

cepas de Giardia resistentes. El desarrollo de nuevas alternativas en el tratamiento contra 

infecciones requiere comprender la interacción hospedero-parásito, tener amplio 

entendimiento de los mecanismos inmunológicos durante la parasitosis y  caracterizar las 

moléculas del parásito involucradas en la activación del sistema inmune. Es por esto que 

el presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la respuesta inmune humoral contra la 

proteína VSP 5G8 de G. lamblia y su posible papel protector durante la infección.  

 Primeramente, se aisló la proteína 5G8 mediante eluciones pasivas de la banda de 

70 kDa de proteínas de membrana de la cepa GS-5G8 (+), así como también mediante 

cromatografía de afinidad con el anticuerpo monoclonal específico para la proteína. Un 

análisis comparativo demostró que la banda de 70 kDa aislada estaba conformada 

mayoritariamente (30-40 %) por la proteína 5G8 y que no había diferencias en el 

reconocimiento por el anticuerpo monoclonal en comparación con la proteína aislada 

mediante cromatografía de afinidad. Por lo tanto, la muestra aislada por eluciones pasivas 

pudo utilizarse en diversos ensayos subsecuentes.  

 Adicionalmente se realizaron análisis de caracterización de la respuesta inmune 

humoral generada por la proteína 5G8, mediante la inmunización intraperitoneal en 

ratones C3H/HeJ con lisados totales de cepas con diferente grado de expresión de la 

proteína 5G8 (GS, GS 5G8 (+) y WB), demostrando que las cepas GS y GS-5G8 (+) 

generan una respuesta inmune diferente, y que los anticuerpos anti-GS-5G8 (+) reconocen 

principalmente la proteína 5G8. También se determinó que los cultivos de trofozoítos de 

la cepa GS-5G8 (+) mostraron procesos de agregación celular e inhibición de su 
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crecimiento in vitro en presencia de anticuerpos monoclonal y policlonales específicos 

para la proteína 5G8. 

 Posteriormente se evaluó si la respuesta inmune inducida por la proteína 5G8 

pudiera tener un papel protector durante la infección por Giardia. Se utilizaron dos 

modelos de infección, el murino y el gerbil, los cuales fueron sometidos a inmunizaciones 

activas con la proteína 5G8 vía oral y posteriormente infectados con trofozoítos GS-5G8 

(+). En ambos modelos se generó una respuesta inmune humoral sistémica (IgG) y local 

(IgA) contra la proteína 5G8, en los gerbos la proteína 5G8 fue administrada sin la 

presencia de adyuvante, estos resultados sugieren el potencial de la VSP para poder 

romper los mecanismos de tolerancia oral. Los gerbos tratados con la proteína 5G8 

tuvieron una disminución en la excreción de quistes, lo cual puede indicar un control de 

la infección. A pesar de tener una recuperación de trofozoítos mayor en el modelo gerbil, 

no existió diferencias estadísticamente significativas en la carga parasitaria entre los 

gerbos tratados con la proteína y los que recibieron tratamientos control. 

 Complementando el trabajo se aplicaron herramientas bioinformáticas para la 

identificación de epítopes lineales de células B de la proteína 5G8, se identificaron 7 

secuencias a ser reconocidas por la respuesta inmune humoral, las cuales se encuentran 

conservadas en otras VSPs de ensambles (genotipos) de G. lamblia diferentes al B, como 

el A y E. 

 En conclusión, los datos generados en el presente trabajo sugieren que la proteína 

5G8 es capaz de activar una respuesta inmune humoral tanto sistémica como local, siendo 

esta última un indicador de que es capaz de romper tolerancia oral, un acontecimiento que 

no se ha abordado en el estudio de las VSPs de G. lamblia. Así como el papel importante 

que tienen los anticuerpos anti-5G8 en los mecanismos efectores implicados en el control 

de la infección por Giardia.  
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Giardia lamblia es un protozoario flagelado que coloniza la parte superior del intestino 

delgado afectando al ser humano y a muchos otros vertebrados, causando giardiasis 

(Heyworth, 2016). La infección puede progresar sin presencia de algún síntoma, sin 

embargo, también se puede tener diversa sintomatología como dolor epigástrico, diarrea, 

náuseas, vómito y mala absorción de nutrientes (Adam, 2001), la severidad de los 

síntomas puede conducir a una rápida pérdida de líquidos y deshidratación, así como 

desnutrición a largo plazo.   

 La giardiasis es una enfermedad global, siendo una de las causas más comunes de 

diarrea en países industrializados, principalmente en vías de desarrollo como México. 

Factores socioeconómicos como la pobreza, la falta de sistemas adecuados de tratamiento 

de agua, y de buenas prácticas higiénicas se han identificado como factores de riesgo 

significativos para la parasitosis (Anuar y col., 2012).  

En la mayoría de los casos, el uso de albendazol, tinidazol y metronidazol como 

tratamiento para la giardiasis puede ser eficaz, sin embargo, se han reportado resistencia 

a fármacos, dosis insuficientes y efectos secundarios (Leitsch, 2015). Los avances en las 

técnicas moleculares han permitido que el diseño de vacunas haya evolucionado en los 

últimos años. Las estrategias para la generación de vacunas requieren el entendimiento 

biológico y estructural del agente infeccioso, así como la relación con el hospedero.  

En Giardia se han descrito y caracterizado diversas moléculas que están 

involucradas en la patogenicidad del parásito y que son capaces de activar el sistema 

inmunológico, tales como proteínas de la pared del quiste, giardinas, proteínas de choque 

térmico y proteínas variables de superficie, siendo estas últimas las que le otorgan al 

parásito variación antigénica. En G. lamblia existe un reportorio aproximado de 200 genes 

para VSPs (Gargantini y col., 2016) y es por esto que es probable que la variación 

antigénica participe en la evasión del sistema inmune determinando el espectro clínico de 

la giardiasis y la capacidad del parásito para reinfectar al hospedero. 
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 Debido a que el epitelio intestinal es el sitio de infección de Giardia, lo 

mecanismos inmunitarios efectores presentes a nivel de la mucosa intestinal juegan un 

papel importante para la eliminación del parásito. También se ha descrito como 

indispensable para el aclaramiento de la infección la participación de la inmunidad 

adaptativa humoral y celular con la producción de inmunoglobulinas del tipo IgA, IgG e 

IgM y células T CD4+ y liberación de citocinas IL-6, TNF-α, IFN-γ e IL-4 (Jimenez y 

col., 2014). Los conocimientos generados con el estudio del parásito Giardia y de las 

respuestas inmunes efectoras del sistema inmune innato y adaptativo, en combinación con 

la implementación de nuevas herramientas bioinformáticas pueden impulsar la 

investigación de medidas profilácticas eficaces.    
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ANTECEDENTES  

 

  

Giardia lamblia 

 

Giardia lamblia es un parásito protozoario flagelado que presenta dos estadios en su ciclo 

de vida. El quiste es la forma de transmisión de la infección vía fecal-oral, tiene una forma 

ovalada, con un diámetro de 7 a 10 µm, posee 4 núcleos y está cubierto por una pared 

compuesta de dos capas, una membranosa interna y una filamentosa externa, las cuales 

proporcionan resistencia a circunstancias ambientalmente hostiles (Adam, 2001).  El otro 

estadio es el trofozoíto, coloniza el intestino delgado, tiene una forma piriforme con una 

longitud aproximada de 12 a 15 µm y una anchura de 5 a 9 µm, posee 4 pares de flagelos 

y un disco ventral que le confiere adherencia, lo cual es esencial para la supervivencia y 

patogénesis del parásito (Luján & Svärd, 2011). 

  El ciclo de vida comienza con la ingestión de quistes de G. lamblia, inicia su 

proceso de desenquistación al pasar por el ambiente ácido del estómago y posteriormente 

por el contenido del intestino delgado proximal, dando como resultado a dos trofozoítos, 

los cuales se adhieren al epitelio intestinal y se dividen mediante fisión binaria, pero 

factores como altos niveles de bilis, bajos niveles de colesterol y pH básico, propician que 

los trofozoítos inicien el enquistamiento en la parte inferior del intestino delgado, 

comenzando así un nuevo ciclo de vida. Los quistes son eliminados en la materia fecal y 

son transmitidos a otro hospedero a través de agua y alimentos contaminados (Ankarklev 

y col,, 2010). 

 

Estudio Evolutivo y Clasificación de Giardia lamblia 

 

El protozoario G. lamblia pertenece al orden Diplomonadida y familia Hexamitidae, y es 

un organismo unicelular eucariótico que comparte características de procariotas 

anaeróbicos, debido a esto y varios análisis genómicos realizados, posicionan a G. lamblia 

como los eucariotas más primitivos existentes (Sun y col., 2010). Giardia carece de varios 

compartimientos eucariotas comunes, como mitocondrias, peroxisomas y un aparato de 
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Golgi (Plutzer y col., 2010), estas características hacen al parásito un modelo de estudio 

no solo a nivel patológico, sino también como fuente de información para explicar líneas 

de evolución temprana de diversos microorganismos.  

Los aislados de Giardia se pueden agrupar bajo criterios morfológicos discernibles 

por microscopía, las cuales han permitido la descripción de especies adicionales del 

género de Giardia, sin embargo, estudios de genómica comparativa ayuda a tener una 

clasificación más específica. 

 En la naturaleza existen diferentes especies del género Giardia que se encuentran 

clasificadas en 8 grupos genéticos o ensambles de la A hasta la H, basados en 

características en el genotipado de diferentes loci, entre ellos β-giardina, triosa fosfato 

isomerasa y glutamato dihidrogenasa (Faria y col., 2017). Los hospederos de Giardia son 

muy diversos (Tabla I modificada) (Heyworth, 2016), los ensamblajes de importancia 

clínica para el ser humano son los A y B (Xiao & Fayer, 2008) y las cepas representativas 

de estos ensambles genéticos son las cepas WB-clona 6 (WB-C6) y GS/M-83-H7, 

respectivamente. Los factores que determinan la virulencia de algún brote de giardiasis no 

se encuentran esclarecidos por completo, sin embargo, existen diferencias de 

patogenicidad y virulencia entre los diferentes grupos genéticos (Haque y col., 2005). 

 

Giardiasis: Aspectos Clínicos 

 

La giardiasis es la parasitosis causada por Giardia lamblia y es una de las enfermedades 

gastrointestinales más comunes alrededor del mundo. La giardiasis ejerce un impacto 

significativo en salud pública principalmente en países en desarrollo, se han reportado 

tasas de infección entre  8 % y 30 %, en países como Asia, África y América del Norte 

(Feng & Xiao, 2011). En México, de acuerdo con la información proporcionada por el 

SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica), se estima que del año 2017 

al 2018 existen alrededor de 20 000 casos. Sin embargo, la giardiasis puede ser una 

parasitosis subdiagnosticada por el poco seguimiento epidemiológico que existe y el 

cuadro asintomático que se puede presentar en esta parasitosis.   
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Tabla I. Ensambles de Giardia lamblia y hospederos correspondientes. 

 

Ensambles Hospederos 

A Humano, perro, gato, ganado, alpaca, ciervo, hurón, cerdo, castor, 

chinchilla, jaguar, caballo, marsupiales, oveja, cabra, buey, primates, 

cetáceos, focas, león marino australiano, alce, reno, pollo, gaviota. 

B Humano, ganado, perro, gacela, venado, caballo, castor, rata almizclera, 

chinchilla, hurón, conejo, marsupiales, cobaya, roca hyrax, primates, 

pollo, oveja, focas, cerdo, león marino australiano, avestruz, delfín, 

marsopa, gaviota. 

C Perro, canguro, ganado, cerdo, cetáceos. 

D Perro, chinchilla, canguro, ganado, cetáceos, zorro. 

E Ganado, oveja, cerdo, alpaca, cabra, caballo, yak, zorro, ciervo, gato. 

F Gato, cetáceos, cerdo. 

G Rata, ratón. 

H Foca gris, gaviota. 
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 Alrededor del 75 % de la población infectada no presenta síntomas, siendo 

portadores del parásito sin un diagnóstico, sin embargo, también se puede presentar 

cuadros clínicos agudos y crónicos con síntomas como diarrea, náuseas, dolor epigástrico, 

vómito, pérdida de peso y mala absorción de nutrientes (Eckmann, 2003). 

 Aunque los síntomas durante la giardiasis pueden aparecer en ausencia de una 

alteración intestinal, los trofozoítos de Giardia al adherirse a la parte superior del intestino 

delgado pueden comprometer la composición y el funcionamiento del epitelio intestinal. 

Se ha comprobado que G. lamblia puede inducir la apoptosis enterocítica, aumentando la 

permeabilidad epitelial (Troeger y col., 2007). Estudios en la patogénesis de la giardiasis 

han establecido que se puede presentar una mala absorción de nutrientes como glucosa, 

lípidos, sodio, y vitamina B12, debido a un acortamiento difuso de las microvellosidades 

del epitelio intestinal (Buret, 2008). 

 Existen diferentes medicamentos utilizados para el tratamiento contra Giardia, 

entre ellos albendazol, tinidazol y metronidazol (Lemée y col., 2000), aunque estas drogas 

son efectivas debido a que sus moléculas blanco son indispensables para el parásito como 

el ADN y proteínas del citoesqueleto, se han reportado cepas de Giardia resistentes 

(Leitsch, 2015), aunado a esto, algunos medicamentos producen diversos efectos 

secundarios tales como cefalea, náuseas, vértigo entre otros (Gardner & Hill, 2001). 

 

Proteínas Inmunogénicas de Giardia lamblia 

 

El estudio y caracterización de las moléculas capaces de estimular la respuesta inmune del 

hospedero nos ayuda a comprender la patogénesis y los factores de virulencia del 

microorganismo, así como proporcionar información para el desarrollo de nuevas medidas 

profilácticas para la infección.  

 En Giardia se han caracterizado diferentes proteínas inmunogénicas. Las proteínas 

de la pared del quiste (CWPs) son indispensables para la supervivencia del parásito fuera 

del hospedero, brindando resistencia, y están implicadas en las vesículas específicas de la 

enquistación encargadas en el transporte de proteínas (Reiner y col., 1989). 
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Las giardinas son otras proteínas estudiadas, se expresan constantemente en el 

parásito, tienen un peso molecular aproximadamente de 30 kDa, las principalmente 

caracterizadas son α1-giardina, α2-giardina y β-giardinas, se encuentran en el 

citoesqueleto del parásito asociadas a los microtúbulos del disco ventral y axóstilo del 

trofozoíto (Faubert, 2000).   

Las α y β tubulinas son proteínas que se han localizado en los flagelos, disco 

ventral, funis y cuerpo medio del parásito, la alta abundancia de estas moléculas en 

Giardia las sitúan como un objetivo para el sistema inmunológico (Torian, y col., 1984). 

Otras proteínas constitutivas en las células y que son expresadas también en 

Giardia son las proteínas de choque térmico (HSPs), las HSP están implicadas en la 

maquinaria del plegamiento de proteínas y ayudan a la célula a sobrevivir a situaciones de 

estrés como aumentos de temperatura en el ambiente y cambios de pH. Los estudios 

realizados han situado a las HSPs de Giardia como inductoras de la respuesta inmune 

celular y humoral (Lee y col., 2014; Lopez-Romero y col., 2017). 

Existe una familia de proteínas que son expresadas en la superficie del trofozoíto 

denominadas proteínas variables de superficie (VSPs), las VSPs han sido ampliamente 

estudiadas debido a que están involucradas en la variación antigénica del parásito. Aunque 

se ha determinado que existe aproximadamente 200 genes para VSPs, sólo se puede 

expresar una VSP por vez en el trofozoíto. Son proteínas escasamente glicosiladas, ricas 

en cisteína, con pesos moleculares documentados de 22,3 kDa hasta 200 kDa 

(Papanastasiou y col., 1997a). El contenido de cisteína es generalmente cerca del 11 al 12 

% comúnmente encontrado en los motivos CXXC, la secuencia del N- terminal es 

variable, pero los 27 aminoácidos del C-terminal (que consiste en una cola hidrofóbica) 

incluyendo la región que atraviesa la membrana citoplasmática son altamente 

conservados, finalizados por una cadena invariable de cinco aminoácidos hidrofílicos 

CRGKA (Nash, 2002). Se ha cuestionado el estudio de proteínas involucradas con la 

variabilidad antigénica de protozoarios como moléculas diana para el desarrollo de 

medidas profilácticas, pero se ha proporcionado evidencia del desarrollo de mecanismos 
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inmunológicos contra las VSPs (Quintero y col., 2013; Serradell y col., 2018), también se 

han involucrado a estas moléculas con la capacidad de infección del trofozoíto en 

diferentes entornos intestinales del hospedero (Adam, 2001). 

El laboratorio de Inmunología y Biología Celular del Departamento de Ciencias 

Químico Biológicas de la Universidad de Sonora se ha dedicado en la caracterización de 

proteínas inmunogénicas de G. lamblia. Se ha determinado que la respuesta inmune 

humoral de tipo IgA e IgG de ratones C3H/HeJ infectados con la cepa GS/M-83-H7 

reconocen a proteínas de aproximadamente 71 kDa (Velazquez y col., 2005), 

adicionalmente, estas proteínas tienen la capacidad de activar linfocitos T in vitro 

(Astiazaran-Garcia y col., 2009). Al generar hibridomas de células B a partir de un modelo 

de infección murino con la cepa GS/M-83-H7, se generó un anticuerpo monoclonal, que 

reconoce a una proteína de 71 kDa. Debido a estos hallazgos se realizaron análisis por 

espectrometría de masas en donde se identificó a la proteína reconocida por el anticuerpo 

monoclonal generado, a la cual se le denominó proteína 5G8.  

Es importante tener un panorama global de las moléculas del parásito que tienen 

un papel importante durante el proceso de infección, esto nos ayuda a comprender los 

mecanismos de patogenicidad del parásito y defensa del hospedero. Aunado a esto, 

Giardia puede ser un modelo de infección que incrementará el conocimiento en los 

estudios de inmunidad en mucosas. 

 

Mecanismos Inmunológicos Efectores Contra G. lamblia 

 

La función del sistema inmune es proteger al organismo de aquello que detecta como no 

propio, para esto se requiere que varios mecanismos trabajen de manera conjunta, cada 

uno de los cuales desempeña una importante función en las defensas del hospedero. Si 

bien el protozoario G. lamblia tiene mecanismos de evasión del sistema inmune, la 

giardiasis se considera una infección autolimitada, lo cual indica que existen mecanismos 

de defensa efectivos en el hospedero contra este parásito (Figura 1, modificada) 

(Velazquez y col., 2018). 
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Respuesta Inmune Innata 

 

Debido a que el sitio de colonización del trofozoíto es el epitelio intestinal, las células que 

lo conforman son la primera línea de defensa. Las células intestinales se producen y 

eliminan constantemente, así que el parásito debe volver a adherirse para evitar ser 

eliminado por la peristalsis (Roxström y col., 2006). Existen mecanismos químicos 

efectores a nivel de mucosas que intervienen en la giardiasis, las especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y el óxido nítrico (NO) tienen actividades citotóxicas e 

inmunomoduladoras durante las infecciones intestinales. Se ha observado que los 

pacientes con giardiasis exhiben niveles elevados de NO (Matowicka y col., 2011) y en 

condiciones in vitro se ha relacionado con efectos inhibitorios sobre el crecimiento y 

proceso de diferenciación de Giardia (Eckmann y col., 2000). El complemento es otro 

mecanismo innato de defensa que tiene un papel importante contra el parásito, una de las 

vías por la que es activado es la vía de las lectinas que se inicia a través de la unión de la 

lectina de unión a manosa (MBL), la cual es capaz de unirse a los trofozoítos causando la 

lisis celular por la acción del complemento (Evans y col., 2010).  

 En los procesos innatos también se ven involucrados diferentes estirpes celulares 

que tienen funciones efectoras en esta etapa. Los macrófagos desempeñan un papel 

fundamental en la detección de microorganismos patógenos, por medio del 

reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP), facilitando 

el proceso fagocítico. En Giardia se ha reportado que los macrófagos de la mucosa son 

capaces de ingerir in vivo trofozoítos (Owen y col., 1981), también se han identificado un 

aumento en la población de macrófagos intestinales, que expresan NOS2 y arginasa-1, 

marcadores para M1 y M2, respectivamente (Maloney y col., 2015). Los mastocitos se 

encuentran en los tejidos mucosos y epiteliales de todo el cuerpo, liberan citocinas que 

regulan las funciones de muchos tipos de células inmunes como, células dendríticas, 

macrófagos, linfocitos T y B, en ratones deficientes en mastocitos infectados con G. 

lamblia no pudieron eliminar la infección, en comparación con los ratones de tipo salvaje 

(Li y col., 2004). 
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 Las células del sistema inmune innato como lo son células M, macrófagos y células 

dendríticas pueden movilizar antígenos de Giardia, proporcionando elementos para 

activar la respuesta inmune adaptativa, sin la necesidad de que el parásito se infiltre en el 

epitelio intestinal.  

 

Respuesta Inmune Adaptativa 

 

El sistema inmunitario adaptativo está conformado por un grupo de células altamente 

especializadas en generar una respuesta específica contra el patógeno. En la infección por 

Giardia, tanto la respuesta inmune humoral y celular juegan un papel importante en la 

eliminación del parásito.  Aunque se ha descrito que una respuesta inmune humoral no es 

estrictamente necesaria en el modelo de infección con Giardia (Singer & Nash, 2000), 

también se ha demostrado que los linfocitos B proporcionan mecanismos efectores contra 

el parásito.  

 En personas que presentan inmunodeficiencia variable común, la cual se 

caracterizan por niveles bajos de anticuerpos, muestran una susceptibilidad a desarrollar 

una giardiasis crónica (Paranjpe y col., 2016). Los anticuerpos anti-Giardia de humanos 

infectados tienen la capacidad de lisar a trofozoítos in vitro, posiblemente mediante la 

activación de la vía clásica del complemento (Deguchi y col., 1987; Hill y col., 1984),  

también se ha estudiado el posible papel protector que pudiera tener la respuesta humoral 

durante la infección, se han detectado anticuerpos en la leche materna que pueden proteger 

a los niños contra la giardiasis en una edad temprana (Tellez y col., 2003). 

 En nuestro grupo de investigación se han realizados estudios de la capacidad 

protectora que tiene el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 (AcMo 5G8.B5) en la infección 

por Giardia. Este anticuerpo fue generado durante la infección con la cepa GS/M-83-H7 

en ratones C3H/HeJ y es dirigido contra la proteína VSP-5G8. En un modelo de infección 

gerbil, los animales se sometieron a un tratamiento oral con el AcMo 5G8.B5 previo y 

posterior a una infección con trofozoítos, los gerbos sometidos al tratamiento con el 

anticuerpo específico para la proteína 5G8 lograron tener una carga parasitaria menor, en 

comparación a los tratados con un anticuerpo control (Valdez, 2015). 
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 Otro tipo de células que están involucradas en la respuesta adaptativa, son los 

linfocitos T, estas células a diferencia de los linfocitos B, necesitan de una célula 

presentadora de antígeno, como las células dendríticas, que presentan fragmentos de 

antígenos en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC), de esta manera la 

célula T es capaz de activarse y efectuar una respuesta rápida y eficiente cuando se 

encuentre con el antígeno específico. Los linfocitos CD8 + y CD4 + participan en el 

proceso de giardiasis, siendo esta última esencial para establecer los mecanismos de 

erradicación del parásito, debido a que ratones deficientes en CD4 + no pueden controlar 

la infección por Giardia (Heyworth y col., 1987). Sin embargo, los linfocitos citotóxicos 

CD8 + se han asociado más con el daño patológico durante la infección, causando cambios 

histológicos después de la infección por Giardia, estudios revelaron que las alteraciones 

de las membranas de enterocitos como pérdida de la superficie del borde del cepillo 

intestinal, y el aumento de la proporción de criptas/vellosidades en la giardiasis están 

mediadas por CD8 + (Scott y col., 2004). Estos hallazgos demuestran que la respuesta 

inmune adaptativa presenta un papel dual en la infección.  
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Figura 1 (Modificada de Velazquez y col., 2018). Respuesta inmune implicada en la 

infección por G. lamblia. El sistema inmune innato desempeña un papel clave en la 

infección. Las barreras físicas, como la mucosa intestinal, el pH del estómago y la 

peristalsis biológica pueden controlar la infección. El reconocimiento de antígenos de 

Giardia está dado por las células dendríticas, los macrófagos y las células M que pueden 

movilizar los antígenos de Giardia a la lámina propia. Los macrófagos activados liberan 

TNF-α, estimulando a los neutrófilos y macrófagos para liberar intermedios reactivos de 

oxígeno (ROIs) y óxido nítrico (NO), que pueden eliminar al parásito. El complejo de 

histocompatibilidad principal clase II (MHC II) está implicado en la presentación de 

antígenos de protozoarios extracelulares. Las células de los linfocitos activos median la 

respuesta inmune a través de los anticuerpos IgA e IgG y las citoquinas de respuesta Th1, 

Th2 y Th17.  
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Inmunidad Activa y su Aplicación en Vacunas 

 

A lo largo de los años, las enfermedades ocasionadas por microorganismos patógenos han 

ido en aumento, ocasionando una tasa de mortalidad elevada. En el 2010, el número de 

muertes fue de 15 millones (Dye, 2014). Por este motivo la investigación en el área de la 

salud se ha centrado en entender la patogénesis de las infecciones por microorganismos y 

aportar conocimiento para el desarrollo de medidas profilácticas. 

 La vacunación ayuda a la prevención, control y erradicación de enfermedades 

humanas y de animales al inducir respuestas inmunológicas. Existen dos tipos de 

proporcionar inmunidad a un organismo. La primera es de manera pasiva, la cual consiste 

en trasferir a un organismo componentes del sistema inmune, como anticuerpos y células 

inmunologícas, que ayudarán a controlar la infección, esta estrategia ha sido utilizada 

como tratamientos contra la difteria, infección respiratorias y virales (Keller & Stiehm, 

2000). La inmunidad activa es la segunda manera de transferir inmunidad y la más 

utilizada en los esquemas de vacunación, se refiere al proceso de exponer al organismo 

con antígenos para generar una respuesta inmune adaptativa, con la ventaja de desarrollar 

una protección a largo plazo. 

 La generación de vacunas contra infecciones parasitarias todavía se encuentra en   

desarrollo, esto debido a la complejidad de los patógenos eucariotas como dianas 

inmunológicas. Para el parásito Giardia se han evaluado diferentes antígenos que generan 

protección para la infección; ratones Balb/c tratados vía oral con la proteína de pared del 

quiste CWP2 tuvieron una disminución en la excreción de quistes de Giardia lamblia 

(Larocque y col., 2003). Otros candidatos descritos se encuentran en la familia de las 

VSPs, en un modelo gerbil tratado con una vacuna basada en VSPs no indujo signos de 

giardiasis, y fue capaz de inducir altos niveles de IL-17, IL-6, IL-4 e IL-5, estimulando la 

producción de IgA intestinal e IgG específicas (Serradell y col., 2018). Los estudios 

existentes de la inducción de una respuesta inmune protectora contra G. lamblia son 

escasos, esta línea de investigación ofrece perspectivas a futuro en la prevención de la 

giardiasis.   
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Herramientas Bioinformáticas 

 

La bioinformática se desarrolló entre la década de 1970 y 1980, debido a la introducción 

de tecnologías automatizadas, desde entonces ha ayudado en la mejora de nuestro 

entendimiento de diversos aspectos involucrados en la biología, genética y epidemiología. 

Lo que hacen las herramientas bioinformáticas es ofrecer soluciones inmediatas en el 

almacenamiento, procesamiento, integración, análisis e interpretación de la información 

biológica.  

 La herramientas bioinformáticas disponibles se pueden dividir en 5 grupos de 

acuerdo a sus aplicaciones: 1) genómica computacional, que consiste en el 

almacenamiento y análisis de ADN, 2) proteómica, 3) perfiles transcripcionales, análisis 

de ARNm, 4) genómica funcional, las cuales ayudan al análisis de la función biológica 

del  gen y 5) modelado molecular, que ayudan a relacionar estructura y funcionalidad de 

una molécula (Zagursky & Russell, 2001). En conjunto estas herramientas han contribuido 

a la economía global ya que impulsan nuevas tecnologías, por ejemplo, el diseño de 

fármacos, generación de medicamentos y vacunas, aumentando el potencial de curar 

enfermedades.  

 

Predicción de Epítopes de Células B  

 

La bioinformática aplicada en inmunología tiene como objetivo principal obtener 

explicaciones de procesos inmunológicos en un modelo de estudio, utilizando enfoques 

computacionales y matemáticos, esto con la finalidad de brindar una mejor comprensión 

de los mecanismos inmunológicos, como lo es el reconocimiento y activación del sistema 

inmune hacia un inmunógeno.  

 La respuesta inmune humoral está mediada por moléculas de anticuerpos que son 

secretadas una vez que los linfocitos B son diferenciados a células plasmáticas. El 

antígeno que se une al receptor de antígeno de células B señaliza a la célula y, al mismo 

tiempo, se internaliza y procesa en péptidos que pueden activar a las células T 

cooperadoras (Janeway, 2004). Los anticuerpos son moléculas que tienen la capacidad de 
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reconocer directamente al inmunógeno en los segmentos llamados epítopes. Los epítopes 

de linfocitos B se dividen en dos categorías, epítopes lineales que son secuencias continuas 

de aminoácidos y los epítopes conformacionales o discontinuos, que su presencia depende 

de la integridad conformacional del antígeno. Los linfocitos B son células puente entre la 

respuesta inmune humoral y celular, y los anticuerpos secretados por estas células poseen 

funciones efectoras, como neutralización, opsonización y activación del complemento 

mediante la vía clásica, conocer las pequeñas secuencias capaces de activar células B da 

bases moleculares y celulares para una mejor caracterización del inmunógeno y la 

respuesta inmune humoral que puede activar.  

 Para la predicción de epítopes de células B se cuenta con diferentes algoritmos, 

entre ellos BepiPred, FBCPred, AAPPred, ABCPred, SVMTrip y LEPS, las bases de datos 

se enfocan en comparar una variedad de propiedades fisicoquímicas de los epítopes, tales 

como antigenicidad, accesibilidad, flexibilidad, hidrofilicidad y exposición a la superficie, 

que se han demostrado que son indispensables para un reconocimiento adecuado por 

inmunoglobulinas (Soria y col., 2015).  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Animales de Experimentación 

 

Se utilizaron ratones de la cepa singénica C3H/HeJ de 6 a 8 semanas de edad 

proporcionados por el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional 

Autónoma de México. Para el ensayo de protección se utilizaron gerbos (Meriones 

unguiculatus) de 14 semanas de edad los cuales fueron adquiridos a través del Centro de 

Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional 

(CINVESTAV). Los animales fueron mantenidos en el Bioterio del Departamento de 

Investigaciones de Posgrado en Alimentación de la Universidad de Sonora (DIPA), con 

fotoperíodos de 12 horas a 25 °C, acceso a agua y alimentación ad libitum, con una dieta 

comercial para roedores (2018S de Teklad global diets 18 % protein Rodent diet 

sterilizable). Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo los términos y condiciones 

de la Norma Oficial Mexicana NOM-033-ZOO-1995, concerniente al sacrificio 

humanitario de los animales domésticos y silvestres. 

 

Cultivo Axénico de G. lamblia 

 

Se utilizaron cultivos axénicos de trofozoítos de la cepa de G. lamblia, WB-clona 6 (WB-

C6) y GS/M-83-H7 del ensamble A y B respectivamente, obtenidos de American Type 

Culture Collection (ATCC), los cuales fueron cultivados en medio TYI-S-33, 

suplementado con 10 % de suero de ternera recién nacida (MICROLAB, LOT. M-8397) 

y 100 μg/mL de ceftriaxona (AMSA, Laboratorios, solución inyectable, 1G/1M/3.5mL) e 

incubados a 37 °C (L-C Incubator, Barnstead, Lab-Line) en condiciones microaerofílicas. 

Adicionalmente, bajo las mismas condiciones, se utilizó la cepa enriquecida en la 

expresión de la proteína 5G8, por la técnica de inmunoadsorción a partir de la clona GS/M-

83-H7, denominada GS-5G8 (+) (Quintero y col., 2013).   
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Evaluación de la Expresión Superficial de la Proteína 5G8 en Trofozoítos de G. 

lamblia por Citometría de Flujo 

 

Para confirmar la expresión de la proteína 5G8 en la superficie de los trofozoítos, se 

utilizaron cultivos confluentes de G. lamblia de la cepa GS-5G8 (+), los cuales se 

desprendieron utilizando agua-hielo por 10 minutos, después se realizó el conteo de los 

trofozoítos ajustando a una cantidad de 5 x 105 células por pozo en una placa de fondo 

cónico. Posteriormente, se llevaron a cabo 2 lavados con solución reguladora de fosfatos 

salinos (PBS) a centrifugaciones de 600 g, 4 °C por 7 minutos. Después, se incubaron los 

trofozoítos con AcMo 5G8.B5 (1 μg/mL) por 1 hora a 4 °C, y en las mismas condiciones 

con el anticuerpo aBDC.2 como control negativo, diluidos en PBS-BSA (álbumina de 

suero bovino) 0.1 %. Al terminar la incubación, se realizaron 2 lavados con PBS 

manteniendo las mismas condiciones de centrifugación mencionadas anteriormente. Los 

trofozoítos se incubaron con el anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a isocianato de 

fluoresceína (FITC) diluido 1:200 con PBS-BSA 0.1 % por 1 hora a 4 °C, en oscuridad. 

Finalmente, las células fueron lavadas 2 veces con PBS y resuspendidas en 200 μL de 

PBS-BSA 0.1% al 0.05 % de NaN3. Posteriormente se fijaron con 200 μL de 

paraformaldehído al 2 % filtrado. El análisis fue realizado por citometría de flujo (Canto 

II FACS, Becton Dickinson, CA, USA). 

 

Obtención del Extracto Proteíco de G. lamblia 

 

Se obtuvieron extractos proteicos solubles de las cepas WB-clona 6 (WB-C6), GS/M-83-

H7 y GS-5G8 (+) de G. lamblia, a partir de cultivos confluentes y axénicos cultivados e 

incubados a 37 °C (L-C Incubator, Barnstead, Lab-Line) en tubos 13 x 100 mm, los cuales 

fueron desprendidos en agua-hielo por 10 minutos. Después, los trofozoítos fueron 

lavados por 2 ocasiones con PBS, pH 7.2, bajo las condiciones de 600 g, 4 °C, por 7 

minutos. Una vez contenidos los trofozoítos en una pastilla, se resuspendieron en 1 mL de 

PBS y se agregaron 5 μL de una solución de inhibidores de proteasas [4-(2-aminoetil) 

fluoruro benceno sulfonilo (AEBSF)] 23 mM, pepstatina A 0.3 mM, E-64 0.3 mM, 

bestatina 2 mM, y EDTA sódico 100 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA), después fueron 
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sometidos a 3 ciclos de congelación y descongelación en un congelador (Thermo Fisher 

Scientific) a -80 °C y temperatura ambiente respetivamente. Acto seguido, las muestras 

se sonicaron (Brandon Sonifier 250, Shelton, CT, USA) por 3 ciclos de 20 segundos, a 

una amplitud de 10 %, manteniendo el recipiente con el lisado de trofozoítos frío durante 

el proceso, debido a que la muestra tiende a calentarse en el proceso. Finalmente, el detrito 

fue removido por centrifugación bajo las condiciones de 10 000 g, a 4 °C por 20 minutos. 

El sobrenadante conteniendo la muestra proteica solubilizada, se cuantificó por el método 

de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y se almacenó a -80 °C hasta su uso (Gottstein 

y col., 1990). 

 

Separación de Proteínas de Membrana de la Cepa GS-5G8 (+) 

 

Se separaron proteínas de membrana de la cepa GS-5G8 (+) (PM-5G8) con la finalidad 

de aislar la proteína 5G8. Primeramente, se realizó una expansión del cultivo de 

trofozoítos en un frasco de 500 mL con tubos de ensaye en su interior, con la finalidad de 

aumentar la superficie de adherencia y tener una mayor cantidad de trofozoítos, cultivados 

con TYI-S-33, suplementado con 10 % de suero de ternera recién nacida (MICROLAB, 

LOT. M-8397) y 100 μg/mL de ceftriaxona (AMSA, Laboratorios, solución inyectable, 

1G/1M/3.5mL) e incubados a 37 °C (L-C Incubator, Barnstead, Lab-Line) en condiciones 

microaerofílicas. Después de 3 días se recuperaron los trofozoítos con ciclos de 

desprendimiento en agua-hielo y centrifugaciones de 600 g, 4 °C, 7 minutos, una vez 

obtenido el botón celular, se realizó el protocolo de separación de proteínas de membrana 

(Papanastasiou y col., 1997b), el cual consistió en  resuspender los trofozoítos en la 

solución de lisis de 20 mM Tris-HCl/150 mM NaCl, pH 7.5 (TBS) con 2 % de Tritón X-

114 e inhibidor de proteasas (Sigma, St. Louis, MO, USA) en un periodo de incubación  

de 20 minutos en hielo. Para remover los componentes del citoesqueleto se centrifugó a 

4000 g, 4 °C durante 5 minutos. El sobrenadante fue recuperado y se le adicionó azul de 

bromofenol 0.001 % para distinguir la fase de detergente en el proceso. Posteriormente se 

sometió a un ciclo de incubación de 10 minutos en hielo y 10 minutos a 37 °C, se 

centrifugó a 2500 g, 25 ° C durante 5 minutos. La fase acuosa (incolora) se separó y siguió 
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en el proceso de extracción de proteínas. Una vez obtenida la fase de detergente (azul), se 

realizaron 2 lavados con TBS-Tritón X-114 al 0.05 %, la muestra se almacenó a -20 °C 

hasta su uso. La concentración de proteína se determinó mediante el método Pierce BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. UU.). Con la finalidad de 

confirmar la presencia de la proteína 5G8 en la muestra aislada, se realizó un 

inmunorreconocimiento mediante Western Blotting con el AcMo 5G8.B5 (Anexo 1). 

 

Aislamiento de la Proteína 5G8 de G. lamblia 

 

Con la finalidad de obtener aislada la proteína 5G8, y realizar los análisis pertinentes para 

la evaluación de la respuesta inmune contra la proteína, se realizaron dos métodos para su 

aislamiento, el primero generando eluciones pasivas a partir de electroforesis SDS-PAGE 

y el segundo mediante cromatografía de afinidad.  

 

Eluciones de la Banda de 70 Kda de Proteínas de Membrana de la Cepa GS-5G8 (+) 

 

Para el aislamiento de la banda de 70 kDa, peso molecular de la proteína 5G8, se 

sometieron las PM-5G8 a electroforesis SDS-PAGE al 12 % bajo condiciones reductoras 

y desnaturalizantes (0.2 % SDS y 0.2 % β-mercaptoetanol) utilizando una cámara de 

electroforesis para minigeles (Mini-PROTEAN® 3 Electrophoresis Cell., Bio-Rad 

Laboratories Inc.). Posteriormente el carril con el marcador de peso molecular y parte del 

carril con muestra (Broad Range, Bio-Rad Laboratories Inc.) se tiñó con azul de 

Coomassie, una vez identificadas el perfil de bandas se seleccionó la banda de 70 kDa, se 

cortó con un bisturí y se trituró colocándola en 1 mL de PBS diluido 1:20. Las eluciones 

se recolectaron durante 4 días centrifugando a 1000 g, 4 °C por 7 minutos. Posteriormente 

se seleccionaron las eluciones positivas, después de ser reconocidas por el AcMo 5G8.B5 

mediante Dot Blotting.  
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Cromatografía de Afinidad de las Proteínas de Membrana de la Cepa GS-5G8 (+) 

 

El aislamiento de la proteína 5G8 fue llevado a cabo por medio de una columna 

cromatográfica de afinidad, en la cual se acopló el AcMo 5G8.B5 a esferas de sefarosa 4B 

(Sigma, Cyanogen Bromide Activated Sepharose 4B) (Anexo 2) y partiendo de las PM-

5G8 se colocaron en un tubo cónico de 15 mL las esferas acopladas junto con 7 mg de 

proteínas de membrana y se incubaron en agitación durante 2 horas a 4 °C. Después fueron 

recuperadas las esferas y se colocaron en la columna cromatográfica. Posteriormente, se 

realizó un lavado con 60 mL de PBS y se procedió a recolectar las fracciones eluidas por 

cambios de pH, utilizando 520 μL de glicina 0.1 M (pH 2.5) y en microtubos conteniendo 

130 μL de Trizma 1 M (pH 8.0) lo cual generó un total de 20 fracciones que fueron 

evaluadas por Dot Blotting (Anexo 3) con la finalidad de conocer aquellas que contenían 

la proteína 5G8.  

 

Perfil Electroforético del Aislamiento de la Proteína 5G8  

 

Con el objetivo de evaluar el aislamiento de la proteína 5G8, se realizó una electroforesis 

SDS-PAGE al 12 % bajo condiciones reductoras y desnaturalizantes (0.2 % SDS y 0.2 % 

β-mercaptoetanol) utilizando una cámara de electroforesis para minigeles (Mini-

PROTEAN® 3 Electrophoresis Cell., Bio-Rad Laboratories Inc.). Se colocó 4 µg del 

lisado total de la cepa GS-5G8 (+), proteína de membranas PM-5G8, banda de 70 kDa y 

la proteína 5G8 purificada por cromatografía, colocando un marcador de peso molecular 

en el carril subsecuente. El patrón electroforético se visualizó mediante una tinción con 

nitrato de plata. 

 

ELISA Competitivo de la Banda de 70 kDa de las Proteínas de Membrana y la 

Proteína 5G8 de G. lamblia 

 

Para conocer si el AcMo 5G8.B5 reconocía de igual manera la proteína 5G8 en los dos 

aislamientos de la proteína, se realizó un ELISA competitivo que consistió en colocar en 

una placa de 96 pozos para absorción de proteínas (CorningTM 96 Well EIA/RIA Easy 
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Wash, NY, USA) 0.20 µg de la banda de 70 kDa (banda-5G8) en cada pozo y se incubó 

toda la noche a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 0.05 % y los sitios libres 

se bloquearon con PBS-BSA 1 % durante una hora. A la par, se colocó en una placa de 96 

pozos para cultivo celular (CorningTM, NY) 0.025 µg  del anticuerpo monoclonal con 

diferentes cantidades de muestras que contenían la proteína 5G8, un lisado total de la cepa 

GS-5G8 (+) y un lisado total de la cepa WB-clona C6 como control negativo de la 

expresión de la proteína (2.5, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.1, 0.05 y 0 µg/50 µL), la banda-5G8 

de proteínas de membrana y la proteína 5G8 aislada mediante cromatografía de afinidad 

(1, 0.75, 0.5, 0.25,0.1, 0.075, 0.05, 0.025, 0.01 y 0 µg/50 µL). La placa para EIA/RIA se 

lavó 5 veces con PBS-Tween 20 0.05 %, y posteriormente se colocó el anticuerpo 

monoclonal incubado con los diferentes antígenos, durante una hora en agitación. Se 

utilizó un segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de ratón acoplado a HRP (1:1000 con 

PBS-BSA 0.1 %) y su sustrato ABTS + H2O2. Después de la incubación de cada 

anticuerpo se realizaron 5 lavados con PBS 1X-Tween 20 0.05 %. Finalmente se midió la 

densidad óptica a los 15 minutos de haberle añadido el sustrato en un lector de microplacas 

a una longitud de onda de 415nm. 

 

Generación de Anticuerpos Policlonales Contra los Extractos Proteicos de G. 

lamblia 

 

Para generar anticuerpos policlonales específicos contra los lisados totales de las cepas 

WB-C6, GS/M-83-H7 y GS-5G8 (+) de G. lamblia, se inmunizaron ratones de la cepa 

C3H/HeJ vía intraperitoneal con 200 µg de cada lisado total de manera independiente en 

una emulsión con 200 µL de PBS y Adyuvante Completo de Freund (ACF) para la primera 

inmunización. Se realizaron 6 refuerzos con intervalos de una semana con la misma 

cantidad de lisado total, pero con Adyuvante Incompleto de Freund (AIF). Antes de cada 

procedimiento de inmunización se recolectaron muestras de suero, mismos que se 

mantuvieron en congelación a -80 °C, hasta su uso posterior. 
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Generación de Anticuerpos Policlonales Específicos Para la Proteína 5G8 

 

Para tener una muestra representativa de la respuesta humoral contra la proteína 5G8 de 

G. lamblia, se generaron anticuerpos policlonales inmunizando ratones de la cepa 

C3H/HeJ con 25 µg de la banda correspondiente en el perfil electroforético a 70 kDa de 

las proteínas de membrana, se procesó, cortándola del gel de poliacrilamida (Anexo 4) y 

formando una emulsión con 200 µL de PBS y Adyuvante Completo de Freund. Se 

realizaron 6 refuerzos con intervalos de una semana entre cada refuerzo, con la banda 

proteica conteniendo 5G8 y Adyuvante Incompleto de Freund (AIF). Antes de cada 

procedimiento de inmunización se recolectaron muestras de suero, mismos que se 

mantuvieron en congelación a -80 °C, hasta su posterior uso. 

 

Evaluación del Reconocimiento de los Anticuerpos Policlonales Contra los Lisados 

Totales de G. lamblia y la Proteína 5G8 

 

El patrón de reconocimiento de los anticuerpos policlonales generados se evaluó mediante 

dos técnicas. Primero, mediante citometría de flujo con la finalidad de ver el 

reconocimiento de los anticuerpos policlonales hacia la superficie de los trofozoítos de las 

diferentes cepas. Segundo, se realizó un inmunorreconocimiento mediane Western 

Blotting para conocer el perfil de bandas reconocidas por los anticuerpos.  

 

Reconocimiento de los Anticuerpos Policlonales Evaluado por Citometría de Flujo 

 

Se realizó una tinción superficial de trofozoítos de G. lamblia, donde se colocaron 5 x 105 

células de las cepas WB-C6, GS/M-83-H7 y GS-5G8 (+) por pozo en una placa de fondo 

cónico. Se llevaron a cabo 2 lavados con PBS centrifugando a 800 g, 4 °C por 5 minutos. 

Después, se incubaron los trofozoítos con los anticuerpos policlonales anti-WB-C6, anti-

GS, anti-GS-5G8 (+) y anti-5G8 a una dilución 1:500 PBS-BSA 0.1 %, por 1 hora a 4 °C. 

Los trofozoítos se incubaron con el anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a isocianato de 

fluoresceína (FITC) diluido 1:200 con PBS-BSA 0.1 % por 1 hora a 4 °C, en oscuridad. 

Finalmente, las células fueron lavadas 2 veces con PBS y resuspendidas en 200 μL de 

PBS-BSA 0.1% al 0.05 % de NaN3. Posteriormente se fijaron con 200 μL de 
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paraformaldehído al 2 % filtrado. El análisis fue realizado por citometría de flujo (Canto 

II FACS, Becton Dickinson, CA, USA).  

 

Reconocimiento de los Anticuerpos Policlonales Evaluado por Western Blotting 

 

Las proteínas de los lisados totales de WB-C6, GS/M-83-H7, GS-5G8 (+) y PM-5G8, 

sometieron a una SDS-PAGE al 12 % en condiciones modificadas (0.2 % SDS y 0.2 % β-

mercaptoetanol), donde se colocaron 15 µg de cada muestra en los geles y fueron transferidas 

a una membrana de nitrocelulosa en un sistema semiseco de electrotransferencia a corriente 

constante (Semi-Dry Tranfer Cell, Trans-Blot SD Cell, BIORAD).  La membrana fue 

bloqueada con una solución de PBS-Leche Svelty 5 % por 1 hora. Enseguida, se realizaron 

lavados con PBS y la membrana de nitrocelulosa se incubó por una hora a temperatura 

ambiente con el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 a 1 µg / mL, anticuerpos policlonales anti-

WB-C6, anti-GS, anti-GS-5G8 (+) y anti-5G8 a una dilución 1:500, el anticuerpo aBDC.2 

a 1 µg / mL y sueros de ratones preinmunes como muestras controles negativos. A 

continuación, se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 20 0.05 %, y la membrana fue 

incubada con anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa de rábano a una dilución 

1:7500 con PBS-BSA 0.01 % (Sigma, St. Louis MO, USA) por una hora. Después de 5 

lavados con PBS-Tween 20 0.05 %, la membrana se colocó en una mezcla 1:1 de luminol 

y peróxido de hidrógeno (Super Signal, West Pico Signal Chemiluminescent, Thermo 

scientific) revelando la señal emitida por la reacción antígeno-anticuerpo en un film de 

rayos X (Fujifilm) por medio del uso de soluciones reveladoras y de fijado (Carestream 

Health, NY, USA).  
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Evaluación de la Capacidad Aglutinante in vitro de los Anticuerpos Contra la 

Proteína 5G8 

 

Para evaluar la actividad de aglutinación de los anticuerpos específicos para 5G8, se 

incubaron 1 x 106 trofozoítos de la cepa GS-5G8 (+) en una placa de 6 pozos de fondo 

plano (CorningTM, NY) con el AcMo 5G8.B5 a 5 µg/mL y los anticuerpos policlonales 

anti-5G8 a diluciones de 1:20 hasta 1:2500 con PBS, el anticuerpo aBDC.2 y el suero 

preinmune se utilizaron como controles negativos, a las mismas condiciones. Los sueros 

de los ratones anti-5G8 y preinmune fueron decoplementados previamente, durante 40 

minutos a 56 °C en baño maría. Después de 30 minutos de incubación a 4 °C en agitación 

suave, los trofozoítos se observaron en un microscopio óptico para visualizar la presencia 

de aglutinación.   

 

Evaluación de la Capacidad Inhibitoria in vitro de Anticuerpos Contra la Proteína 

5G8  

 

Para evaluar si los anticuerpos contra la proteína 5G8 tienen capacidad de inhibir el 

crecimiento in vitro de trofozoítos, se cultivaron 1 x 105/mL trofozoítos de la cepa GS-

5G8 (+) en medio TYI-S-33, suplementado con 10 % de suero de ternera recién nacida 

(MICROLAB, LOT. M-8397) y 100 μg/mL de ceftriaxona (AMSA, Laboratorios, 

solución inyectable, 1G/1M/3.5 mL) en tubos 13 x 100 mm con el AcMo 5G8.B5 a 1 

µg/mL y los anticuerpos policlonales anti-5G8 diluido 1:2500, se utilizaron como 

controles trofozoítos cultivados solo en medio TYI-S-33, con anticuerpo aBDC.2 y con 

suero preinmune, a las mismas condiciones. Se colocaron tres tubos por cada condición. 

Se realizó conteo celular por microscopía óptica utilizando cámara de Neubauer a las 48, 

72 y 96 horas.   
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Evaluación de la Capacidad Inmunoprotectora de la Proteína 5G8  

 

Para analizar si la proteína 5G8 tiene un papel protector en la infección por G. lamblia, se 

realizaron ensayos de inmunización activa utilizando dos modelos de roedores, ratones de 

la cepa C3H/HeJ y gerbos (Meriones unguiculatus).  

Ensayo de Protección en Ratones de la Cepa C3H/HeJ 

 

Se generaron 4 grupos compuestos por 5 ratones cada uno, a los cuales se le administraron 

diferentes tratamientos por vía oral, 4 inoculaciones cada 7 días. El grupo 1 fue tratado 

con PBS. El grupo 2 fue administrado con 5 µg de la subunidad B de la toxina colérica 

por ratón (CTB) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Al grupo 3 se le suministraron 5 µg de 

CTB más 50 µg de BSA por cada ratón. Al grupo 4 se trató con 5 µg de CTB más 50 µg 

de la proteína 5G8 por ratón. Antes del uso in vivo de la proteína 5G8, se sometió a un 

procedimiento de limpieza utilizando Ready PrepTM  2-D Cleanup Kit (Anexo 5). Todos 

los volúmenes se ajustaron a 200 µL por ratón. Antes de cada inmunización se 

recolectaban sueros y heces (Anexo 6, Anexo 7)  para el posterior análisis de la respuesta 

de IgG e IgA respectivamente mediante ELISA indirecto (Anexo 8) y Western Blotting. 

7 días posteriores a la última inmunización cada ratón fue infectado con 5 x 106 trofozoítos 

de la cepa GS-5G8 (+), después de 7 días de la infección los ratones fueron sacrificados y 

se evaluó la carga parasitaria en la sección del duodeno, diseccionando 15 cm del intestino 

delgado, realizando cortes longitudinales, posteriormente se adicionó 2 mL de medio de 

PBS frío para lavar suavemente los cortes de intestino, después, se incubó por 1 hora a 4 

°C en rotación. Por último, el contenido se centrifugó a 600 g, 4 °C por 7 minutos, se 

descartó el sobrenadante y se contaron los trofozoítos encontrados en el precipitado 

utilizando cámara de Neubauer.  
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Ensayo de Protección en Gerbos 

 

Se generaron 3 grupos compuestos por 5 gerbos cada uno, a los cuales se le administraron 

diferentes tratamientos por vía oral, 4 inoculaciones cada 7 días. El grupo 1 fue tratado 

con PBS. El grupo 2 fue administrado con 50 µg de BSA por cada gerbo. El grupo 3 se 

trató con 50 µg de la proteína 5G8 por gerbo, con la previa limpieza para el uso in vivo 

como se mencionó anteriormente. Todos los volúmenes se ajustaron a 200 µL por gerbo. 

7 días posteriores a la última inmunización cada gerbo fue infectado con 1 x 106 

trofozoítos de la cepa GS-5G8 (+), después de 10 días de la infección los gerbos fueron 

sacrificados y se evaluó la carga parasitaria en la sección del duodeno, diseccionando 15 

cm del intestino delgado, realizando cortes longitudinales, posteriormente se adicionó 2 

mL de medio de PBS frío para lavar suavemente los cortes de intestino, después, se incubó 

por 1 hora a 4 °C en rotación. Por último, el contenido se centrifugó a 600 g, 4 °C por 7 

minutos, se descartó el sobrenadante y se contaron los trofozoítos encontrados en el 

precipitado utilizando cámara de Neubauer. También a partir del reto de infección y hasta 

el día del sacrificio se recolectaron heces para la recuperación de quistes de G. lamblia. 

El día del sacrificio se realizó punción cardíaca (Anexo 9) para la obtención del suero y 

evaluación de anticuerpos IgG contra la proteína 5G8.  

 

Ensayo de Proliferación de Esplenocitos de Ratones (Ensayo de Protección) 

Mediante el Método de Reducción de Azul de Tetrazolio (MTT) 

 

Los esplenocitos se obtuvieron a partir de la disección del bazo (Anexo 10) de los ratones 

utilizados en el ensayo de protección. Se incubaron 5 x 105 células con diferentes 

estímulos in vitro por triplicado en placas de 96 pozos para cultivo celular de fondo plano 

(CorningTM, NY), lisado total de WB-C6, y GS-5G8 (+) en concentraciones de 20, 10, 5, 

y 1 μg/mL; proteína 5G8 y como control BSA en concentraciones de 200, 100, 10 y 1 nM. 

Como control positivo se usó fitohemaglutinina-M (PHA) (L8902 Sigma, St. Louis, MO, 

USA). Las células se incubaron a 37 °C con una atmósfera de 5 % de CO2. Después de 

96 horas de cultivo, se agregó a cada pozo 15 μL de la solución de 5 mg/mL de MTT 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) (10 μL por cada 100 μL de cultivo) y se incubaron a 37 °C 
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por 4 horas. Posterior a la incubación, los cristales formados se disolvieron en 150 μL de 

isopropanol ácido y agitación vigorosa. Una vez disueltos los cristales, se midió la 

densidad óptica en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 570 nm y 630 

nm como referencia, esto en menos de una hora después de agregar el isopropanol ácido 

(Mosmann, 1983). 

 

Predicción y Análisis de Homología de Epítopes Lineales de Células B 

 

Se analizó la secuencia de la proteína 5G8 de G. lamblia (Quintero y col., 2017) para 

predecir epítopos lineales de células B. Para la identificación de epítopos de células B, se 

utilizaron diferentes bases de datos como BepiPred, FBCPred, AAPPred, ABCPred, 

SVMTrip y LEPS (Larsen y col., 2006; Saha y col., 2004; Wang y col., 2011; Yao y col., 

2012). Estas bases de datos tienen algoritmos que consideran una variedad de propiedades 

fisicoquímicas como la antigenicidad, accesibilidad, flexibilidad, hidrofilicidad y 

exposición a la superficie. El valor de puntuación indica una medida de estas 

características. Los valores de puntuación más altos indican que un epítope determinado 

tiene características que aumentan la probabilidad de ser reconocidos por los anticuerpos. 

Las tres secuencias con mayor probabilidad fueron sintetizadas en GenScript 

(www.genscript.com) con una pureza mayor al 90 %. Para el análisis de homología, 

primeramente, se realizó un BLAST para proteínas (blastp) y un alineamiento múltiple en 

el servidor T-Coffee e identificando los aminoácidos similares e idénticos mediante 

BoxShade entre la proteína 5G8 y otras VSPs informadas en las bases de datos the Giardia 

protein and genomic data base (GiardiaDB). Se seleccionaron las VSPs con un porcentaje 

de identidad mayor al 40 % y se analizó el grado de conservación de los epítopes lineales 

predichos de la proteína 5G8 en las otras VSPs.   
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Análisis Estadístico 

 

El análisis de los resultados obtenidos se llevó a cabo, según la naturaleza de los datos. 

Para el ensayo de la capacidad inhibitoria de los anticuerpos con la proteína 5G8, se aplicó 

la prueba de ANOVA de dos vías, la cual determina cómo una respuesta se ve afectada 

simultáneamente por dos factores de interés. Para la proliferación por MTT se llevó a cabo 

la ANOVA de Dunnet, la cual consiste en una comparación múltiple de cada media de 

muestras problemas con la media del control. En el caso de evaluar diferencias entre la 

respuesta inmune humoral sistémica generada en los ratones y gerbos del ensayo de 

protección, se aplicó la prueba U de Mann-Whitney. El análisis fue realizado por el 

programa GraphPad Software versión 5.0.  
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RESULTADOS 

 

 

Aislamiento de la Proteína 5G8 Mediante el Enriquecimiento de Proteínas de 

Membrana de la Cepa GS-5G8 (+) 

 

Estudios previos de nuestro grupo de investigación, han reportado la expresión de la 

proteína 5G8 en la superficie de trofozoítos de G. lamblia de la cepa GS/M-83-H7 

(Quintero y col., 2013), se analizó por citometría de flujo el nivel de expresión de la 

proteína 5G8 en cultivos de trofozoítos de G. lamblia 5G8 (+) antes de cada experimento 

realizado con esta cepa. El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 reconoció al ~ 80 % de la 

población analizada (Figura 2C). El anticuerpo control de isotipo aBDC.2 no reconoció a 

esta población celular (Figura 2B). Con la finalidad de aislar la proteína 5G8, se realizó 

un cultivo axénico de la cepa GS-5G8 (+), partiendo de 700 x 106 trofozoítos, se siguió un 

protocolo de aislamiento de proteínas de membrana con Tritón X-114 (Papanastasiou y 

col., 1997b). Se obtuvieron ~ 7 mg de proteínas de membrana las cuales fueron utilizadas 

para el proceso de aislamiento de la proteína 5G8 mediante eluciones pasivas y 

cromatografía de afinidad. Con la finalidad de comprobar el correcto aislamiento de la 

proteína 5G8 se realizó primeramente un gel SDS-PAGE teñido con nitrato de plata 

(Figura 3A) el cual muestra un enriquecimiento de la banda de 70 kDa en las proteínas de 

membrana (Figura 3A, carril 2). La banda que corresponde a la proteína 5G8 representó 

el 30-40 % de las proteínas de membrana aisladas. Asimismo, en la banda-5G8 (elución 

pasiva) y proteína 5G8 (cromatografía de afinidad) (Figura 3A, carril 3 y 4) se puede ver 

solo una banda. Después se comprobó la presencia de la proteína mediante 

inmunorreconocimiento con el anticuerpo 5G8.B5, el cual reconoció la proteína 5G8 en 

todas las muestras (Figura 3B).   



30 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. El 80 % de los trofozoítos de la cepa GS-5G8 (+) expresan la proteína 5G8. 

Análisis de la expresión de la proteína 5G8 en trofozoítos mediante citometría de flujo. 

A) Control sin teñir, B) Anticuerpo monoclonal aBDC.2 (IgG2b) como control de isotipo, 

C) Anticuerpo monoclonal 5G8.B5 (IgG2b).  
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Figura 3. Aislamiento de la proteína 5G8 mediante el enriquecimiento de proteínas de 

membrana de la cepa GS-5G8 (+). A) Perfil electroforético del aislamiento de la proteína 

5G8. Se realizó un gel de poliacrilamida SDS-PAGE teñido con nitrato de plata. Lisado 

total de GS-5G8 (+) (1), PM-5G8 (2), banda-5G8 (3) y proteína 5G8 (4). MPM: marcador 

de peso molecular. B) Inmunorreconocimiento de la proteína 5G8. Se realizó un Western 

y Dot Blotting para las muestras presentadas en A), se utilizó el AcMo 5G8.B5 para el 

reconocimiento de la proteína 5G8, el anticuerpo aBDC.2 como control negativo.  
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Análisís Comparativo del Reconocimiento del AcMo 5G8.B5 Hacia la Proteína 5G8 

en la Banda-5G8 y la Proteína 5G8 

 

Como se mencionó anteriormente, la proteína 5G8 se aisló mediante diferentes procesos. 

Aunque el reconocimiento del AcMo 5G8.B5 hacia la proteína no se vió afectado en los 

procesos de aislamientos con Tritón X-114 y SDS-PAGE (Figura 3B), condiciones que 

pueden llegar a ser desnaturalizantes, se realizó un ELISA competitivo para evaluar dos 

situaciones, la primera  para comprobar que el reconocimiento por el AcMo 5G8.B5 hacia 

la proteína era similar independientemente del método de aislamiento utilizado, eluciones 

pasivas y cromatografía de afinidad. La segunda, debido a que la banda-5G8 proviene de 

un aislamiento de la banda de 70 kDa de las proteínas de membrana de la cepa GS-5G8 

(+), puede contener proteínas de este peso molecular en mayor proporción que 5G8. Es 

por eso que se comparó esta muestra con la proteína 5G8 aislada por cromatografía de 

afinidad, un proceso más selectivo y específico. Se adsorbió en la placa de ELISA banda-

5G8, y en una placa independiente, se colocó a interaccionar el AcMo 5G8.B5 con 

diferentes cantidades de muestras que contenían la proteína 5G8. La banda-5G8 y la 

proteína 5G8 tuvieron un comportamiento similiar, ambas inhibieron el 50 % del 

reconocimiento del anticuerpo con 0.08 µg y 0.09 µg, respectivamente (Figura 4), lo que 

sugiere que la banda-5G8 está conformada en su mayoría por la proteína 5G8. El lisado 

total de GS-5G8 (+) inhibió el 50 % del reconocimiento del anticuerpo con 0.8 µg, 10 

veces más la cantidad que las muestras anteriores, esta diferencia se puede deber al 

enriquecimiento de la proteína con los procesos de aislamiento, o una diferencia en la 

interacción del anticuerpo con la proteína nativa. Debido al resultado obtenido, se utilizó 

la banda-5G8 en los ensayos de inmunización vía oral.  
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Figura 4. La banda-5G8 de 70 kDa está conformada en su mayoría por la proteína 5G8.  

ELISA competitivo de muestras con proteína 5G8, lisado total de GS-5G8 (+), banda-

5G8, y proteína 5G8. El lisado total de WB-C6 se utilizó como control negativo.  
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La Respuesta Inmune Humoral es Dirigida Principalmente Hacia la Proteína 5G8 

en Ratones C3H/HeJ Inmunizados 

 

Para evaluar la respuesta inmune humoral hacia la proteína 5G8, se generaron anticuerpos 

policlonales (anti-WB, anti-GS, anti-GS-5G8 (+) y anti-5G8) a través de la inmunización 

intraperitoneal de ratones de la cepa C3H/HeJ con antígenos con diferencias en la 

expresión de la proteína 5G8. Se realizó un análisis del reconocimiento de la proteína 5G8 

mediante citometría de flujo (Figura 5) e inmunorreconocimiento (Figura 6). 

Primeramente se evaluó la especificidad de los anticuerpos policlonales anti-5G8 

generados, la cual fue comprobada, debido a que los anticuerpos solo reconocieron los 

trofozoítos de la cepa GS-5G8 (+) con un 90.4 % (Figura 5) y reconocieron la banda de 

70 kDa en los carriles 2 y 3 correspondientes al lisado total de GS-5G8 (+) y a las PM-

5G8 (Figura 6, anti-5G8). Posteriormente se evaluó como es la respuesta inmune humoral 

de los anticuerpos policlonales generados anti-GS, anti-GS-5G8 (+) y anti-WB. Los anti-

GS y anti-GS-5G8 (+) reconocen los trofozoítos de la cepa GS y GS-5G8 (+), 

respectivamente (Figura 5), sin embargo, no existe un  reconcimiento cruzados entre 

cepas, lo cual sugiere que la respuesta inmune humoral generadas entre estas dos cepas es 

diferente, a pesar de que la cepa GS-5G8 (+) proviene de la cepa GS. Al analizar el ensayo 

de Western Blotting, se observó que el reconocimiento de los anticuerpos anti-GS-5G8 

(+) va dirigido principalmente hacia la proteína 5G8, debido al reconocimiento de la banda 

de 70 kDa en los carriles 2 y 3 (Figura 6, anti-GS-5G8 (+)). Los trofozoítos de la cepa 

WB-C6 los cuales no expresan 5G8, no fueron reconocidos por estos anticuerpos, sin 

embargo,  existe un reconocimiento cruzado entre los anti-GS y anti-WB para las cepas 

WB-C6 y GS/M-83-H7.   
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Figura 5. Los lisados de las cepas GS/M-83-H7 y GS-5G8 (+) inducen una respuesta inmune humoral diferente. 

Inmunorreconocimiento de los anticuerpos policlonales evaluado mediante citometría de flujo. ST: sin teñir.
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Figura 6. La proteína 5G8 es una de las proteínas principalmente reconocidas por la 

respuesta inmune humoral. Inmunorreconocimiento de los anticuerpos policlonales 

evaluado mediante Western Blotting. Lisado total de GS (1), lisado total de GS-5G8 (+) 

(2), PM-5G8 (3), lisado total de WB-C6 (4).  
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Los Anticuerpos Específicos Para la Proteína 5G8 Aglutinan e Inhiben el 

Crecimiento de Trofozoítos de Giardia lamblia in vitro 

 

Por antecedentes del grupo de investigación y resultados obtenidos en esta tesis, sabemos 

que la proteína 5G8 es capaz de inducir una respuesta inmune humoral, sin embargo no 

se conoce cuales son los  posibles mecanismos efectores contra los trofozoítos de G. 

lamblia. Para evaluar este aspecto se realizaron ensayos in vitro. Primeramente se evaluó 

si los anticuerpos tenían capacidad de aglutinar los trofozoítos, se incubaron  1 x 106 

trofozoítos de la cepa GS-5G8 (+) con los anticuerpos policlonales anti-5G8 y el 

anticuerpo monoclonal AcMo 5G8.B5 en agitación a 4 °C. Después de 30 minutos se 

observaron agregados en los trofozoítos tratados con 5 µg/mL de AcMo 5G8.B5 (Figura 

7D)  y hasta la dilución 1:2500 de los anti-5G8 (Figura 7E). Posteriormente se realizaron 

ensayos de crecimiento in vitro, donde se colocaron 1 x 105/mL trofozoítos de GS-5G8 

(+) en incubación con los anticuerpos específicos hacia la proteína 5G8, y se realizó cuenta 

celular a las 48, 72 y 96 horas posteriores. El cultivo celular de los trofozoítos de GS-5G8 

(+) tratados con 1 µg/mL de AcMo 5G8.B5 y una dilución 1:2500 de anti-5G8 tuvo una 

disminución en su crecimiento a las 72 horas y 96 horas, comparado con los controles, y 

(Figura 8). Los trofozoítos no se agregaron y crecieron en cultivo en los tratamientos 

control, PBS, anticuerpo aBDC.2 y suero preinmune. 

 

La Proteína 5G8 es Capaz de Inducir una Respuesta Inmune Humoral Sistémica y 

Local Mediante Inmunización Oral en un Modelo Murino 

 

Con el objetivo de determinar si la proteína 5G8 de G. lamblia tiene un papel protector en 

la infección por el parásito, se utilizó el modelo murino, debido a que se ha reportado la 

suceptibilidad a la infección por Giardia (Byrd y col.,1994) y por la facilidad en la 

manipulacion del modelo. Se generaron 4 grupos conformados por 5 ratones de la cepa 

C3H/HeJ a los cuales se les administró tratamientos vía oral, con 3 refuerzos.    
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Figura 7. Los anticuerpos específicos para 5G8 aglutinan trofozoítos de Giardia lamblia 

in vitro. Microscopía de trofozoítos GS-5G8 (+) incubados con diferentes tratamientos. 

A) Tratamiento sin anticuerpos (PBS). B) Anticuerpo monoclonal aBDC.2 (control de 

isotipo). C) Suero  preinmune. D) AcMo 5G8.B5. E) Anticuerpos policlonales anti-5G8.  
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Figura 8. Los anticuerpos específicos para 5G8 inhiben el crecimiento in vitro de 

trofozoítos de Giardia lamblia. Conteo de trofozoítos de GS-5G8 (+) incubados con 

diferentes tratamientos a las 48, 72 y 96 horas. * Diferencia estadisticamente significativa 

con respecto a los controles. ns: No diferencia estadísticamente significativa.  
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El grupo 1 fue tratado con PBS, como control. Los tratamientos de los grupos restantes 

incluyeron el adyuvante de mucosas CTB. El grupo 2 fue tratado sólo con CTB. El grupo 

3 fue tratado con la proteína BSA, como control de proteína irrelevante a Giardia y por la 

similitud en peso molecular con la proteina 5G8. El grupo 4 fue tratado con la proteína 

5G8.  Todos los grupos se sometieron a un reto de infección con 5 x 106 de trofozoítos de 

la cepa GS-5G8 (+) y fueron sacrificados a los 7 días posteriores a la infección (Figura 9). 

Primeramente con los sueros y heces recolectados se evaluó la activación de la respuesta 

inmune humoral de tipo IgG e IgA respectivamente mediante Western Blotting. Los 

anticuerpos IgG séricos de los ratones estimulados con la proteína 5G8 reconocieron a la 

banda de 70 kDa (Figura 10 A, carril 2 y 3), evidenciando que la proteína 5G8 tiene la 

capacidad de estimular una respuesta inmune humoral sistémica mediante la 

administración vía oral. Sin embargo también se observa el reconocimiento por la banda 

de 120 y 140 kDa, esto nos habla de la posibilidad de que existan interacciones de la 

proteína 5G8 con otras proteínas o consigo misma. Al evaluar el reconocimiento de los 

anticuerpos IgA, también se reconoció la banda de 70 kDa en el lisado GS-5G8 (+) (Figura 

10 A, carril 2), pero no fue así con la proteína 5G8 (Figura 10 A, carril 3), posiblemente 

por el previo proceso de electroforesis de esta proteína, el cual puede ser desnaturalizante 

(Velazquez y col., 2005). Los ratones de los grupos 1, 2 y 3 no generaron anticuerpos IgG 

e IgA hacia la proteína 5G8 (Anexo 11).   
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Figura 9. Esquema experimental del ensayo de protección con la proteína 5G8. Se 

utilizaron dos modelos de experimentación, ratones de la cepa C3H/HeJ y gerbos. Cada 

grupo conformado por 5 animales. Tratamiento con la proteína 5G8, y tratamientos 

control: PBS, CTB, CTB + BSA en ratones, y PBS, BSA en gerbos.   
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Figura 10. La proteína 5G8 es capaz de inducir una respuesta inmune humoral sistémica 

y local mediante inmunización oral en un modelo murino. Se evaluó la activación de la 

respuesta inmunes humoral hacia la proteína 5G8 mediante Western Blotting. A) 

Detección de anticuerpos IgG séricos. B) Detección de anticuerpos IgA fecales. Lisado 

total de WB-C6 (1), lisado total de GS-5G8 (+) (2), proteína 5G8 (3).  
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La Proteína 5G8 Fue Capaz De Estimular Esplenocitos De Ratones Infectados Con 

G. Lamblia 

 

Cuando un antígeno es capaz de despertar una respuesta inmune, las células implicadas 

en esta respuesta se activan y se induce una proliferación debido al proceso de expansión 

clonal, se basó en este principio para evaluar si los esplenocitos de los ratones del ensayo 

de protección podían ser estimulados in vitro con la proteína 5G8. Una vez llegado el día 

35 de sacrificio, se aislaron esplenocitos de los ratones y fueron incubados in vitro durante 

96 horas en presencia de diferentes concentraciones de lisado total de WB-C6, GS-5G8 

(+), proteína BSA, proteína 5G8 y como control de estimulación se utilizó el mitógeno 

PHA. La proliferación celular se evaluó cuantitativamente mediante el procedimiento 

descrito por Mosmann, en el cual se mide la reducción del compuesto MTT a sales de 

tetrazolio por las células viables (Mosmann, 1983). Los esplenocitos de los grupos de 

ratones bajo los tratamientos de PBS, CTB y CTB + 5G8 tuvieron una estimulación 

estadísticamente significativa con antígenos de G. lamblia, entre ellos la proteína 5G8, 

esto puede ser explicado debido a que todos los ratones estuvieron bajo condiciones de 

infección con trofozoítos GS-5G8 (+) el día 28 (Figura 11). Ensayos previos en nuestro 

equipo de investigación, los esplenocitos de ratones no infectados bajo diferentes 

estímulos in vitro no mostraron proliferación estadísticamente significativa, descartando 

un efecto mitogénico por parte de la proteína 5G8  (Samaniego, 2016).  
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Figura 11. La proteína 5G8 estimula la proliferación de esplenocitos de ratones infectados con G. lamblia a las 96 horas. 

Evaluación cuantitativa de la proliferación de esplenocitos con diferentes estímulos a las 96 horas mediante MTT. SE: sin 

estímulo. * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al SE. 
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Evaluación de la Carga Parasitaria de Trofozoítos de G. lamblia en Ratones 

Inmunizados Vía Oral con la Proteína 5G8 

 

Como se explicó en los resultados anteriores, la proteína 5G8 fue capaz de activar una 

respuesta inmune humoral de tipo sistémica y secretora mediante inmunización vía oral, 

sin embargo para determinar un papel protector, faltaba confirmar si esa respuesta inmune 

activada por la proteína tenía la capacidad de proteger de la infección por G. lamblia. Para 

eso se evaluó la carga parasitaria de los ratones del ensayo de protección en el día 35, los 

ratones de cada grupo fueron sacrificados y se diseccionó la parte superior del intestino 

delgado, realizando cortes longitudinales y realizando lavados con PBS para 

posteriormente recuperar y cuantificar la carga parasitaria. En promedio los trofozoítos 

recuperados en el grupo tratado con la proteína 5G8 al igual que aquellos ratones de los 

grupos controles fue entre 1 x 104 y 2 x 104  (Figura 12), lo cual representa menos del 1% 

con respecto al inoculo inicial que fue de 5 x 106 trofozoítos, estas condiciones 

experimentales nos ofrecen limitaciones para determinar nuestro objetivo del papel 

protector.  

 

La Proteína 5G8 es Capaz de Inducir una Respuesta Inmune Humoral Sistémica 

Vía Oral sin la Presencia de Adyuvante en un Modelo Gerbil 

 

Debido al resultado mencionado anteriormente en el modelo murino, se optó por utilizar 

otro modelo experimental, el gerbo, que también es un roedor susceptible a la infección 

por Giardia (Belosevic y col., 1983). Existen estudios que demuestran que el modelo 

gerbil permite recuperaciones superiores al 1 x 106 de trofozoítos (Serradell y col., 2018; 

Valdez, 2015), esta característica podría brindar experimentalmente condiciones para 

observar diferencias entre tratamientos y poder evaluar un potencial papel protector de la 

proteína 5G8. Se realizó un experimento similar al modelo murino, con ciertas 

modificaciones (Figura 9). Se formaron 3 grupos conformados con 5 gerbos cada uno, los 

cuales recibieron tratamientos vía oral, sin la presencia de algún adyuvante, el grupo 1 fue 

tratado con PBS, como control. El grupo 2 tratado con BSA y el grupo 3 tratado con la 

proteína 5G8 (a cada ratón se le administró 50 µg y se realizaron 4 inmunizaciones). 
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Después de 7 días posterior al último refuerzo, todos los gerbos fueron infectados con 1 x 

106 trofozoítos de la cepa GS-5G8 (+),  y 10 días posteriores a la infección fueron 

sacrificados, para recuperar carga parasitaria y suero mediante punción cardíaca. 

Primeramente, se evaluó si los gerbos desarrollaron una respuesta inmune humoral 

sistémica contra la proteína 5G8, los gerbos que fueron tratados con la proteína 

reconocieron la banda de 70 kDa (Figura 13, carril 2 y 3) y al igual que en el caso de los 

ratones inmunizados con la proteína 5G8, se reconocieron otras bandas con diferentes 

pesos moleculares. Cabe mencionar que los 3 grupos experimentales estuvieron expuestos 

a trofozoítos de G. lamblia durante el proceso de infección, a pesar de esto, los gerbos que 

recibieron tratamientos control (PBS y BSA) no desarrollaron anticuerpos contra la 

proteína 5G8 (Figura 13).  
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Figura 12. Recuperación de trofozoítos de G. lamblia en ratones inmunizados vía oral 

con la proteína 5G8. Al día 35 del ensayo de protección se realizó conteo de los trofozoítos 

recuperados de la parte superior del intestino delgado de los ratones que estuvieron bajo 

diferentes tratamientos oral, PBS, CTB, CTB + BSA y CTB + 5G8. ns: No diferencia 

estadísticamente significativa. Cada viñeta representa un ratón.  
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Figura 13. La proteína 5G8 es capaz de inducir una respuesta inmune humoral sistémica 

mediante inmunización oral en un modelo gerbil. Se evaluó la activación de la respuesta 

inmunes humoral hacia la proteína 5G8 mediante Western Blotting. Se utilizaron los 

sueros obtenidos mediante punción cardíaca de los gerbos del ensayo de protección. 

Lisado total de WB-C6 (1), lisado total de GS-5G8 (+) (2), proteína 5G8 (3).  
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Evaluación de la Carga Parasitaria de Trofozoítos y Quistes de G. lamblia en 

Gerbos Inmunizados Vía Oral con la Proteína 5G8 

 

Observando que en el modelo gerbil, la proteína también fue capaz de inducir una 

respuesta inmune humoral, pero esta vez sin presencia de un adyuvante. Se prosiguió a 

evaluar el papel protector de dicha respuesta inmune mediante el conteo de trofozoítos y 

evaluación de la excresión de quistes. Al igual que con los ratones, los gerbos de cada 

grupo fueron sacrificados y se diseccionó la parte superior del intestino delgado, 

realizando cortes longitudinales y lavados con PBS para posteriormente recuperar y 

cuantificar la carga parasitaria. Durante la fase experimental de infección, se presentaron 

algunos decesos en cada uno de los grupos, quedando una n final en los grupos como se 

mencionan a continuación: 3 en el grupo PBS, 1 en el grupo BSA y 4 en el grupo 5G8 . 

Se realizó la evaluación de la excresión de quistes y se recolectaron heces de cada uno de 

los grupos desde siete días posterior a la infección hasta el día del sacrificio, se observaron 

las heces en fresco y se realizó la técnica de Faust para el aislamiento de quistes. En los 

gerbos del grupo tratado solo con PBS excretaron un mayor número de quistes de G. 

lamblia, 1.18 x 105, en comparación del grupo tratado con la proteína 5G8, en donde se 

recuperaron 0.26 x 105 (Figura 14 A), lo cual sugiere un posible control de la giardiasis 

en este grupo. En el grupo BSA no se encontraron quistes en heces, sin embargo se puede 

deber a la n reducida en este grupo. Otro aspecto evaluado fue la carga parasitaria 

intestinal, en los gerbos se recuperó una mayor cantidad de trofozoítos en comparación al 

ensayo con los ratones, sin embargo no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos control y el grupo tratado con la proteína 5G8 (Figura 14 

B).   
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Figura 14. Evaluación de la carga parasitaria de trofozoítos y quistes de G. lamblia en 

gerbos inmunizados vía oral con la proteína 5G8. A) Recuperación de quistes en heces de 

gerbos. Se analizaron heces desde 7 días posteriores a la infección hasta el día del 

sacrificio. B) Recuperación de trofozopitos en intestinos de gerbos. Al día 38 del ensayo 

de protección se realizó conteo de los trofozoítos recuperados de la parte superior del 

intestino delgado de los gerbos que estuvieron bajo diferentes tratamientos oral, PBS, BSA 

y 5G8. ns: No diferencia estadísticamente significativa. Cada viñeta representa a un gerbo.  
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Los Epítopes de Células B de la Proteína 5G8 se Conservan Entre la Familia de 

VSPs 

 

Conocer los epítopes de una proteína nos ayuda a entender mejor la respuesta inmune 

específica que pueden activar. Con la finalidad de conocer las secuencias que pueden ser 

reconocidas por los receptores B y las inmunoglobulinas, se realizó una predicción in 

silico de epítopes para células B utilizando los siguientes servidores: BepiPred, FBCPred, 

AAPPred, ABCPred, SVMTrip y LEPS con la finalidad de obtener resultados con 

reproducibilidad independientemente de los algoritmos utilizados en cada servidor. Se 

seleccionaron las 7 primeras secuencias con una mayor probabilidad a ser reconocidas por 

la respuesta inmune humoral (Tabla II), el epítope del aminoácido 184 al 201 es también 

seleccionado por el programa SYFPEITHI como epítope de células T (Quintero y col., 

2017).  Adicionalmente, los epítopes de células B fueron ubicados en la secuencia de 

aminoácidos de la proteína 5G8 (Figura 15). Posteriormente se quiso conocer si las 

secuencias de los epítopes predichos se encontraban conservados en otras VSPs, dado que 

es una familia de proteínas con dominios conservados se realizó un análisis de homología 

(blastp) donde se seleccionaron 18 VSP con un porcetaje de identidad con la proteína 5G8 

mayor al 40 % (Tabla III y Anexo 12), dentro de las secuencias de estas VSPs se ubicaron 

los epítopes predichos y se estableció un grado de conservación. Los 7 epítopes de células 

B seleccionados se encuentran conservados en otras VSPs, incluyendo proteínas variables 

de superficie de los ensambles A, B y E (Figura 16).  
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Tabla II. Secuencias de los epítopes lineales de células B de la proteína 5G8 de G. 

lamblia. 

 

 
 

El puntaje que se muestra es un promedio de los puntajes obtenidos en los servidores 

utilizados. 

*Secuencia conservada en la predicción de epítopes de células T por el programa 

SYFPEITHI.  

 

 

 
Secuencia 

Posición 

Comienzo    Final 

Longitud (No. 

de aminoácidos) 
Puntaje 

1 FVLEGSNCVKSDCSTENCKT  226 245 20 0.919 

2 YGDDPTKGTCGEGCTTGTGK  347 366 20 0.919 

3 KDYYTDDTSSEPNGKTCK* 184 201 18 0.911 

4 DSCVACGDENCATCTVGA 130 145 18 0.911 

5 TGPVLCYLVRDSASVNKGGL 555 574 20 0.870 

6 GCAECTNSDSCTTCASGY  472 489 18 0.867 

7 CSQCYTTSEAPVDGVCTAST  43 62 20 0.736 
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Figura 15. Ubicación de epítopes para células B en la secuencia de aminoácidos de la 

proteína 5G8. Número de los epítopes basados en la Tabla III. Epítope No.1 (color 

morado) epítope No. 2 (color azul), epítope No. 3 (color amarillo), epítope No.4 (color 

anaranjado), epítope No.5 (color rojo), epítope No.6 (color gris) y epítope No.7 (color 

verde).  

H2N—MLNKFALVAVILQIARAACTPGTETTNCKDGACNVQIGGETYCSQCYT 

TSEAPVDGVCTAST7DSKCTKQDTQNGTCKSCAANYFLFKGGCYQIGQSPGSL

ICQTASNTDGICQTCKDGYFTVSDATATQDSCVACGDENCATCTVGA4EQQK

CSKCKADGKMYLKKNTGSETGTCVTADECTAAKDYYTDDTSSEPNGKTCK3

ACSAKVENCASCSSEGACQKCASGFVLEGSNCVKSDCSTENCKT1CTNPKAA

NEACTACVTGMFLTPTGQCIDECVTISGYYGTADGKCKKCEAANCVVCGATG

ACDLCADGFYGSSCSKCHESCKNCKGATASDCTACPAGRALIYGDDPTKGTC

GEGCTTGTGK2GACKACDLTIDGTKYCSACDTATEYPQNGVCATPTARASSC

QSQNVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVTAPTGGTCTKSEPGY

NVNSGTLVTCGVGCAECTNSDSCTTCASGY6VKLTSAATCTKCDAGCATCTT

AASTCSTCADGYYLSNSKCIACDKSDGSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLV

RDSASVNKGGL5SSGAIAGISVAVIVVVGGLVGFLCWWFICRGKA—COOH 
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Tabla III. Análisis de homología de la proteína 5G8 con otras proteínas de la familia de 

VSPs. 

  

 Nombre Ensamble Aminoácidos Identidad (%) Cobertura (%) 

1 QR46_3107 B 607 97 100 

2 GSB_155403 B 379 99 97 

3 QR46_2660 B 352 76 94 

4 GSB_153033 B 732 70 87 

5 GSB_154953 B 679 63 100 

6 GSB_152640 B 683 60 94 

7 GSB_153115 B 646 55 100 

8 GSB_153790 B 646 54 100 

9 TSA4 A 713 51 97 

10 GLP15_2640 E 745 48 100 

11 QR46_4433 B 860 47 92 

12 DHA2_150893 A 702 46 100 

13 DHA2_153020 A 608 45 100 

14 WB/9B10-B A 667 43 100 

15 GLP15_2 E 654 43 100 

16 DHA2_151647 A 741 42 100 

17 GL50803_113439 A 727 42 100 

18 GLP15_625 E 682 42 99 

 



55 

 

 

Figura 16. Los epítopes de células B de la proteína 5G8 se encuentran conservados en otras VSPs. BLAST de proteínas VSPs 

con respecto a la proteína 5G8. El grado de conservación se estableció por sistema de cruces, > 90 % (++++), 75-90 % (+++), 

50-75 % (++) y < 50 % (+). Id %: porcentaje de identidad. 

5
5
 

 



56 

 

DISCUSIÓN 

 

 

En el presente trabajo se realizaron diversos análisis, entre ellos ensayos in vitro, in vivo 

y la aplicación de herramientas bioinformáticas con la finalidad de caracterizar la 

respuesta inmune humoral contra la proteína 5G8, así como el posible papel protector que 

pudiera presentar en la infección por G. lamblia.  

 Como se mencionó anteriormente, nuestro grupo de investigación caracterizó a la 

proteína 5G8 como un miembro de la familia de proteínas variable de superficie de G. 

lamblia (Quintero y col., 2017). Estas proteínas presentan diferentes características que 

las hacen un objeto de estudio para comprender ciertos mecanismos patogénicos del 

parásito. Primeramente son expresadas altamente en la superficie del trofozoíto de Giarda, 

como familia de proteínas conservan dominios, encontrados principalmente en el extremo 

carboxi-terminal (Mowatt y col., 1991), pero también presentan secciones diversas 

principalmente en el término amino, que es la parte que se interconecta más directamente 

con el intestino y con las respuestas inmunitarias locales del hospedero (Nash, 2002). Los 

análisis moleculares reportan que se han encontrado aproximadamente 200 genes para 

estas proteínas, y que su expresión esta regulada por un sistema que comprende la 

maquinaria de interferencia de ARN (Prucca y col., 2008), lo cual genera que sola una 

VSP sea expresada en la membrana del trofozoítos por vez, aunque no se conocen los 

mecanismos por los cuales es activado, se ha propuesto que la respuesta inmune, 

principalmente anticuerpos anti-VSP juegan un papel importante en el inicio del recambio 

de una VSP por otra  (Gargantini y col., 2016). 

 En este trabajo se obtuvieron resultados que demuestran que la respuesta inmune 

humoral reconoce a la proteína 5G8, los ratones inmunizados con un lisado total de 

trofozoítos de la cepa GS-5G8 (+) reconocieron a la banda de 70 kDa del lisado de la 

misma cepa, como también en sus proteínas de membrana. En estudios previos, se ha 

observado un reconocimiento hacia esta banda de 70 kDa por anticuerpos IgG e IgA de 

ratones infectados y reinfectados con la cepa GS/M-83-H7  (Velazquez y col., 2005), pero 

sin tener conocimiento previo de que la proteína 5G8 tenía el mismo peso molecular. El 
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emplear el modelo de inmunización con un lisado total de trofozoítos nos permitió evaluar 

la posible activación ante proteínas tanto extracelulares como intracelulares, teniendo una 

mayor exposición de proteínas para el sistema inmunológico, sin embargo, los anticuerpos 

generados reconocieron predominantemente a la proteína 5G8. Al comparar la respuesta 

humoral generada por los lisados de las cepas GS y GS-5G8 (+), pudimos encontrar 

diferencias en el patrón de reconocimiento entre cepas, aunque la cepa GS-5G8 (+) es sólo 

un enriquecimiento de trofozoítos que expresan altamente la proteína 5G8, provenientes 

de la cepa GS, la diferencia en la expresión de esta proteína entre las cepas pudiera generar 

respuestas inmunológicas diferentes. La cepa GS, también pudiera estar expresando otra 

VSP, debido a que se ha reportado que este aislado, prototípico para el ensamble B, puede 

realizar el recambio de VSPs una vez cada 6.5 generaciones más rápido que el ensamble 

A (Nash y col., 1990), sin embargo, se necesita realizar experimentos adicionales para 

confirmar lo mencionado anteriormente. 

El control de la giardiasis por el hospedero requiere mecanismos inmunológicos 

humorales y celulares de la mucosa, como parte de una respuesta equilibrada. Conocemos 

que la proteína 5G8 es una proteína inmunogénica capaz de activar una respuesta inmune 

humoral, sin embargo, se ha cuestionado la relevancia de los anticuerpos en los 

mecanismos efectores para la eliminación de G. lamblia. Ratones deficientes en células B 

infectados con G. lamblia y G. muris pueden eliminar ambas especies (Singer & Nash, 

2000), en contraste se ha demostrado que ratones deficientes en la producción de 

anticuerpos, principalmente de tipo IgA, no logran eliminar G. lamblia y G. muris 

(Langford y col., 2002). Adicionalmente se han realizado estudios in vitro para evaluar el 

papel de anticuerpos monoclonales anti-VSP contra Giardia. Los anticuerpos agregaron 

trofozoítos y fueron citotóxicos independientes del complemento (Nash & Aggarwal, 

1986). Por lo tanto, la respuesta inmune humoral es importante en los mecanismos 

efectores contra el parásito. Por este motivo se realizaron ensayos enfocados en determinar 

posibles efectos que pudieran tener los anticuerpos anti-5G8. Se adicionó a cultivos de 

Giardia de la cepa GS-5G8 (+) el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 y los anticuerpos 

policlonales contra la VSP, se observó que ambos anticuerpos agregaron los trofozoítos y 
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que inhbieron su crecimiento después de 48 horas en cultivo. Se ha reportado que 

anticuerpos dirigidos al término amino son citotóxicos en cultivos in vitro (Luján & Svärd, 

2011). Trabajos adicionales serían necesarios para determinar las secciones que son 

reconocidas por estos anticuerpos y así poder correlacionar los efectos de la respuesta 

inmune humoral con aspectos estructurales de la VSP-5G8.  

Siendo Giardia un parásito intestinal, se esperaría que sólo la inmunidad humoral 

en mucosas interviniera en el control de la infección, como los anticuerpos IgA, sin 

embargo, los anticuerpos anti-5G8 pudieran estar implicados en el control de la giardiasis. 

Aunque los anticuerpos evaluados son de isotipo IgG, se ha identificado que el receptor 

de Fc neonatal (FcRn), es un receptor expresado en muchas especies y es específico para 

que anticuerpos IgG sean transportados activamente a la luz intetinal (Baker y col., 2010), 

este mecanismo es capaz de estimular respuestas específicas de antígeno (Qiao y col., 

2008; Yoshida y col., 2004). Los anticuerpos tienen diversos mecanismos efectores tales 

como neutralizar, opsonizar y activar la vía clásica del complemento. Especifícamente el 

AcMo 5G8.B5 es de subclase IgG2b, los anticuerpos IgG2 al igual que otros isotipos 

tienen la capacidad de unirse a la molécula C1q y comenzar la cascada de señalización 

para la activación del complemento, también es uno de los isotipos que se une más 

fuertemente al FcRn (Vidarsson y col., 2014). 

 Caracterizar los mecanismos inmunológicos hacia un antígeno de Giardia y la 

evaluación del papel protector que pudiera tener esa respuesta inmune en la infección, nos 

ayuda no solo a comprender la interacción hospedero-parásito, sino también a generar una 

línea de investigación enfocada en el desarrollo de medidas profilácticas contra parásitos. 

Por este motivo se aplicó el fundamento de inmunización activa en un modelo de infección 

murino, una de las estrategias ampliamente utilizadas en el desarrollo de vacunas. A 

ciertos ratones C3H/HeJ se les suministró vía oral la proteína 5G8 y a otros la proteína 

BSA, en conjunto con el adyuvante de mucosas CTB en ambos casos, esta molécula ha 

sido utilizada como potenciadora de la respuesta inmune en mucosas en múltiples estudios 

(Kuipers y col., 2016; Larocque y col., 2003; Wu & Russell, 1993), esta subunidad 

pentamérica B de la tóxina colérica se une al monosialotetrahexosil gangliósido (GM1) 
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encontrado en una variedad de células entre ellas células epiteliales del intestino y en 

células presentadoras de antígenos como macrófagos, células dendríticas y células B, 

permitiendo un acceso óptimo al sistema inmunológico (Stratmann, 2015). Sólo los 

ratones inmunizados con la proteína 5G8 desarrollaron una respuesta inmune antígeno 

específica tanto secretora (IgA) como sistémica (IgG). Otro aspecto a mencionar es que 

los esplenocitos aislados de ratones infectados con trofozoítos GS-5G8 (+) mostraron una 

estimulación in vitro a las 96 horas de haber estado en cultivo con antígenos de Giardia y 

la proteína 5G8, evidenciando la capacidad de activación y proliferación de células con 

capacidad de reconocimiento específico hacia antígenos de Giardia. Sin embargo, el 

modelo murino no nos proporcionó las condiones experimentales adecuadas en la carga 

parasitaria, esto con la finalidad de evaluar si la respuesta inmune anti-5G8 tenía la 

capacidad de proteger de la infección por Giardia, debido a que en todos los grupos de 

ratones incluyendo los que estuvieron bajo tratamiento control, se recuperó menos del 1 

% del inoculo inicial de infección. Aunque se ha demostrado que los ratones C3H/HeJ son 

una cepa suceptible a Giardia (Byrd y col., 1994), también se ha evidenciado que ratones 

libres de gérmenes infectados con Giardia no desarrollan patologías intestinales en 

comparación con ratones gnobióticos con microbiota duodenal de pacientes con giardiasis 

y ratones convencionales, lo que sugiere la necesidad de microorganismos intestinales 

para estimular la patología en este modelo (Torres y col., 2000).  

 Otro modelo importante para la giardiasis es el gerbo (Meriones unguiculatus). 

Los gerbos adultos pueden infectarse con diferentes cepas de G. lamblia (Aggarwal & 

Nash, 1987; Belosevic y col., 1983), así como también es un roedor muy suceptible a la 

infección, observando cambios histológicos como inflamación del intestino delgado 

superior, acortamiento de las vellosidades en el duodeno, aumento significativo en el 

tamaño de placas de Peyer e infiltración mononuclear en la mucosa durante la infección 

(Buret y col., 1992; Rivero y col., 2010). Los gerbos utilizados para replicar el ensayo de 

protección fueron estimulados con la proteína 5G8 y también con tratamientos control 

como PBS y proteína BSA, al igual que en los ratones, sólo los gerbos inmunizados 

oralmente con la VSP-5G8 generaron anticuerpos IgG antígeno-específicos. Una variante 
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al ensayo realizado con el modelo murino, fue que en los gerbos las proteínas fueron 

empleadas sin la presencia de un adyuvante, esto nos habla de la capacidad que tiene la 

proteína 5G8 para poder generar una respuesta inmune suministrada vía oral. Sabemos 

que existen mecanismos inmunológicos involucrados en no activar una respuesta inmune 

contra antígeno administrados por vía oral, este proceso se llama tolerancia oral. La 

tolerancia oral es un proceso activo de respuestas inmunes locales y sistémicas (Commins, 

2015) que se encuentra en un constante balance para poder discriminar entre las respuestas 

hacía bacterias comensales, antígenos inocuos y patógenos. Aquí se demuestra la 

capacidad de la proteína 5G8 de romper mecanismos inmunologícos que delimitan si se 

desarrolla tolerancia oral o se da una activación del sistema inmune hacia el antígeno. Esto 

abre un nuevo campo de investigación para el parásito, ningún estudio ha abordado la 

capacidad de las VSPs para romper la tolerancia oral, sólo en una patente se proponen a 

las proteínas VSP como moléculas transporte para el suministro oral de drogas 

(Klatzmann y col., 2016), sin embargo, las VSPs pudieran ser empleadas como adyuvantes 

de mucosa en el estudio de otros patógenos intestinales.  

 El modelo gerbil fue más útil al evaluar carga parasitaria, debido a que las tasas de 

recuperación de trofozoítos estuvieron por arriba del millón, esto concuerda con ciertas 

tasas de recuperación en estos roedores (Serradell y col., 2018; Valdez, 2015). Sin 

embargo, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en los trofozoítos 

recuperados entre el grupo 5G8 y los del tratamiento control. Esto puede deberse a que la 

n final de los grupos fueron menor al inicial, por lo que dicho experimento deberá 

repertirse aumentando la n de cada uno de los grupos, para poder distinguir una posible 

tendencia en el comportamiento de cada uno de los tratamientos empleados. Esto 

contribuirá y apoyará  también al resultado de recuperación de quistes en las heces de los 

gerbos infectados, donde se observó una disminución en la excresión de quistes en los 

gerbos tratados con 5G8, lo cual sugiere un posible control de la giardiasis en este grupo. 

Otro aspecto a considerar es que puede que la respuesta inmune generada por el proceso 

de inmunización activa con la proteína 5G8 no sea suficiente para generar protección. Sin 

embargo, nuestra hipótesis de que la respuesta inmune anti-5G8 es capaz de proteger de 
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la infección, se basa en varios antecedentes, que refuerzan el importante papel de la 

proteína 5G8 en los procesos inmunológicos contra Giardia, tales como la 

inmunogenicidad de la proteína, los análisis de la potencial unión de ciertos epítopes de 

células T con el MHC II, y principalmente del papel protector del AcMo 5G8.B5 

(Quintero y col., 2013; Quintero y col., 2017; Valdez, 2015; Velazquez y col., 2005). 

 Parte de la caraterización de un inmunógeno es conocer cuáles son las secuencias 

responsables de activar el sistema inmune. En este trabajo se emplearon herramientas 

bioinformáticas con la finalidad de identificar principalmente epítopes continuos de 

células B. Utilizamos varias bases de datos que han sido desarrolladas con la finalidad de 

identificar epítopes lineales, las cuales presentan una sensibilidad próxima al 80 % y una 

precisión en la predicción entre el 50 y 65 % (Soria y col., 2015; Yao y col., 2012). Se 

seleccionaron 7 epítopes más probables a ser reconocidos por anticuerpos, los cuales 

tienen una alta cobertura en la secuencia aminoácidica de la proteína 5G8 desde el témino 

carboxilo al amino.  Las VSPs tienen un alto contenido del aminoácido cisteína alrededor 

del 12 % (Nash, 2002), las cisteínas en estas proteínas no son reactivas, probablemente 

debido a la formación de enlaces disulfuro, a lo cual se le puede atribuir la resistencia a 

proteasas, por lo que los epítopes conformacionales juegan un papel importante en estas 

proteínas, sin embargo,  los epítopes lineales son igual de importantes. En el momento de 

que un antígeno es reconocido por una célula presentadora de antígeno, como los 

linfocitos B, este es endocitado y se inicia el procesamiento de la proteína, fragmentándola 

y generando péptidos los cuales pueden unirse al MHC, y sólo algunos complejos MHC-

péptidos son capaces de activar una respuesta inmune celular, por lo tanto, la 

identificación de epítopes lineales de células B, nos brinda información del puente que 

existe entre la respuesta inmune humoral y celular. Un ejemplo de lo mencionado 

anteriormente es que el aminoácido KDYYTDDTSSEPNGKTCK ubicado en la posición 

184-201 es también identificado como un epítope de células T (Quintero y col., 2017). 

 Las VSPs son proteínas que poseen dominios conservados, por lo que fue de 

nuestro interés conocer si las secuencias de la proteína 5G8 identificadas como epítopes 

lineales se encuentran conservadas en otras VSPs. Primeramente se seleccionaron las 
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VSPs que en el análisis de homología dieron un porcetaje de identidad y cobertura mayor 

al 40 % y 80 % respectivamente. Como se ha descrito en la literatura un alineamiento 

múltiple de estas proteínas demostró que los dominios más conservados se encuentran en 

el carboxi-terminal, identificando también los motivos 1 y 2 (Anexo 12) descritos como 

determinantes para que las VSPs sean expresadas en la superficie del trofozoíto (Li y col., 

2013). Cuando se ubicaron las secuencias de epítopes de células B para la proteína 5G8 

en las secuencias de la otras VSPs, se encontró que todos los epítopes tenían un grado de 

conservación, no sólo en VSPs del ensamble B, del cual pertene la cepa GS-5G8 (+) sino 

también en VSPs de otros ensambles como el A y el E.  La conservación de estas 

secuencias nos brinda información de la biología de las VSPs ante el sistema inmune, así 

como en la generación de medidas profilácticas, ya que los epítopes tienen un gran 

potencial para el diseño de vacunas, prevención, diagnóstico y tratamiento de 

enfermedades.  

 Los resultados generados en este trabajo contribuyen en el amplio campo de 

investigación del parásito Giardia, no sólo en aspectos inmunológicos y en la 

caracterización de la respuesta inmune generada contra la proteína 5G8 y su posible papel 

protector, sino también sitúa a Giardia como un modelo de estudio de la inmunidad en 

mucosas. Si bien, se necesitan concretar ciertos estudios y generar otros, en un panorama 

global, se demostró que la respuesta inmune humoral especificamente contra la proteína 

5G8 se ve involucrada en los mecanismos efectores anti-Giardia.  
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CONCLUSIONES 

 
 

• La respuesta inmune humoral desarrollada contra la cepa GS y GS-5G8 (+) es 

diferente, a pesar de que existe una similitud antigénica.  

• La proteína 5G8 es capaz de inducir una respuesta inmune humoral local y 

sistémica mediante un proceso de inmunización vía oral, rompiendo tolerancia 

oral.  

• Los anticuerpos anti-5G8 presentan capacidad de aglutinar e inhibir el crecimiento 

in vitro de trofozoítos.  

• Se identificaron epítopes de células B de la proteína 5G8, los cuales se encuentran 

conservados en otras VSP de los ensambles A, B y E.   
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ANEXOS 

Anexo 1 

Inmunorreconocimiento del AcMo 5G8.B5 Hacia Proteínas de Membrana de la 

Cepa GS-5G8 (+) 

1.1 Electroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones ligeramente desnaturalizantes 

y reductoras (SDS-PAGE)  

 

Reactivos:  

• Acilamida/Bisacrilamida 30%  

Acrilamida……………………..…30 g  

N,N-metilen-bisacrilamida…..…..0.8 g  

Disolver en 60 mL de agua ultra pura y aforar a 100 mL. Filtrar la solución con un filtro 

de 0.45 μm. Almacenar en frasco color ambar a 4°C. Descartar el reactivo después de 30 

días para evitar la hidrólisis a ácido acrílico y amoníaco.  

NOTA: La acrilamida monomérica es neurotóxica por lo cual se debe usar mascarilla y 

guantes durante su preparación.  

 

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

Trizma-base…………………….6.05 g  

Disolver en 40 mL de agua ultra pura y ajustar el pH a 6.8 con HCl 1N, aforar a 100 mL. 

Filtrar con un filtro de 0.45 μm de diámetro de poro y adicionar 0.4 g de SDS. Almacenar 

a 4°C.  

 

• Trizma-base/SDS pH 8.8 4X (Trizma-base 1.5 M conteniendo SDS al 0.4%).  

Trizma-base……….………..…...91 g 

Disolver en 300 mL de agua ultra pura y ajustar el pH a 8.8 con HCl 1N, aforar a 500 mL. 

Filtrar con un filtro de 0.45 μm de diámetro de poro y adicionar 2 g de SDS. Almacenar a 

4°C.  
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• Persulfato de amonio (APS) al 10%  

(NH4)2S2O8…………………..…10 μg  

Agua ultrapura …………………..100 μL  

 

• TEMED (N,N,N,N-Tetrametilen diamina) (Directo)  

 

• Buffer de corrida 1X, pH 8.3  

Glicina………………..…..……..72 g  

Trizma-base……………………..15.1 g  

SDS………………………....……5 g  

Disolver en agua ultrapura y aforar a 1 L. Para obtener la solución de trabajo 1 X diluir 

1:5 la solución stock con agua ultrapura y ajustar el pH a 8.3. Almacenar a 4 °C.  

 

• Gel separador al 12 % (1 minigel de 6 X 8 cm y separador de 0.75 mm)  

Acrilamida/Bisacrilamida 30 %/ 8 %......................2.0 mL  

Buffer Tris-SDS pH 8.8..............................1.25 mL  

Agua ultrapura.........................................................1.75 mL 

Persulfato de amonio (PSA)....................................17 μL 

TEMED...................................................................3.3 μL 

 

• Gel concentrador (1 minigel de 6 X 8 cm y separador de 0.75 mm) 

Acrilamida/Bisacrilamida 30 %/ 0.8 %............. 325 μL  

Buffer Tris-SDS pH 6.8......................................625 μL  

Agua ultrapura....................................................1.52 mL  

Persulfato de amonio..........................................12.5 μL  

TEMED..............................................................2.5 μL 

• Solución reguladora muestra (buffer‖ muestra) 2X. Tris-Cl 0.125 M, SDS 0.05 %, 

glicerol 20 % y 2-mercaptoetanol 0.05 %.  
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En un pequeño volumen de agua ultrapura disolver 0.38 g de Trizma-base. Ajustar pH a 

6.8 y adicionar los siguientes reactivos en campana ventilada:  

SDS…………………………...1 g  

Glicerol……………………….5 mL  

2-Mercaptoetanol………...….2.5 mL  

Azul de bromofenol……….…0.5 mg  

Aforar a 25 mL con agua ultrapura y almacenar en congelación. 

1. Adicionar el gel de separación al 12 % de 0.75 mm de grosor. Mezclar muy bien y 

colocar el gel en los vidrios y adicionar unas gotitas de alcohol etílico al 70 % con una 

pipeta Pasteur, evitando la formación de burbujas.  

2. Dejar polimerizar por aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente.  

3. Adicionar el gel concentrador y poner el peine que formará los pozos inmediatamente 

después de colocar la solución del gel separador entre los vidrios para electroforesis. Dejar 

polimerizar por unos 30 minutos a temperatura ambiente.  

4. Realizar la dilución correspondiente para colocar 15 µL de la muestra a analizar con 

solución de buffer muestra en un microtubo. Mezclar muy bien la solución en el vórtex.  

5. Tomar 10 μ L de Marcador Peso Molecular (MPM) y colocar en un pozo 

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

por aproximadamente una hora y media, evitando liberar el frente del gel. 

1.2 Electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa 

Reactivos: 

• Buffer de transferencia: Bjerrum y Schafer-Nielsen 

Trizma base………………………0.58 g 

Glicina……………………………0.29 g 

SDS………………………………0.04 g 
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Disolver en 70 mL de agua ultrapura, agregar 20 mL de metanol y aforar a 100 mL con 

agua ultrapura. 

NOTA: por cada gel a transferir se recomienda usar 100 mL de buffer de transferencia  

• Rojo de Ponceau 

Ácido acético……………………… 200 µL 

Rojo de Ponceau…………………… 0.1 g 

Aforar a 20 mL de agua ultrapura 

1. Colocar 2 papel filtro secante extra grueso (BIORAD), membrana de nitrocelulosa 

0.45 µm y gel electroforético durante 10 minutos en el buffer de transferencia. 

2. Colocar los componentes mencionados anteriormente en la cámara de transferencia 

Trans-blot SD semi-dry tranfer cell (BIORAD) en el siguiente orden: papel filtro, 

membrana de nitrocelulosa, gel y papel filtro. Cada vez que se coloque un 

componente quitar la posible presencia de burbujas con un tubo de vidrio. 

3. Tranferir a 15 Voltios durante 40 minutos 

4. Colocar la membrana de nitrocelulosa en rojo de Ponceau hasta que se logré ver lo 

tranferido. 

5. Desteñir la membrana con agua, el carril del marcador de peso molecular desteñir con 

ácido acético al 5 %y guardar a -80 °C. 

6. Bloquear la membrana de nitrocelulosa con PBS-Leche 0 % de grasa al 5 % durante 

1 hora, para que esté lista para el ensayo de inmunorreconocimiento. 

1.3 Western Blotting 

Reactivos: 

• Solución de bloqueo (PBS pH 7.2, leche descremada Svelty ® 5 %)  

PBS 1X pH 7.2…………………….. 40 mL  

Leche Svelty ®……………………… .2 g  
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Mezclar en vortex. Usar esta solución recién preparada. 

• PBS-BSA 0.1 %  

PBS 1X pH 7.2……………………….10 mL  

BSA………………………..….....……..0.1 g 

• Solución luminol-H2O2.  

Mezclar un volumen de luminol con un volumen igual de H2O2. 

 

• Solución reveladora Carestream. Para preparar 400 mL:  

Agregar 200 mL de agua destilada y adicionar 87 mL de la solución reveladora GBX, 

mezclar bien. Aforar a 400 mL con agua destilada. 

Almacenar la solución en recipientes ámbar y protegidos de la luz a temperatura 

ambiente.  

• Solución Fijadora Carestream. Para preparar 400 mL:  

 Agregar 200 mL de agua destilada y adicionar 87 mL de la solución reveladora GBX, 

mezclar bien. Aforar a 400 mL con agua destilada. 

Almacenar la solución en recipientes ámbar y protegidos de la luz a temperatura 

ambiente. 

 

1. Adicionar el primer anticuerpo a una concentración de 1 μg/mL (AcMo 5G8.B5 y Ac 

Control de Isotipo aBDC.2, IgG2b) con PBS-BSA 0.1 %.  

2. Incubar en agitación por 1 hora a temperatura ambiente.  

3. Realizar 5 lavados de 5 minutos con PBS 1X-Tween 20 0.05 %.  

6. Adicionar el segundo anticuerpo (cabra anti-ratón α-IgG peroxidasa conjugada, 

Sigma) 1:7500 con PBS-BSA 0.1 %.  

7. Incubar en agitación por 1 hora a temperatura ambiente.  

8. Realizar 5 lavados de 5 minutos con PBS 1X-Tween 20 0.05 %.  
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9. Colocar las tiras de membrana en papel transparente y adicionar la solución 

quimioluminiscente: una parte de luminol más una parte de H2O2. Incubar por 10 

minutos a temperatura ambiente.  

10. Exponer las tiras lo suficiente (1-2 minutos) a una película y revelar manualmente.  

Proceso de revelado manual: El proceso de exposición y revelado se realiza en un cuarto 

oscuro:  

- Exponer la película 10 segundos en la solución reveladora. 

- Enjugar con agua. 

- Exponer la película 10 segundo en la solución fijadora. 

- Enjugar con agua.  
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Anexo 2 

Acoplamiento del AcMo 5G8.B5 a Esferas de Sefarosa 

 

Reactivos: 

NOTA: utilizar todo nuevo 

• Anticuerpo AcMo 5G8.B5 purificado y dializado en PBS 

• Buffer de acoplamiento  

NaHCO3……………………..…0.1M 

NaCl…..……………………….. 0.5 M 

Disolver en 3000 mL de agua ultra pura 33.6 gramos de NaHCO3 y 116.88 gramos de 

NaCl, ajustar el pH a 8.30 con NaOH y aforar a 4000 mL. Almacenar a 4°C.  

 

• HCl 1 mM 

Diluir el reactivo stock que normalmente esta a una concentración 12 N  

 

• Glicina  

Glicina …………………………. 0.2 M 

Disolver 1.501 gramos em 80 mL de agua ultrapura, ajustar el pH a 8.0 y aforar a 100 

mL. 

• Acetato de Na-NaCl 

Acetato de sodio ……………….. 0.1 M 

NaCl ……………………………. 0.5 M 

Disolver 8.203 gramos de acetato de sodio y 29.55 gramos de NaCl en 800 mL de agua 

ultrapura, ajustar el pH a 4.2 con ácido acético y aforar a 1000 mL. 

 

• Esferas de sefarosa activadas con bromuro de cianógeno 

Cyanogen bromide-activated-Sepharose® 4B Sigma C9142 

1. Descongelar el AcMo 5G8.B5. 
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2. Preparar 4.5 L de buffer de acoplamiento (4 L para el dializado y 0.5 L para el 

acoplamiento). 

3. Dializar el AcMo en Buffer de acoplamiento con membrana Spectra/Por® 

durante toda la noche a 4 °C. 

4. Remover el AcMo y medir Densidad óptica y estimar pérdidas generadas por el 

proceso de diálisis. 

5. Pesar 1 gr se esferas de sefarosa por cada 10 mg de AcMo. 

6. Hidratar las esferas con 1.5 mL de HCl 1 mM en un microtubo durante 30 

minutos y lavar en sistema de embudo de vidrio con disco de vidrio sintetizado y 

matraz Kitasato con 200 mL de HCl mM. 

7. Lavar las esferas con 200 mL de buffer de acoplamiento para eliminar residuos y 

checar el pH con una tira reactiva. 

8. Transferir las esferas al tubo cónico con el AcMo. 

9. Incubar el tubo en rotación durante 2 horas a temperatura ambiente. 

10. Recuperar las esferas en el embudo y medir densidad óptica del sobrenadante, 

para determinar el anticuerpo unido y liberado. 

11. Transferir las esferas a un tubo cónico con una espátula y adicionar 45 mL de 

glicina 0.2 M con pH de 8, rotando a temperatura ambiente durante 2 horas. 

12. Lavar las esferas con buffer de acoplamiento y acetato de Na-NaCl. Al menos 5 

lavados con cada uno, alternando los lavados. 

13. Almacenar las esferas con PBS 1X y ázida de sodio 0.02 %.  



80 

 

Anexo 3 

Dot Blotting de las Fracciones de Purificación de la Proteína 5G8  

 

Se utilizan los mismos reactivos que en el anexo 1.3 y se sigue el mismo procedimiento, 

solamente que se colocan 2 µL de cada fracción en la membrana de nitrocelulosa, y se 

bloquea con PBS-Leche 0 % de grasa al 5 % durante 1 hora.  
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Anexo 4 

Procesamiento de la Banda de 70 kDa de Proteínas de Membrana de la Cepa GS-

5G8 (+) 

 

Reactivos: 

Los mismos utilizados para realizar electroforesis 1.1 

• PBS 10 X 

Na2HPO4………………………….. 

NaH2PO4………………………….. 

NaCl………………………………. 85 gr 

Disolver en 800 mL de agua ultra pura, ajustar el pH entre 7.2 y 7.4 y aforar a 1000 mL. 

Para preparar PBS 1X se debe hacer una dilución 1:10 y se utilizará un PBS 1X diluido 

1:20. 

 

1. Realizar una electroforesis de proteínas de membrana de la cepa GS-5G8 (+) en 

geles preparativos. 

2. Una vez terminada la electroforesis, se recogerá el gel de poliacrilamida y se 

cortará solamente el área donde corrió el Marcador de peso molecular, así como 

un poco del carril de la muestra. La sección cortada se teñirá en azul de Coomasie, 

el resto se dejará hidratando con un poco de agua ultrapura. 

3. Una vez identificado el patrón de bandas del marcador de peso molecular 

someterlo a las soluciones desteñidoras. 

4. Alinear la sección cortada y teñida con el resto del gel, identificar la banda de 70 

kDa y cortar en el gel (NO TEÑIDO).  

5. Colocar la sección seleccionada en una jeringa de 3 mL, triturar y colocar en 

microtubos. Por cada gel se generan 2 microtubos con aproximadamente 500 µL 

de volumen de gel. 

6. Adicionar 500 µL de PBS 1X diluido 1:20 al gel triturado, procurando que cubra 

el gel. 
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7. Homogenizar en vortex unos 5 minutos e incubar todo un día a 4 °C. 

8. Homogenizar nuevamente por unos 5 minutos y centrifugar a 1000 g durante 10 

minutos. 

9. Recoger el sobrenadante y etiquetar como Elución 1. Repetir pasos 6, 7 y 8 

nuevamente, así unas 4 veces. 

10. Concentrar las fracciones 20 veces en el concentrador Vacufuge™ Eppendorf™. 

11. Almacenar a -80 °C, o cuantificar proteína previamente a almacenar mediante el 

método BCA. 

Protocolo BCA: Procedimiento de microplaca (rango de trabajo lineal de 2-40 

µg/mL) 

1. Colocar 150 µL de cada muestra estándar o desconocida que se replique en un 

pocillo de microplaca de 96 pozos. 

2. Agregar 150 µl de WR a cada pocillo y mezcle bien la placa en un agitador de placas 

durante 30 segundos (WR= 50 % de reactivo A, 48 % de reactivo B y 2 % de reactivo 

C). 

3. Incubar a 37 ° C durante 2 horas. 

Nota: Limite las incubaciones de la microplaca a menos de o igual a 37 ° C, de lo contrario 

un fondo alto y un color aberrante desarrollo puede resultar. La mayoría de las placas de 

ensayo de poliestireno se deforman, se filtran y se vuelven turbias a 60 ° C. 

4. Enfriar la placa a temperatura ambiente. 

5. Medir la absorbancia en o cerca de 562 nm en un lector de placas. 

6. Restar la lectura de absorbancia promedio de 562 nm de las repeticiones del estándar 

en blanco de la lectura de 562 nm de todas las demás réplicas de muestras individuales 

estándar y desconocidas. 

7. Preparar una curva estándar trazando la lectura promedio de 562 nm corregida en 

blanco para cada estándar BSA en comparación con su concentración en µg/mL. Usar 

la curva estándar para determinar la concentración de proteína de cada muestra 

desconocida.  



83 

 

Anexo 5 

Limpieza de la Proteína 5G8 con Ready PrepTM  2-D Cleanup Kit 

 

Reactivos: 

ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit for IEF, 50 preps 1632130 BIORAD 

 

1. Transferir 1–500 µg de proteína en un volumen final de 100 µl en un tubo de 

microcentrífuga de 1.5 ml. 

Nota: Las cantidades de muestra> 500 µg de proteína pueden reducir la eficiencia de la 

limpieza, lo que lleva a una IEF de baja calidad. 

2. Agregar 300 µl de agente precipitante 1 a la muestra de proteína y mezclar bien 

mediante agitación con vórtex. Incubar en hielo durante 15 min. 

Nota: Al agregar una solución, no toque la muestra de proteínas con la punta de la pipeta. 

La proteína puede precipitarse en la punta causando la pérdida de la muestra. 

      3. Agregar 300 µl de agente precipitante 2 a la mezcla de proteína y agente precipitante 

1. Mezclar bien mediante agitación en vórtex. 

Nota: Al agregar una solución, no toque la muestra de proteínas con la punta de la pipeta. 

La proteína puede precipitarse en la punta causando la pérdida de la muestra. 

      4. Centrifugar el (los) tubo (s) a la velocidad máxima (> 12,000 x g) durante 5 minutos 

para formar un pellet apretado. Retirar el tubo rápidamente una vez que la centrífuga se 

detenga para que el pellet no se disperse. 

     5. Sin alterar el sedimento, retirar y desechar el sobrenadante con una pipeta. 

     6. Colocar el tubo en la centrífuga como antes (es decir, colocar la bisagra y el 

sedimento de proteínas mirando hacia afuera) y centrifugar durante 15–30 segundos para 

recoger cualquier líquido residual en la parte inferior del tubo. Utilizar una pipeta para 

eliminar cuidadosamente el sobrenadante restante. 

     7. Agregar 40 µl de reactivo de lavado 1 encima del pellet. Coloque el tubo en la 

centrífuga como antes y centrifugue a la velocidad máxima (> 12,000 x g) durante 5 min. 

http://www.bio-rad.com/es-mx/sku/1632130-readyprep-2-d-cleanup-kit-for-ief-50-preps?ID=1632130
http://www.bio-rad.com/es-mx/sku/1632130-readyprep-2-d-cleanup-kit-for-ief-50-preps?ID=1632130
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Nota: Puede formarse un precipitado a lo largo de la pared del tubo. En estos casos, vórtice 

y/o solución de lavado de pipeta sobre el pellet varias veces para asegurar que todo el 

pellet esté bien lavado. 

8. Con una pipeta, retire y deseche el lavado. 

9. Agregar 25 µl de agua de grado proteómico ReadyPrep u otra agua ultrapura sobre el 

pellet. Agitar en vórtex el tubo 10–20 seg. Los gránulos de proteínas pueden dispersarse, 

pero no se disuelven en el agua. 

10. Agregar 1 ml de reactivo de lavado 2 (previamente cocinado a -20 ° C durante al 

menos 1 h) y 5 µl de aditivo de lavado 2. Agitar en vórtex el tubo durante 1 min. 

Notas: Los gránulos de proteína no se disuelven en el reactivo de lavado 2. Si el reactivo 

de lavado 2 no está completamente frío, la recuperación cuantitativa puede verse afectada. 

11. Incubar el tubo a -20 ° C durante 30 min. Agitar en vórtex el tubo durante 30 segundos 

cada 10 minutos durante el período de incubación. 

12. Después del período de incubación, centrifugar el tubo a la velocidad máxima durante 

5 minutos para formar un pellet apretado. Retirar y desechar el sobrenadante. Centrifugue 

brevemente el tubo (15–30 seg.) Y retire y deseche cualquier lavado restante. El pellet 

aparecerá blanco en esta etapa. Secar al aire libre el sedimento a temperatura ambiente 

durante no más de 5 minutos (el sedimento lucirá translúcido una vez que esté lo 

suficientemente seco). 

Nota: No secar los pellets. Los gránulos demasiado secos serán difíciles de resuspender. 

Resuspender en PBS y cuantificar.   
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Anexo 6 

Protocolo Para la Recolección de Sueros en Ratones Para la Obtención de IgG 

 

1. A los ratones que estén bajo un experimento determinado, se colocaran en tubos 

cónicos de 50 mL previamente cortados en la tapadera y en la parte final 

proporcionando cavidades para que el ratón pueda respirar y tener la cola en el 

exterior. 

2. La persona que realizará el procedimiento deberá usar guantes únicamente en la mano 

donde sostendrá al ratón, no utilizar guantes en la mano con la que se estimulará la 

salida de sangre. 

3. Una vez en ratón dentro, se frotará la cola para estimular la circulación con 

movimientos suaves, se limpiará la parte inferior de la cola con etanol al 70 %. 

4. Apoyándose en un portaobjetos, cortar unos 5 mm de cola con un bisturí. 

5. Una vez que se observe la gota de sangre se frotará la cola desde la parte superior 

hasta la parte final para estimular el flujo sanguíneo. Recoger la sangre en microtubos. 

Nota: Los movimientos de frotación deben ser suaves para no provocar la hemólisis de la 

muestra. 

6. Por cada ratón se recomienda obtener no más de 300 µL de sangre. Esperar a que la 

muestra coagule y centrifugar a 2500 rpm durante 10 minutos. 

7. Separar la muestra de suero del coágulo y almacenar el suero a -80 °C.  
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Anexo 7 

Protocolo Para la Recolección de Heces en Ratones Para la Obtención de IgA  

 

Reactivos: 

• PBS 1X-BSA 1 % 

• PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) 100 mM disuelto en PBS 1X 

 

1. De acuerdo al esquema de recolección de heces, el día de recolección los ratones 

se colocarán en una caja limpia con aserrín estéril, para que no se confundan las 

heces anteriores, debido a que se necesitan heces frescas para la obtención de IgA. 

2. Previamente se colocarán 495 µL de PBS 1X y 5 µL de PMSF 100 mM en un 

microtubo. 

3. Recolectar las heces frescas e inmediatamente deben caer en el microtubo 

mencionado anteriormente. 

4. Incubar las heces durante 1 día a 4 °C para que se disuelva. 

5. Homogenizar en vortex y centrifugar a 10 000 g durante 20 minutos a 4 °C. 

6. Separar el sobrenadante y almacenarlo a -80 °C. 

7. Inactivar el precipitado con hipoclorito para su posterior desecho.  
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Anexo 8 

ELISA IgG e IgA en Suero y Heces Respectivamente 

 

Reactivos: 

• Solución bloqueadora 

PBS 1X-BSA 1% 

• Solución de carbonatos  

Na2CO3 ……………………… 0.795 g 

NaHCO3………………………1.465 g 

Adicionar agua ultrapura hasta un volumen de 400 mL, ajustar pH a 9.6. Aforar a 500 mL 

con agua desionizada.  

• Solución de citratos 

Ácido cítrico ………………… 3.2 g 

KH2PO4 ……………………… 3.2 g 

Adicionar 200 mL de agua desionizada, ajustar pH a 4.2 con NaOH y aforar a 250 mL 

con agua desionizada. 

Nota: esta solución es para disolver el ABTS a 0.5 mg/mL, preparar los stocks y almacenar 

inmediatamente a -20 °C. 

• Solución reveladora 

ABTS 0.5 mg/mL más H2O2 al 30 %,  relación 1:1 

• Solución de lavado 

PBS 1X-Tween 20 0.05 %  
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8.1 ELISA IgG séricos. 

1. Adsorber a los pozos de la placa de ELISA, 2 μg de antígeno total y 0.2 μg de la 

proteína 5G8 en 50 µL de solución reguladora de carbonatos pH 9.6 por pozo. 

2. Incubar toda la noche a 4oC. 

3. Lavar cada pozo de la placa con PBS 1X-Tween 20 (0.05 %), 5 veces. 

4. Llenar cada pozo con 50 µL de solución bloqueadora (PBS 1X-BSA 1 %), incubar 

una hora a temperatura ambiente y en constante rotación. 

5. Lavar cada pozo de la placa con PBS 1X pH 7.2-Tween 20 (0.05 %), 5 veces. 

6. Adicionar 50 µL del primer anticuerpo (suero de inmunización) 1:50 con PBS-

BSA 0.1 % e incubar una hora a temperatura ambiente y en constante rotación. 

7. Lavar cada pozo de la placa con PBS 1X pH 7.2-Tween 20 (0.05 %), 5 veces. 

8. Adicionar 50 µL del segundo anticuerpo (cabra anti-IgG de ratón conjugado a 

peroxidasa) diluido 1:1000 en PBS-BSA 0.1 %, incubar una hora a temperatura 

ambiente y en constante rotación. 

9. Lavar cada pozo de la placa con PBS 1X pH 7.2-Tween 20 (0.05 %), 5 veces. 

10. Adicionar 50 µL de solución reveladora (ABTS + H2O2 al 30 %). 

11. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente. 

12. Medir la densidad óptica a 415 nm en el lector de microplaca. 

8.2 ELISA IgA fecales 

1. Primeramente se deben cuantificar la IgA total de las muestras de heces, se realizará 

un ELISA sándwich, siguiendo los mismos pasos mencionados anteriormente en 8.1 

con variantes. 

2. Colocar en la placa de ELISA 50 ng de anti-IgA de ratón (Biolegend 407001) en 

cada pozo en solución de carbonatos. 

3. Realizar los pasos 2, 3, 4 y 5 del 8.1. 
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4. Unos pozos serán para la curva de IgA, colocar cantidades de IgA (Sigma M1421) 

de 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156 y 0 ng. En otros pozos colocar las muestras de 

heces. Se recomienda colocar las muestras fecales en diluciones superiores a 1:500. 

5. Incubar una hora a temperatura ambiente y en constante rotación. 

6. Realizar 5 lavados. 

7. Colocar el anticuerpo secundario (cabra anti-IgA de ratón conjugado a peroxidasa) 

(abcam ab97235) a una dilución 1:7500 diluido con PBS-BSA 0.1 %. 

8. Repetir el resto de los pasos mostrados en 8.1. 

9. Una vez cuantificada la IgA total, ajustar de acuerdo a cada muestra y realizar un 

ELISA indirecto como se menciona en 8.1 pero en el paso 6 colocar 200 ng de IgA 

fecales y utilizando el anticuerpo secundario anti-IgA 1:7500.  
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Anexo 9 

Protocolo Para la Obtención de Suero Mediante Punción Cardíaca en Gerbos 

 

Reactivos: 

• Pentobarbital sódico (anestésico). 

1. Pesar al gerbo, e inocular vía intraperitoneal la dosis del anestésico de acuerdo a 

su peso (70 µL por cada 100 gr de peso). 

2. Esperar hasta que el roedor no tenga signos de reflejos y dolor. Pero que continué 

con vida. 

3. Proceder a abrir al gerbo, hasta llegar a la cavidad torácica, romper con cuidado la 

membrana pleuralpericárdica, y situar el corazón. 

Nota: Una vez comprometida la cavidad, se tiene no más de 1 minutos para realizar la 

punción. 

4. Puncionar el corazón con una jeringa de 3 mL con aguja 21 G, con una inclinación 

de 45 ° grados de manera horizontal de abajo hacia arriba.  

5. Recoger la sangre desplazando el émbolo de la jeringa. 

6. Colocar la sangre recolectada en microtubos antes de que comience el proceso de 

coagulación. Separar el suero como se menciona en el anexo 6.  
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Anexo 10 

Aislamiento de Esplenocitos de Ratones 

Reactivos 

• ACK 

NH4Cl ……………………… 4.02 g 

KHCO3 ………………………0.50 g 

Na2EDTA……………………. 18.6 mg 

Adicionar agua ultrapura hasta un volumen de 400 mL, ajustar pH entre 7.2 y 7.4. Aforar 

a 500 mL con agua desionizada. 

NOTA: previamente realizar una prueba de lisis con sangre humana para comprobar el 

funcionamiento correcto del buffer. 

• DMEM-10 % de suero fetal bovino (D10F) 

• PBS 

 

1. Los ratones infectados y el grupo control se sacrifican mediante dislocación cervical,  

2. Se realiza una incisión longitudinal en el área peritoneal para exponer los órganos y 

se remover el bazo, el cual se coloca en una placa de Petri estéril con medio D10F frio.  

3. Con la base de una jeringa se disgrega el tejido y se filtra por medio de una malla de 

nailon  

4. Se centrifuga a 650 x g durante 7 minutos a 4 °C  

5. Posteriormente el sobrenadante se descarta y el botón celular se resuspende en 500 µL 

de D10F.  

6. Se adiciona 5 mL por bazo de solución de lisis de eritrocitos (ACK) y se deja 

reaccionar por 2 minutos agitando suavemente, una vez terminado el tiempo se 

adiciona 25 mL de DMEM frio y se realiza dos lavados a las mismas condiciones. de 

centrifugaciones y filtrado. 

7. Contar esplenocitos en cámara de Neubauer utilizando azul de tripano.  
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Anexo 11 

ELISA IgG Séricos de los Ratones y Gerbos del Ensayo de Inmunización Activa 

 

Ratones 

 

 

Gerbos 
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Anexo 12 

Análisis de Homología de VSPs 

 

 

  

VSP-5G8           1 ----------------------------------------------------------------MLN-------------K----------------------------- 

QR46_3107         1 ----------------------------------------------------------------MLN-------------K----------------------------- 

GSB_155403        1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

QR46_2660         1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

GSB_153033        1 ----------------------------------------------------------------VLG-------------D----------------------------- 

GSB_154953        1 VIGGLYRPLRFLERHAAGALALRKQIQRPSVQRGIMCQFTSPLGRVRGTSGLGVLLADCTRPRTMFI-------------K----------------------------- 

GSB_152640        1 ----------------------------------------------------------------MLL-------------A----------------------------- 

GSB_153115        1 ----------------------------------------------------------------MLN-------------K----------------------------- 

GSB_153790        1 ----------------------------------------------------------------MLN-------------K----------------------------- 

TSA4              1 ----------------------------------------------------------------MFG-------------R----------------------------- 

GLP15_2640        1 ----------------------------------------------------------------MFS-------------G----------------------------- 

QR46_4433         1 ----------------------------------------------------------------MTR-------------AGRDYQSRPQLDRSLTPWHSEPGQPRIGAP 

DHA2_150893       1 ----------------------------------------------------------------VLEITKKILTRISELRK----------------------------- 

DHA2_153020       1 ----------------------------------------------------------------MFD-------------K----------------------------- 

WB/9B10-B         1 ----------------------------------------------------------------MFG------------------------------------------- 

GLP15_2           1 ----------------------------------------------------------------MFE------------------------------------------- 

DHA2_151647       1 MSAR---------------------RTA-LLGGAGLPW-----KRWAATQQVG---------GPMFG-------------R----------------------------- 

GL50803_113439    1 MSAH---------------------QTTPPL-----PG------KAGATQQVG---------GPMFG-------------R----------------------------- 

GLP15_625         1 ----------------------------------------------------------------M--------------------------------------------- 

 

 

VSP-5G8           5 --------------------------------------------------------------------------FA---------------------L----VAVILQIA 

QR46_3107         5 --------------------------------------------------------------------------FA---------------------L----VAVILQIA 

GSB_155403        1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

QR46_2660         1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

GSB_153033        5 --------------------------------------------------------------------------SARWTLLLLLQPVLHRCSAGHFLF----MGGCYDIS 

GSB_154953       69 --------------------------------------------------------------------------IL---------------------W----IGCALQLA 

GSB_152640        5 --------------------------------------------------------------------------IC---------------------F----AAGAL--- 

GSB_153115        5 --------------------------------------------------------------------------FI---------------------L----VAVILQIA 

GSB_153790        5 --------------------------------------------------------------------------FA---------------------L----VAVILQIA 

TSA4              5 --------------------------------------------------------------------------FL---------------------L----AIVILQLA 

GLP15_2640        5 --------------------------------------------------------------------------FV---------------------F----VGLIVQLA 

QR46_4433        34 LLLPTRRSCRDRCTSRGADNQRPVVAHSSFPGLADPCARHSRDASRMHWQRLSATAVRTGAAGVHTDGAQLYVDSVWWTSLLTLAASLHRCSAGPFLF----MDGCYDIS 

DHA2_150893      18 --------------------------------------------------------------------------IL---------------------MLLAIFYFVISAL 

DHA2_153020       5 --------------------------------------------------------------------------LI---------------------F----VSLALQMA 

WB/9B10-B         4 -------------------------------------------------------------------------SFV---------------------L----AGVLVQIA 

GLP15_2           4 -------------------------------------------------------------------------KVL---------------------F----ASLILQVT 

DHA2_151647      33 --------------------------------------------------------------------------FL---------------------L----AIVILQLA 

GL50803_113439   28 --------------------------------------------------------------------------FL---------------------L----AIVILQLA 

GLP15_625         2 --------------------------------------------------------------------------------------------------LLITLWFVLNTF 

VSP-5G8          16 -----------------------------------------------R---A---A------------CT-----PGT---ET-TNCKDGACNVQIGG----ETYCSQCY 

QR46_3107        16 -----------------------------------------------R---A---A------------CT-----PGE---AS-TNCKESACNVQIGS----ETYCSQCY 

GSB_155403        1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

QR46_2660         1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

GSB_153033       37 VAGGGVCREARDGACVGHAEENSVDGGRHGSQGSRARDDAKRAT--AA---A---T------------CT-----EDK---STQTTGKCNTCGVRIGD----GEYCAKCS 

GSB_154953       80 -----------------------------------------------R---A---A------------CE-----EQTEAQQT-TKCRTGKCNVLIGGTEAANKYCSQCS 

GSB_152640       13 -----------------------------------------------A---A---A------------CS-----D-----SQ-TNCAEGQCD-TVGG----TEICTQCK 

GSB_153115       16 -----------------------------------------------R---A---A------------CT-----PGT---ET-TNCKDGACNVQIGS----ETYCSQCY 

GSB_153790       16 -----------------------------------------------R---A---A------------CT-----PGE---AS-TNCKVGKCDVWISG----AQYCSQCA 

TSA4             16 -----------------------------------------------R---T---A------------CT-----QEA---DD-GKCK--TCGVTIGQ----DTWCSECN 

GLP15_2640       16 -----------------------------------------------WTEQV---T------------CT-----VET---ET-GQCKENMC-IAIGA----DNVCTDCG 

QR46_4433       140 VAGSGVCREARGGACVRHAEEVS-----------RQRKSLRAIDRQTS---G---T------------CV-----EAE-TATT-GQCKKTKCDVWIGG----SNFCSECS 

DHA2_150893      33 -----------------------------------------------T---A---K------------CT-----P-----QT-QTCEAEKCE-TIGE----TEICTQCQ 

DHA2_153020      16 -----------------------------------------------W---A---SQTESRAKTDPASCD-----PQN-P-NQ-ASCDTGKCDVTIGG----KTYCSKCT 

WB/9B10-B        16 -----------------------------------------------W---A---G------------KATERAAQCA---DN-TNCAEEACNVLIGG----KLYCSRCN 

GLP15_2          16 -----------------------------------------------Q---AVAKT------------CT-----EASDSSQT-GQCKKGKC-ISIGE----DSVCTDCA 

DHA2_151647      44 -----------------------------------------------R---A---A------------CQ-----ADG-SGSA-GSCK--TCGVAIGQ----EQYCSECN 

GL50803_113439   39 -----------------------------------------------R---A---A------------CQ-----ADG-SGSD-GSCK--TCGVTIGQ----EQYCSECN 

GLP15_625        14 -----------------------------------------------A---A---D------------CA-----QKS---NT-QNCVQGKCE-VIGE----TEICAQCN 
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VSP-5G8          48 TTSEAPVDGVCTAST-----DSKCTKQ-----DTQNGTCKSCA-A-NYFLFKGGCYQIG-QSPGSLICQTA--S----NTDGICQTCK--DGYFTVSDA--T--A-TQDS 

QR46_3107        48 TTSEAPVDGVCTAST-----DSKCTKQ-----DTQNGTCKSCA-A-NYFLFKGGCYQIG-QSPGSLICQTA--S----NTDGICQTCK--DGYFTVSSA--T--A-TQDS 

GSB_155403        1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

QR46_2660         1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

GSB_153033      115 LTTDRLVDGVCTATDT----ESACTPK-----DSADGTCKSCA-R-NYFLFKGGCYKVE-KEPGSLVCTDA--LDSNTDKPGVCKACA--EGYFTNTQA--T--E-TQES 

GSB_154953      119 KDTDNLVDGACVASAG----QSGCATPESSSDSTLAGTCKSCA-A-NYFLFKGGCYKIA-TAPGNSICSAA--G-----AAGICQTCK--DGYFTVSDA--T--A-TQDS 

GSB_152640       42 Q-SFVPINGACVEAAAN---NDKCKDTDG--NADADQTCKVCL-L-QTFMYKGGCYEGS-NEIGQIICGTI--G----SDAGKCQSCKAANGFFRNPEA--A--N-NVDS 

GSB_153115       48 TTSEAPVDGVCKAINND---ASGCQLKS-----SADGTCTQCG-A-GYFLYEGGCYKVA-ESPGSFICSTE--G-----GAGLCSACKNENGFFKNPSA--T-AA-THQS 

GSB_153790       48 KTNEFLVNGACATDAG----DSGCTA-----PSQADGTCTQCG-A-GYFLYEGGCYKVA-ESPGSFICSTQ--G-----DAGLCSACRNENGFFKNPSA--T-VA-TKQS 

TSA4             46 GANYAPVNGQCVDVNAE---GPSKTLC----PQHSAGKCTQCG-G-NSFMYKDGCYSSGEGLPGHSLCLSS--D-----GDGVCTEAA--PGYFAPVGA--A--N-TEQS 

GLP15_2640       50 KAGEVPINGKCVAFNTA---NDKCKKADNQQLDGTDTTCGKCE-G-TTFMYKGGCYETT-GTPGQTMCKTA--------ADGKCTEAPDSKSYFVIPEA--NRQP-TGQT 

QR46_4433       210 TASEYLVNGHCYPDNK----DNGCEG------SASNGVCTSCA-Q-GFFMHRGGCYKYD-TEPGNLVCKDTTAS----TNQGTCDACQ--AGYFRNPVTGLN--K-MKES 

DHA2_150893      62 A-GNVPIDGKCVEANTV---SEKCKNASG--DADANQVCGKCIGA-NFFMYKGGCYDKT-GTPGSTICKTA--G------EGVCDDCQ--EGYFKNPEA--A--A-TTDS 

DHA2_153020      61 G-DKVPIDGECKAKNGE---ADKCTAG----TGDKAGTCTACT-N-PYYLYKGGCYTAC-PQGTQ---KNE--------SKHTCDEVA--PAG---PAS--C--DPQNPN 

WB/9B10-B        53 T-GFVPINGQCADKEGA---TDQCKDGSG--GDTADQTCGQCA-E-QTFMYKGGCYEAA-QQPGQTMCQAA--------DAGVCTQAA--QGYFVPPGA--D--A-SHQS 

GLP15_2          53 KPGEVPINGECKDKTDGLITTAGCEKADGA-LDEQSTTCEKCT-KTGYFLHKGGCYAQA-TPPGQTICKSA--G----SSAGLCETCNDVNGFFKNAGA--S-DN-THQS 

DHA2_151647      76 GANYAPVNGQCADVNAE---GPSKTLC----PAKDQGKCTQCG-G-NSFMLAGGCYSSGEGLPGHSLCLSS--G-----GDGVCTEAA--PGYFLNPLR--A--N-TKDS 

GL50803_113439   71 GANYAPVNGQCADVNAE---GQSKTLC----PAKGQGKCTQCG-G-ASFMYKDGCYSKD-TAPGQSMCTQA--------SEGKCTEAA--PGYFLNPLR--A--N-TKDS 

GLP15_625        45 Q-GNVPINGECVGAEGA---KAKCTTAEGDGNQASDQTCGKCL-Q-QTFMYKGGCYDTT-GIIGQTICKTL--G----GTAGKCEACNADNGFFTNPDA--T--S-TIDS 

 

 

VSP-5G8         132 CVACGD-------------------ENCATCTVGA--------EQQKCSKCKAD-------------------------------------------------------- 

QR46_3107       132 CVACGD-------------------DNCATCTVGA--------EQQKCSKCKAD-------------------------------------------------------- 

GSB_155403        1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

QR46_2660         1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

GSB_153033      204 CVACGD-------------------ENCATCTAGT--------TPQKCSKCKTI-------------------------------------------------------- 

GSB_154953      208 CVACGD-------------------DNCATCTAGT--------TPQKCSKCKTT-------------------------------------------------------- 

GSB_152640      132 CISCGDTT-GVTVGNGDSAKTYKGVNGCKTCTFSDP------ATTATCTECAT--------------------------------------------------------- 

GSB_153115      136 CIACNRTA-AVD--------NVKGVEGCTACGGPDSAGSQGAPTVATCTKCDTTRYLKTAAG-ATTCV------------------------------------------ 

GSB_153790      135 CIACNRTA-AVD--------NVKGVEGCTACSGPDSAGSQGAPTVATCTKCDT--------------------------------------------------------- 

TSA4            133 VIACGDTT-GVTIAA--GGNTYKGIADCAECSAPDATAGAEAGKVATCTKCGVSKYLKDN-----VCVDKAQCNSGSTN-KFVAVDDSENGNKCVSCSDNLNGGVANCDT 

GLP15_2640      143 VVWCGDNA-GVTS----GGQTYKGVIGCTKCDGSKLTAD--ASGEAVCSACGDNKIVKIAKNLATSCVTEGECTG----AEGFFVKGEQDPKTCEACAE-------TCKT 

QR46_4433       298 CIACNQTT-AVD--------YNTGVANCAECTAPTTSGTNSQQQKAKCTACTD--------------------------------------------------------- 

DHA2_150893     149 CISCGDMI-GVTIIKDTNAKTYKGVDGCAKCTPPNRITENAGIKTATCTGCDSNKI------------------------------------------------------ 

DHA2_153020     140 QASCDTGKCDVT---------IGGKTYCSKCT------------------------------------------------------------------------------ 

WB/9B10-B       139 VIPCGDEE-GITVK---NDKKYKGVLHCTRCYAPTEAAD-ANAKAATCTACGDS-------------------------------------------------------- 

GLP15_2         150 CIACNEAE-AVD--------GFRGIPNCKVCTSPVS------PGYAICTGCEGD-------------------------------------------------------- 

DHA2_151647     163 VVSCSDTA-GFTD----SGKTYRGVQYCERCDGAVLT-D-AAGGDAKCTRCGENKYLATT----------GTCGEGCTPDTEFSKEDSDNGKRCFACGDVTT-GVASCEK 

GL50803_113439  156 VVSCSDTT-GFTD----SGKTYRGVQHCERCDGAALT-D-AAGGDAKCTRCGQDKYLATT----------GTCGEGCTPDTEFSKEDSDNGKRCFACGDVTT-GVASCEK 

GLP15_625       137 CISCGDAA-GITIGKDNNAKTYKGVSGCAKCTAPKQLSQAAGTAVAICTECTAELY------------------------------------------------------ 

VSP-5G8         159 ------------------G-KMYLKKNTGSETGTCVTADECTAAKDYYTD-DTSSEPNGKTCKACSA---------KV-------------------------------- 

QR46_3107       159 ------------------G-KMYLKKNTGSETGTCVTADECTAAKDYYTD-DTSSEPNGKTCKACSA---------KV-------------------------------- 

GSB_155403        1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

QR46_2660         1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

GSB_153033      231 ------------------G-KMYLKKENDSATGTCVTADECTAAKDYYTD-DTSSEPNGKTCKPCSA---------KV-------------------------------- 

GSB_154953      235 ------------------GTKTYLKGSAG--AGTCVTADECTANNDHYID-NTDSGPNGKTCKACSA---------KV-------------------------------- 

GSB_152640      178 ---------------------GFLHTPTG--STSCVA--ECPKG--YFGH-T-ASNTQKKTCQSCTTASGLTPDVAGIEGCTSCTYIG---GDSGTLTCSECENGKKPSL 

GSB_153115      194 ------------------------------------AKENCSGA--YFPN-DSV--GGKKQCIPCGDSA-----NKGIADCTACTLLS-SPTDAALITC----------- 

GSB_153790      179 --------------------TKYLKTVIG--ATTCVAKEDCSGA--YFPN-D--SVGGKKQCIPCGDS-----ANKGIAGCTACTLLS-SPTDAALITCS---------- 

TSA4            234 CSYDE-QSKKIKCTKCT-D-NNYLKTTS--EGTSCVQKDQCKDG--FFPKDDSS---AGNKCLPCNDS------TDGIANCATCALVS---------------------- 

GLP15_2640      235 CK-----EADNKCTSCNEG-TPYLKKDVG-DTGTCVDANGCTSVKTHYID-DTDDPVSGKTCKTCV--------SGGAVDCETCVKEG-D--GAICKTCPSAG-NTLFGL 

QR46_4433       342 ---------------------GYFVSSDG--S----------------------------ACTACTDR------ANGVADCTACVPRT---DDPTKAKCTACSGSKKPSL 

DHA2_150893     204 -----------------------VKTDT--SGTSCIEESACSNG--FFVSDQRKAQSKDKKCIACNVE-----T-YGVASCNECIPRI---DDPAKANCTACSDNKKPNL 

DHA2_153020     163 ------------------------------------------GD--KVPID--------GECKAK---------NGEADKCTAGTG------------------------ 

WB/9B10-B       188 ---------------------KIVKTAKD-SATSCVTEEECTGT---------------KTCKTCAEG--------TSDGCATCEKGA----D-GAVACKTCGSNKKVQP 

GLP15_2         189 ---------------------YYLLAGS---PIICITEVQCKADSDHFPT-TVE---GIKKCIACGDA-----EAGGIADCETCALKEARMAE----------------- 

DHA2_151647     255 CTPPSPDQAKPACTKCG-G-NNYLKTAAD-GTTTCAEQSACSPD--SFPVENSQ---SGNRCVLCGDA-----ANGGVDKCAACTPAD---------------------- 

GL50803_113439  248 CTPPSPDQAKPACTKCG-G-NNYLKTAAD-GTTTCVEQSACSPD--SFPVENSQ---SGNRCVLCGDA-----ANGGVDKCAACTPTD---------------------- 

GLP15_625       192 -----------------------LKTVA--EITSCITIENCNTG--FFPMIDK-ENENKKLCTKCSET-----NKGGIADCNECIPRT---DDPTKGKCTACTGDKKPNL 

 

 

VSP-5G8         208 -----------ENCASCSSEGACQ---------------KCASGFVL--E--GSNC----V------K---SDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPTGQCIDE 

QR46_3107       208 -----------ENCASCSSEGACQ---------------KCASGFVL--E--GSNC----V------K---SDCSTENCKTCTNPKTANEVCTACVTGMFLTPTGQCIDE 

GSB_155403        1 -------------------------------------------------E--GSNC----V------K---SDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPTGQCIDE 

QR46_2660         1 --------------------------------------------------------------------------------------------------MFLTPTSQCIDE 

GSB_153033      280 -----------ENCASCNSEGACQ---------------KCASGFVL--E--GSNC----V------K---SDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPTGQCIDE 

GSB_154953      283 -----------ENCASCASEGACQ---------------KCASGYIL--D--GAAC----T------Q---QTCSTPDCKTCTNPKAPNEICTSCVSAHYLTPTGQCISD 

GSB_152640      256 DGLHCYD-CTVGNCAFCNSEGACQ---------------KCISGYIL--D--GAAC----T------Q---QTCSTPDCKTCNNPKAPSEACTACVSTHYLTPTGQCISD 

GSB_153115      246 -----------------------S---------------ACTDGKAPNDA--GSAC----VDA--PAP---SACPIEGCKTCSAD---KKTCEECAENKYLTPTNQCISN 

GSB_153790      246 ---------------------------------------ACTDGKAPNDS--GSACVDAPT------P---STCPVEGCKTCSAD---KKTCEECESGKHLTPTSQCISN 

TSA4            306 -------------GRSGAALVTCS---------------ACTDGYKP--SADKTTC----E-----AV---SNCKTPGCKACSNEGKENEVCTDCDGSTYLTPTSQCIDS 

GLP15_2640      325 NKKSCVAQC--PDHSE-ADDDKIC---------------KCDSGYMLNET--GDGC----KEGSAPAP---VECPIEGCKTCSTD---KKACEECEASKYLTPTKVCVSD 

QR46_4433       392 DGKSCNA-CTDINCAFCASGGACQ---------------KCISGFVL--D--GAAC----T------Q---QTCSTPDCKTCTNPKTASEACTACVSAHYLTPTGQCIAD 

DHA2_150893     278 EGTECNS-CTDQHCAFCVAEGTCQ---------------KCSSGFIL--D--GQNC----V------K---SDCKTENCKACTNPKAANEVCTECVSTHHLTPTSQCVQY 

DHA2_153020     188 -----------------DKAGTCTACTNPYYLYKGGCYTACPQGTQK--NESKHTC----DE---VAP---AGCNTPNCKACDNPKTDNEVCTDCDGSTYLTPTSQCIDS 

WB/9B10-B       248 NKKGCIA--KCPETVSAEKDGVC----------------ECVEGYVPDNA--GTGC----T------KKPDPQCNTPGCKTCSEPKTSKEVCTECEDPKALTPTGQCIYG 

GLP15_2         249 -----------------APVVTCN---------------KCAGEKVP--DGDGSAC----VNAPEPSP---SDCLIENCQKCSA---DNQTCEECKDMNYLTPTRMCVSD 

DHA2_151647     330 -------------KGRAAPAVTCT---------------ACTDGYKP--SADKTTC----E-----AV---SSCKTPGCKACSNEGKENEVCTDCDGSTYLTPTSQCIDS 

GL50803_113439  323 -------------QGRIAPTITCI---------------ACTNGYKP--SADKTTC----E-----AV---SNCKTPGCKACSNEGKENEVCTDCDSSTYLTPTSQCIDS 

GLP15_625       266 EGTECNV-CTGQNCAFCVSGGACE---------------GCSSGFIL--D--GENC----V------K---SDCKTENCKACTDPKAAGEICTECISTHYLTPTSQCVQY 
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VSP-5G8         275 CVTISGYY-GTA-DG---KCKKCEAANCVVCGATGACDLCADGFY--GSSCSKCHESCKNCKGATAS-DCTACPAGRALIYGDDPTKGTCGEGCTT--GTGKGACKACDL 

QR46_3107       275 CVTISGYY-GTA-DG---KCKKCEVANCVVCGEGGTCDLCADGFF--GENCSKCHESCKNCKGATAS-DCTACPAGRALIYGDDPTKGTCGEGCTT--GTGKGACKACDL 

GSB_155403       47 CVTISGYY-GTA-DG---KCKKCEVANCVVCGATGACDLCADGFY--GSSCSKCYESCKNCKGATAS-DCTACPAGRALIYGDDPTKGTCGEGCTT--GTGKGACKACDL 

QR46_2660        13 CVTIPGYY-GTT-ENGKKVCKKCGVANCETCNEQGKCSVCKDGFY--GESCSKCHESCKNCGGATAE-DCTECPSGKALKYDTTGNKGTCGDGCTPATGTEAGSCKTCDL 

GSB_153033      347 CVTISGYY-GAA-DG---KCKKCEVANCVVCGEDGTCDLCTDGFY--GSSCSKCHESCKNCSGATNA-DCTECPSGKALKYGSDGTKGTCGEGCTT--GTGNGACKACGL 

GSB_154953      350 CAALSGYY-GDT-DK---TCKRCEVANCETCNDQGKCQTCKDGFY--GESCSKCHESCKNCSGATAS-DCTECPSGKALKYDTTGNKGTCGDGCTP--NT--GNCEKCDL 

GSB_152640      333 CTALSGYY-GDT-D---KTCKRCGVANCETCNEQGKCSVCTDGFY--GDSCSKCDSSCKNCSGSTAS-DCTACPAGKALTYGSDGTKGTCGNGCTT--GTGNGAYKTCGL 

GSB_153115      304 CATIPGYY-GTA-ENGKRVCKKCGVANCVVCGATGACDLCTDGFY--GPSCSKCHESCRTCSGGAGADKCTSCMPGSALTYGSAGNTGTCGEGCVQSSESGAGKCETCGL 

GSB_153790      303 CATIPGYY-GAT-EGSKKVCKRCEVENCEACNEQGQCQTCNSGFYPDANECKACHESCKSCSGATNA-DCTECPSGKALKYDATGNKGSCGDGCTPATGTEAGSCKTCDL 

TSA4            374 CAKIGNYY-GAT-EGAKKLCKECTAANCKTCDDQGQCQACNDGFYKNGDACSPCHESCKTCSAGTAS-DCTECPTGKALRYGDDGTKGTCGEGCTT--GTGAGACKTCGL 

GLP15_2640      405 CAAIPGYY-NGA-NDGKSACKKCVVENCVVCTGDGTCEMCTDGFF--GPSCSQCHETCKTCNGGSESDKCTSCKAGSALAYGSTGSTGTCGAECTT--GMGAGKCKECGL 

QR46_4433       469 CAALSGYY-GAT-ENEKKVCKRCEVVNCEACNAQGQCQTCRNGFYLDTKECKACDSNCRACSGATNA-DCTACPSGKALKYGSDGTRGTCGEGCTT--GTGQGACKTCGL 

DHA2_150893     355 CQTLGNYY-AGTNADNKKACKECAVANCKTCGDQGQCQTCNNGFYKNGDACSPCHESCKTCSAGTAS-DCTKCPTGKALRYGNDGTKGTCGEGCTT--GKGSGACKTCGL 

DHA2_153020     269 CAKVGNYY-GAT-EGAKKLCKECTVANCKTCDGQGRCQTCNDGFYKNGDACSPCHESCKTCSAGTAS-DCTECPTGKALRYGEGGTKGTCGAGCAT--GTGAGACKTCGL 

WB/9B10-B       328 CEHLEGYYEGTS-EGGKKACKKCEVENCLLCNGQGQCETCKDGYYKSGAACAKCNTSCKTCANGNSN-GCTSCEPKQVLSYEGEGT-GTCKPGCKPVSGGKDGTCKSCDL 

GLP15_2         315 CATIPGYY-GA--DGKPRTCKPCEITDCATCNPQGQCETCKDGYYKNGAACTKCDDSCKTCANGEPN-GCTSCGSSKALKYEGAGNTGTCGEGCKPVSGGTDGTCKTCGL 

DHA2_151647     398 CAKVGNYY-GAI-EGAKKLCKECTAANCKTCDGQGRCQTCSDGFYKNGDACSPCHESCKTCSAGTAS-DCTECPTGKALRYGDDGTKGTCGAGCAT--GQGSGACKTCGL 

GL50803_113439  391 CAKIGNYY-GAT-EGAKKICKECTAANCKTCDGQGQCQACSDGFYKNGDACSPCHESCKTCSAGTAS-DCTECPTGKALRYGDDGTKGTCGEGCTT--GQGSGACKTCGL 

GLP15_625       343 CQVLGNYY-DGANADNKKTCKECTIANCKECTDKGQCQTCNDGFYKNGGACSPCHESCKTCSAGTAN-DCTECPVEKILKYT--GDKGACIPQCVVNAAEASGNCKACEL 

 

 

VSP-5G8         375 TIDGTKYCSACDTATEYPQNGVCATP-TARAS-SCQSQNVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVT-AP-T-GGTCTKSEPGYNVN-S-GTLVTCGVGCAECT 

QR46_3107       375 TIDGTKYCSACDTATEYPQNGVCATP-TARAS-SCQSQNVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVT-AP-T-GGTCTKSEPGYNVN-S-GTLVTCGVGCAECT 

GSB_155403      147 TIDGTKYCSACDTATEYPQNGVCATP-TARAS-SCQSQNVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVT-AP-T-GGTCTKSEPGYNVN-S-GTLVTCGVGCAECT 

QR46_2660       118 TVGGTKYCSACNVATEYPQNGVCTSK-TARATNGCKDGTVTGGVCKSCSDGFFLMDGGCYETGKYPGKSVCTS-AP-T-GGTCTSLASGYYLN-S-GTLVTCGAGCAECT 

GSB_153033      447 TVEGTKYCSECSESDEYPQNGVCAPK-ATRAA-TCNDGTIQNGVCNACSAGYFRMNGGCYETSKYPGKSVCTVVAP-T-GGTCQTAADGYYLN-G-GNLVTCPEGCKTCS 

GSB_154953      448 MVDGTAYCSKCKEANQFPQNGVCVAA-GGRAI-TCTIQ--GAGVCNTCAAGSFRMDGGCYEDTKYPGKSVCTE-AN-SAGDSCKTTTHGYKLE-G-GTLTTCPSNCEVCS 

GSB_152640      433 TVEGTAYCSECATPTEYPQNGICVSK-TARITDGCKDGTVAGGVCKSCSDGFFLMEGGCYETGKYPGKSVCTS-AP-T-GGTCTSLASGYYLN-S-GTLVTCGTGCAECT 

GSB_153115      410 TVEGTKYCSKCKETSEYPQNGVCATKPTGRATASCKDSNIANGVCATCADGFFKMSGGCYSTGQLPGATVCTS-AQ-T-GGTCTKSEPGYNVDSS-GALVTCPEGCETCS 

GSB_153790      410 TVGGTKYCSACNVATEYPQNGVCTSK-TARATNGCKDGTVAGGVCKSCSDGFFLMDGGCYETGKYPGKSVCTS-AP-T-GGTCTSLASGYYLN-S-GTLVTCGAGCAECT 

TSA4            479 TIDGASYCSECATTTEYPQNGVCAPK-ASRATPTCNDSPIQNGVCGTCADNYFKMNGGCYETVKYPGKTVCIS-AP-N-GGTCQKAADGYKLD-S-GTLTVCSEGCKECA 

GLP15_2640      509 TVEGTRYCSRCSEDKEYPQNGVCAKA-SART-SSCQDTNIAGGVCSTCENGFFRMNGGCYKIDQYPGKAVCAQ-IESP-VGTCEKAADGYKLD-A-GVLIICPEGCKECA 

QR46_4433       574 TVEGTAYCSECAMGSEYPQNGVCSSA-TARTAATCKTGSVSSGACTSCNDGFFLMEGGCYETSRYPGKSVCTQ-VA-SGGNTCQTAAPGYKVD-N-GNLVTCPGGCKTCS 

DHA2_150893     461 TIDGASYCSECATTTEYPQNGICTST-TARTAATCKNSNVANGICSLCTNGFLRMNGGCYETTKFPRKSVCTT-TP-D-ADTCTSVTSGYYID-GSSNLVVCSDGCAECT 

DHA2_153020     374 TIDGASYCSECATATEYPQNGICTST-TARAAATCKAGSVANGICSLCTNGFLRMNGGCYETTKFPGKSVCEE-AASA-GDTCQTPADGYKLN-N-GALITCSAGCKTCT 

WB/9B10-B       435 NIDGTSYCSACNVGTEYPENGVCVKK-SARTA-SCQAE-PSNGVCGTCARGFFRMNGGCYETTKLPGKSVCEE-VASA-GDTCQTPADGYKLN-N-GALITCSAGCKTCT 

GLP15_2         421 SIDGTSYCSVCNTDKEYPESGVCVKR-SARTT-SCQAE-PSGGVCGTCAKGFFRIDGGCYETAKFPGKSVCAD-ANAD-ADTCKTPVPGYKIE-A-GKLVTCSEGCDTCS 

DHA2_151647     503 TIDGASYCSECATATEYPQNGVCAPK-ASRATPTCNDSPIQNGVCGTCANSYFKMNGGCYETVKYPGKTVCIS-AP-N-GGTCQKAADGYKLD-S-GTLTVCSEGCKECT 

GL50803_113439  496 TIDGASYCSECATTTEYPQNGVCAPK-ASRATPTCNDSPIQNGVCGTCADNYFKMNGGCYETVKYPGKTVCIS-AP-N-GGTCQKAADGYKLD-S-GTLTVCSEGCKECT 

GLP15_625       449 VIEGTKYCSTCSKSDEYPQDGICTVK-AARV-ATCKDGSITSGVCKQCADDYFLMNGGCYEAGRYPGKAVCTA-AQ-V-GGTCKATADGYKLD-G-GTLTACSEGCKTCT 

 

 VSP-5G8         478 NSDSCTTCASGYVKLTS-AATCTKCDAGCATCTT-AASTCSTCADGYYLSN---SKCIACD--KSD-GSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSAS----V-N-KGG 
QR46_3107       478 NSDSCTTCASGYVKLTS-AXTCTKCDAGCATCTT-AASTCSTCADGYYLSN---SKCIACD--KSD-GSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSAS----V-N-KGG 

GSB_155403      250 NSDSCTTCASGYVKLTS-AATCTKCDAGCATCTT-AASTCSTCADGYYLSN---SKCIACD--KSD-GSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSAS----V-N-KGG 

QR46_2660       222 NSDSCTTCASGYVKLTS-AATCTKCDAGCATCTT-AASTCSTCADGYYLSN---SKCIACD--KSD-GSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVKDGTA----G-GSDPN 

GSB_153033      551 AADACTDCVDGYVLVG---NACSKCDASCLTCET-SASTCKECASGYYKAASATGPCTSCE--SNN-GGITGVRGCASCAAPSTGTGPVLCYLVEMVLL----A-P-SPH 

GSB_154953      550 SSTACTTCMGGYFKTS--SNTCTKCDAGCATCTG-TASTCSTCASGYYLSN---SKCIACD--RSD-GSITGVSDCLSCAAPSSNTGPVLCYLMKDSTA----S-NSDPN 

GSB_152640      537 NSDSCTTCADGYVKLNN-AQTCTKCNAGCATFTG-TASTCSTCADGYYLSN---SKCITCD--KSD-GSITGVSGCLSCAAPSGSTGPVLCYLMKDSTA----G-GSDPN 

GSB_153115      516 SANACTKCKDGYVTG---TSGCEKCDASCLTCGT-NAKTCTACSSGYYKVGDAAAPCTSCE--ADS-GSVKGISGCLSCAPPTG-SGPVLCYLMKDSAA----GGS-DPN 

GSB_153790      514 NSDSCTTCASGYVKLTS-ATTCTKCDAGCATCTT-AASTCSTCADGYYKTASG-STCASCE--TDN-GSVTGVRGCASCAAPTGGSGPVLCYLVKDSTA----G-DSDPN 

TSA4            583 SSTDCTTCLDGYVKSA---SACTKCDASCETCNG-AATTCKACATGYYKTASGEGACTSCE--SDS-NGVTGIKGCLNCAPPPNNKGSVLCYLIKDS----GST-N-KSG 

GLP15_2640      613 NGSACDVCKDGYVKLSG-AQTCTKCDTSCKTCKT-ATTKCVDCSAGYYKTVLEEGACTSCE--HSN-NGVTGVANCASCAPPSNNQGSVLCYLMKDGGS----T-N-KGG 

QR46_4433       679 DASTCTDCADGYVLAN---NACIKCDASCLTCET-EATKCKECASGHYKAASAAGPCTSCE--SNS-GGITGVKGCASCAAPAGSTGPVLCYLVGMALL----A-P-SPH 

DHA2_150893     566 TSSACTTCKDGYTKIGS-SQTCTKCDSSCETCTG-AAITYKACATGYYKTALGESTCTSCE--TGS-NGVTGIKGCLNCVPPSSNTGSVLCYLMKDADSTGGNT-N-KSG 

DHA2_153020     479 SNTVCTACMEGYVKTS---DSCAKCATGCATCTG-SASNCDICSTGYYKYKN---ACVSCTANTAD-GTITGVANCASCAPPSNNQGSVLCYLIKDS----GST-N-KSG 

WB/9B10-B       538 SQDQCDTCKAGYAKTGGNTKKCVPCATGCSECNADDATKCTVCAAGYYLSK---EKCIACD--KSDGGSITGVANCANCAPPTNNKGPVLCYLIQNT--------N-RSG 

GLP15_2         524 DANTCTKCKDGYVLIT---SKCTPCSAGCATCTG-TAAGCSTCSTGYYKSG---PKCIACD--KDD-SAIKGISNCLNCAPPSTGSGSVLCYLTKDDST-GGST-N-RSG 

DHA2_151647     607 SSTDCTTCLDGYVKSA---SACTKCDFSCETCNG-AATTCKACATGYYKTASGEGACTSCE--SDS-NGVTGIKGCLNCAPPSSNTGSVLCYLMKDGDSTGGST-N-RSG 

GL50803_113439  600 SSTDCTTCLDGYVKSA---SACTKCDSSCETCNG-AATTCKACATGYYKTASGEGACTSCE--SDS-NGVTGIKGCLNCAPPSSSTGSVLCYLIQNT--------N-KSG 

GLP15_625       552 SDSICDACKNGYVKVS---NSCKACSTGCATCNT-NPETCTACLVGYYQS---ESKCIACD--KDD-SAIKGISNCLNCVPPSSNTGSVLCYLMKNDGT-GGST-N-RSG 
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VSP-5G8         574 LSSG------AIAGISV-----------------AV--------------IVVVGGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

QR46_3107       574 LSSG------AIAGISV-----------------AV--------------IVVVGGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

GSB_155403      346 LSSG------AIAGISV-----------------AV--------------IVVVGGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

QR46_2660       319 LSSG------AIAGISV-----------------AV--------------IVIVGGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

GSB_153033      648 VPVGMSAVTDRLTRITS-----------------SLQ-------------VASHGGRAPPMQWVGHHRPCTPSPVARLQHTVHVICCPHLSESSCCRHAMPRLTA-RPRM 

GSB_154953      646 LSTG------AIASISV-----------------AV--------------IAVVGGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

GSB_152640      634 LSTG------VIAGISV-----------------AA--------------VVVVGALIGFLCWWFL----------------------------------CKTRR-AGVS 

GSB_153115      613 LSSG------AIAGISVA-----------------V--------------IVVVGGLVGFLCWWFI-----------------------------C-----RGK------ 

GSB_153790      613 LSSG------AIAGISV-----------------AV--------------IAVVGGLVGFLCWWFV----------------------------------CRGK------ 

TSA4            680 LSTG------AIAGISV-----------------AV--------------IVVVGGLIGFLCWWFL----------------------------------CRGK------ 

GLP15_2640      712 LSTG------AIAGIVVA-----------------V--------------VIVVGGLVGFLCWWFM-----------------------------C-----RGK------ 

QR46_4433       776 VPVG------XSALLLVXXVXPTPCXGASHGGRAPPRQXVGRRPPARRALSPRLQHTVHLICWLHLSG------------------------CSCCRHAMPRLTACLRMA 

DHA2_150893     669 LSTG------AIAEISV-----------------AV--------------IVVVAGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

DHA2_153020     575 LSTG------AIAGISV-----------------AV--------------IVVVGGLVGFLCWWFM----------------------------------CRGK------ 

WB/9B10-B       634 LSTG------AIAGISV-----------------AV--------------IAVVGGLVGFLCWWFI-----------------------------C-----RGKA----- 

GLP15_2         621 LSTG------AIAGIAVA-----------------A--------------VVVVGGLVGFLCWWFL-----------------------------C-----RGKA----- 

DHA2_151647     708 LSTG------AIAGISV-----------------AV--------------IVVVGGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

GL50803_113439  694 LSAG------AIAGISV-----------------AV--------------IVVVAGLVGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

GLP15_625       649 LSTG------AIAGIAV-----------------AV--------------IVVVGGLIGFLCWWFI----------------------------------CRGK------ 

 

 

VSP-5G8         607 -----------A 

QR46_3107       607 -----------A 

GSB_155403      379 -----------A 

QR46_2660       352 -----------A 

GSB_153033      727 ------AGLRDA 

GSB_154953      679 -----------A 

GSB_152640      672 SSTTTLIHSKSA 

GSB_153115      646 -----------A 

GSB_153790      646 -----------A 

TSA4            713 -----------A 

GLP15_2640      745 -----------A 

QR46_4433       856 -------GLRDV 

DHA2_150893     702 -----------A 

DHA2_153020     608 -----------A 

WB/9B10-B           ------------ 

GLP15_2             ------------ 

DHA2_151647     741 -----------A 

GL50803_113439  727 -----------A 

GLP15_625       682 -----------A 
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Anexo 13 

Características de los Péptidos Sintetizados de la Proteína 5G8  

 

Los péptidos se sintetizaron en GenScript (www.genscript.com) 

Péptido 1. 226-245 aminoácidos: FVLEGSNCVKSDCSTENCKT 

96.3 % de pureza 

  

H]+ [M [ 

[M+4H]4+ 

[M+5H]5+ M+ 
[M+Na+2H]3+ 

+Na+H]2+ [M+Na]+ 

[M+6H]6+ [M+K+2H]3+ [M+K+H]2+ [M+K]+ 

 
Positive 
Intensity 
100 

 
90 

 
80 

 

 

 

 
722.3 

 
[M+3H]3+ 

Mass Spectrum 

 

70 

 

60 

 

50 

 

40 

 

30 

 

20 

 
10 

573.3 
687.1 

300 400 500 600 700 

 

[M+2H]2+ 

 

959.8 
1082.7 

838.5 

800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 

 

 

 

 

 

 
m/z 

Interface  :ESI 

Nebulizing Gas Flow :1.5L/min 
CDL Temp :250℃ 
Block Temp :200℃ 

Interface Bias  : +4.5 kV 

Drying Gas Flow  :5 L/min 

T.Flow :0.2 ml/min 
B.conc :50%H2O/50%MeOH 

Sample Information 
Acquired by : 

 
Gary 

Month-Day Processed : 08/13/18 

Time Processed : 10:42:24 
Injection Volume : 0.2 

Sample Name : 5G8226245 

Sample ID : U0906DH070-3 

Theoretical MW : 2164.41 
Observed MW : 2163.9 
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Péptido 2. 347-366 aminoácidos: YGDDPTKGTCGEGCTTGTGK 

90.2 % de pureza 

 

  

[M+4H]4+ [M+H]+ 

[M+5H]5+ [M+Na+2H]3+ [M+Na+H]2+ [M+Na]+ 

[M+6H]6+ [M+K+2H]3+ [M+K+H]2+ [M+K]+ 

 
Positive 
Intensity 
100 

 
90 

 

 

 

 
650.3 

Mass Spectrum 

 

80 [M+3H]3+ 

 

70 

 

60 

 

50 

 

40 

 

30 

 
20 

573.6 
507.8 

10 

 
974.8 

 

[M+2H]2+ 

414.6 749.3 
917.1 

1299.5 

 

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 
m/z 

Interface  :ESI 
Nebulizing Gas Flow :1.5L/min 
CDL Temp :250℃ 
Block Temp :200℃ 

Interface Bias  : +4.5 kV 

Drying Gas Flow  :5 L/min 

T.Flow :0.2 ml/min 
B.conc :50%H2O/50%MeOH 

Sample Information 
Acquired by : 

 
Gary 

Month-Day Processed : 08/13/18 
Time Processed : 12:43:02 
Injection Volume : 0.2 

Sample Name : 5G8347366 
Sample ID : U0906DH070-5 

Theoretical MW : 1948.06 
Observed MW : 1947.9 
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Péptido 3. 184-201 aminoácidos: KDYYTDDTSSEPNGKTCK 

92.7 % de pureza 

 

  

]2+ [M+2 

[M+H]+ 

[M+5H]5+
H[M+Na+2H]3+ [M+Na+H]2+ [M+Na]+ 

[M+6H]6+ [M+K+2H]3+ [M+K+H]2+ [M+K]+ 

 
Positive 
Intensity 
100 

 
90 

 

 

 

 
685.0 

Mass Spectrum 

 

80 [M+3H]3+ 

 

70 

 
60 

 
50 

 
40 

[M+4H]4+ 

 

30 

 
524.3 

 

 

514.0 

 

20 

 

10 
 

 

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 
m/z 

Interface  :ESI 
Nebulizing Gas Flow :1.5L/min 
CDL Temp :250℃ 
Block Temp :200℃ 

Interface Bias  : +4.5 kV 

Drying Gas Flow  :5 L/min 

T.Flow :0.2 ml/min 
B.conc :50%H2O/50%MeOH 

Sample Information 
Acquired by : 

 
Gary 

Month-Day Processed : 08/13/18 
Time Processed : 12:37:58 

Injection Volume : 0.2 

Sample Name : 5G8184201 

Sample ID : U0906DH070-1 

Theoretical MW : 2052.14 
Observed MW : 2052.0 
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Anexo 14 

Artículo publicado  
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