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RESUMEN

G. lamblia es el agente causal de la giardiasis en humanos y varias especies
animales. Las manifestaciones clinicas de la giardiasis se caracterizan por
infecciones sintométicas con diarrea, dolor abdominal, flatulencias, sindrome de
malabsorcién de nutrimentos. Adicionalmente, en ciertos individuos la infeccion
puede ser asintomética. La respuesta inmunoldgica juega un papel muy importante
como un sensor biolégico (por ejemplo: anticuerpos, CMH clase Il) en la erradicacion
de la giardiasis. El conocimiento actual acerca de las moléculas de G. lamblia que
inducen una respuesta inmune protectora es muy limitado, por lo cual el objetivo
principal de este trabajo fue el identificar proteinas inmunodominantes de proteinas
de G. lamblia mediante la utilizacién de sensores biolégicos (anticuerpo monoclonal,
molécula principal de histocompatibilidad clase II) en un modelo murino de infeccion.
Previamente en nuestro laboratorio se generaron hibridomas de células T y B
especificos para proteinas de G. lamblia (cepa GS/M-83-H7), mediante la fusion de
células de timoma (hibridomas de céluals T) o de mieloma (hibridomas de células B)
con células de ratones inmunizados con extractos proteicos de G. lamblia
(hibridomas de células T), o células de ratones infectados con trofozoitos de G.
lamblia (hibridomas de células B). Se generaron 7 hibridomas de células T
especificos para proteinas de G. lamblia. Se identificaron algunas proteinas de G.
lamblia potencialmente responsables de la induccidbn de una respuesta inmune
celular. Los anticuerpos monoclonales (hibridomas de células B) generados

reconocieron a una banda proteica de G. lamblia de masa molecular relativa de £ 71

vi



kDa (proteina 5G8). Esta proteina fue también reconocida por sueros de ratones
infectados y re-infectados. La proteina 5G8 se expreso en la superficie, asi como en
el interior, de trofozoitos. Adicionalmente, los anticuerpos especificos para esta
proteina indujeron fuertemente la aglutinacion (> 70-90 %) de trofozoitos de G.
lamblia in vitro. En resumen este trabajo describe la identificacion y caracterizacion
parcial de proteinas Inmunogénicas de G. lamblia. Se generaron los primeros
hibridomas de células T especificos para proteinas de G. lamblia descritos, asi como,
anticuerpos monoclonales especificos para la proteina inmunogénica 5G8 de G.
lamblia que induce una respuesta inmunolégica de tipo humoral, los cuales seran
Utiles para la caracterizacidon bioquimica e inmunoldgica para este antigeno del

parasito.
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ABSTRACT

G. lamblia is the causal agent of human giardiasis and in several animal species. The
clinical manifestations of giardiasis are well characterized as symptomatic infections
with diarrhea, abdominal pain, flatulence, malabsorption sindrome, and asymptomatic
infections. The immune response plays an important role as a biosensor (i.e.
antibodies, MHC class Il) in G. lamblia clearance. However, our knowledge about
specific antigens of G. lamblia that induce a protective immune response is limited.
The main purpose of this study was to identify immunogenic proteins of G. lamblia
that stimulate an immune response by using biosensors (monoclonal antibodies,
mayor histocompatibility complex) in the mouse model. Previously, we generated T
and B-cell hybridomas specific to G. lamblia (GS/M-83-H7) proteins. We generated T-
cell hybridomas (7) specific for G. lamblia proteins by fusing T-cells from peyer
patches and draining lymph nodes from immunized mice. We identified some
immunogenic potentially proteins that could be responsible for the activation of the
cellular immune response in the mouse model.

We generated B-cell hybridomas that produced monoclonal antibodies. Most of
these moADbs recognized a band of + 71 kDa (5G8 protein) wich was also recognized
by serum from infected mice. Additionally, antibodies specific to 5G8 protein induced
a strong agglutination (> 70-90 %) of trophozoites. In summary, this study describes
the identification and partial characterization of an immunogenic protein of G. lamblia,
that plays an important role as biosensor inducing an immune response. Additionally,
we generated the first T-cell hybridomas specific for G. lamblia proteins, furthermore

we generated a panel of monoclonal antibodies specific to this protein which will be

viii



useful for the biochemical and immunological characterization of this Giardia

molecule of immunological interest.



1. INTRODUCCION

Los sensores biologicos son dispositivos que utilizan reacciones bioquimicas
mediadas por macromoléculas (principalmente proteinas y ADN), organelos o
células enteras para detectar los efectos de un compuesto quimico mediante
sefiales eléctricas, térmicas u Opticas (fluorescencia)'. Estos dispositivos son
capaces de detectar un analito de caracter biolégico de forma especifica y convertir
Su presencia 0 concentracion en sefiales que pueden ser facilmente detectadas.
Estos dispositivos tienen una amplia aplicacion y se constituyen principalmente por
tres componentes: un elemento de reconocimiento (anticuerpos, proteinas
receptoras, entre otros), que detecta una molécula del medio donde se encuentren,
una sefial de traduccion que convierte la sefal biolégica en una sefial eléctrica,
térmica u Optica (fluorescencia, luminiscencia, colorimetria) y finalmente un
procesador de la sefial. Estas herramientas son ampliamente utilizadas durante el
estudio de proteinas (proteomica). El principio fundamental de todos los procesos
biolégicos es el reconocimiento y la organizacion molecular. Las macromoléculas
pueden interactuar con moléculas de tamafios variables (proteina, péptidos,
carbohidratos, entre otros) con un alto grado de especificidad y de alta afinidad®. El
reconocimiento molecular esta regido por interacciones especificas de caracter no
covalente. En la asociacion de un receptor con su ligando (antigeno-anticuerpo,
enzima-sustrato), estan involucradas interacciones débiles, las cuales estan
definidas por energias termodinamicas involucradas en la asociacion y seleccion de
un sustrato hacia su receptor, implicando la existencia de un conjunto bien definido

de interacciones y requerimientos espaciales entre ambas especies quimicas, como



la complementariedad*®. Las principales interacciones no covalentes que participan
en el reconocimiento molecular en procesos biolégicos son: puentes de hidrégeno,
puentes salinos, fuerzas de van der Waals, interacciones electrostaticas, e

interacciones hidrofébicas®.

Cuando las interacciones no covalentes se presentan de forma cooperativa
pueden existir complejos supramoleculares estables, como el complejo antigeno-
anticuerpo (sensor biologico). La interaccion de un antigeno con el sitio de union de
un anticuerpo, induce importantes cambios estructurales en el complejo (anticuerpo-
antigeno). El ambiente acuoso (polar) permite la generacion de una de las
principales interacciones débiles, como lo es la interaccién hidrofébica®. En los
sistemas bioldgicos, el reconocimiento molecular se lleva a cabo en microambientes
acuosos, por lo cual, las interacciones hibrofébicas son las que rigen dicho
reconocimiento. Las interacciones hidrofébicas son generadas por una tendencia de
las moléculas no polares de las cadenas laterales de los aminoacidos a reducir la
superficie del contacto termodinamicamente desfavorable con agua. Por
consiguiente, el sitio de unién de un anticuerpo y un antigeno se encuentran
cubiertos por moléculas de agua, las cuales son desplazadas, debido a la alta
afinidad quimica entre el antigeno y anticuerpo. Otro tipo de interacciones débiles
gue rigen el reconocimiento molecular de un sistema biolégico son conocidas como:
fuerzas de van der Waals (dispersiones de London), puentes de hidrégeno, entre
otras>®. Este tipo de interacciones débiles en sumatoria son las responsables que

una enzima reaccione con su sustrato, que un anticuerpo reconozca a su antigeno,



y las implicaciones de estos eventos en sistemas bioldégicos son de gran

importancia para el desarrollo de una respuesta inmunoldgica.

El reconocimiento molecular de sensores biolégicos en la inmunologia es
una herramienta importante que permite detectar la presencia de moléculas con
secuencias de aminoacidos muy pequefas (péptidos) y de muy bajas
concentraciones, obteniendo como resultado la deteccion de una respuesta
inmunoldgica inducida. Por lo cual, este estudio esta enfocado en la deteccion e
identificacion a través de sensores biolégicos (anticuerpo), de proteinas de Giardia
lamblia que inducen una respuesta inmunoldgica, asi como el estudio del
reconocimiento molecular de dichas proteinas a la molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (CMH 1) (sensor bioldgico) a través de algoritmos como

SYFPEITHI.

La identificacibn de proteinas inmunogénicas de G. lamblia, a través de
sensores bioldgicos, sentara las bases moleculares para el mejor conocimiento de
los mecanismos inmunoldgicos y ayudara también en el futuro desarrollo de

medidas profilacticas contra la giardiasis.



2. ANTECEDENTES

2.1 Sensores Bioldgicos

Los sensores biolégicos (biosensores) son hibridos de materiales bioldgicos, con la
capacidad de reconocer a un nivel molecular otras sustancias, acoplados a un
traductor electrénico®. Estos materiales presentan un amplio rango de aplicaciones
(deteccion de contaminantes ambientales de tierra y agua, deteccion de gases, en
sistemas electrénicos)®. En sistemas bioldgicos, los biosensores son aplicados
como materiales de deteccidn, utilizando elementos que presentan alta afinidad
como enzimas, receptores celulares, ADN y anticuerpos que pueden detectar
diversas moléculas (proteinas) de manera especifica. Los fluoréforos o enzimas son

usualmente utilizados como sefial de deteccién®>>.

2.2 Caracteristicas generales de G. lamblia

G. lamblia es un parasito intestinal que habita la parte alta del intestino delgado.
Presenta un ciclo de vida simple, alternando dos formas de vida diferentes, el
trofozoito (Figura 1A) el cual representa el estado vegetativo, ya que coloniza el
intestino delgado del hospedero, y el quiste (Figura 1B) que representa el estado

infectivo, y esta forma de vida es la que infecta al hospedero.



A) B)

Figura 1.- Esquema de G. lamblia. A) Trofozoito y B) Quiste

G. lamblia carece de organelos prominentes, que caracterizan a una célula
eucariética, como mitocondrias y peroxisomas®, asi como la presencia de reticulo
endoplasmico (RE). Se ha observado la presencia de aparato de Golgi en G.
lamblia durante la diferenciacion a quiste®. Este paréasito es considerado como el
microorganismo de mas temprana division en la linea eucari6tica de descendencia.
Estas razones hacen atractivo el estudio biolégico de G. lamblia, obteniendo el
conocimiento sobre la temprana evolucidon de sus estructuras, el transporte o
sintesis de proteinas de células superiores eucariéticas, asi como sus adaptaciones

celulares tardias en su estilo de vida parasitico. Lo anterior ha llevado a secuenciar



por completo el genoma de algunas cepas de G. lamblia, convirtiéndolo en un

modelo de estudio muy atractivo para distintas lineas de investigacion®.

2.3 Reconocimiento molecular y respuesta inmunolégica contra G. lamblia

La erradicacion de la infeccidn por giardiasis depende de diversos factores, dentro
de los mas importantes se encuentran, la dosis de ingesta de trofozoitos y el nivel
de la respuesta inmune del hospedero debido al reconocimiento molecular de G.
lamblia. Por tal motivo, se ha investigado la participacion de la respuesta innata y
adaptativa en los mecanismos de erradicacién de la infeccion tanto en humanos

como en modelos animales de experimentacion®.

2.3.1 Mecanismos inmunoldégicos humorales contra G. lamblia

La respuesta inmunologica humoral es un mecanismo especializado para la
eliminacién de microorganismos extracelulares y moléculas antigénicas. G. lamblia
coloniza el duodeno, el cual se encuentra recubierto por mucosas donde la
respuesta inmunoloégica humoral se caracteriza por la produccién de
inmunoglobulinas del tipo A (IgA) generadas por linfocitos B, las cuales actian
como sensores bioldgicos, detectando y erradicando a G. lamblia del hospedador™®.
En modelos murinos de infeccion, se producen sensores biologicos (IgA)
especificos a proteinas de G. lamblia, responsables de la erradicacion de la
infeccién®'. Esta caracteristica ha sido el motivo por el cual la mayoria de los
estudios de la respuesta inmune contra G. lamblia se han abocado en la respuesta

inmune humoral.



Durante la infeccion las concentraciones de estos sensores biologicos se
incrementan (IgA en mucosas, IgM e IgG en suero) por lo que la presencia de
linfocitos B (célula productora de anticuerpos) es critica para la erradicacion de la
giardiasis. Se ha estudiado el papel importante que juegan estas moléculas durante
la infeccion en ratones carentes de linfocitos B, asi como animales deficientes de
IgM, 1gG e IgA, debido a que se desarrolla la infeccién de manera crénica®*?. En
pacientes inmunocomprometidos, que presentan bajos titulos de inmunoglobulinas
(hipogammaglobulinémicos), se desarrollan cuadros clinicos prolongados de

giardiasis, e incluso una giardiasis crénica'*®,

Algunos sensores biologicos
presentan efectos toxicos (IgM e 1gG) en trofozoitos a través de mecanismos
dependientes o independientes del sistema del complemento, eliminando asi la

infeccion®?,

2.3.2 Mecanismos inmunolégicos celulares contra G. lamblia
La respuesta inmunolégica celular involucra diversas estirpes celulares, que a
través de receptores o sensores biolégicos, reconocen con especificidad una
molécula antigénica, desempefando los linfocitos T un papel importante en la
eliminacion de la infeccion.

En humanos y en modelos murinos de infeccion, la presencia de trofozoitos
de G. lamblia induce la proliferacion de linfocitos T en mucosas y sangre periférica 'y
la subsecuente produccién de INF-y*°, por lo cual los linfocitos T CD4* af son
requeridos para la eliminacién de la giardiasis'**°. La reconstitucién de timo con

células T de ratones infectados con G. lamblia disminuye la carga parasitaria en



intestino, pero aumenta la atrofia de las microvellosidades intestinales®8. En
contraparte, se ha estudiado que las atrofias en el intestino del hospedero son
desarrolladas por la accion de los linfocitos T CD8" (citotoxicos). En individuos con
giardiasis sintomatica, donde se observaron grandes infiltrados linfociticos (CD8"),
especialmente en aquellos que presentaban diarrea y flatulencia. Los autores
sugieren que los linfocitos T CD8" estan relacionados con las patologias

desarrolladas durante la infeccion*®*°,

2.4 Reconocimiento molecular por linfocitos T a través del sensor biolégico

receptor de células T (RCT)

La interaccion RCT, sensor biolégico en linfocitos T, con péptidos antigénicos
presentes en el sensor biolégico (CMH), constituye un proceso definitivo para que
se lleve a cabo una respuesta inmunolégica del tipo celular?®.

Los mecanismos de defensa del organismo se activan al ingresar al
hospedero agentes extrafios o sus productos. En la respuesta inmunoldgica celular
los linfocitos B y T estan profundamente involucrados. Las células B se activan a
través de su sensor biolégico RCB (receptor de células B) con el antigeno en forma
nativa y desencadenan una respuesta inmunologica humoral, mientras que las
células T no tienen contacto de esta forma con el antigeno, sino que necesitan el
apoyo de células especializadas en el procesamiento y presentacion de antigeno,
llamadas células presentadoras de antigeno profesionales (CPA). Las CPA
reconocen proteinas antigénicas del parasito, también a través de sensores
biologicos, e inician el procesamiento de las mismas hasta exponerlas en su

8



superficie celular unidas a los sensores biolégicos CMH (clase | o Il), para el
posterior reconocimiento por parte de los linfocitos T a través de su RCT, actuando
como un sensor biolégico. El reconocimiento molecular de péptidos, es un evento
esencial que da inicio a una respuesta inmune celular. Los linfocitos T CD8"
reconocen antigenos de tamafio relativamente cortos (8-11 aminoacidos), en
fragmentos de proteinas (péptidos) unidos al sensor biolégico CMH (clase 1),
mientras que los linfocitos T CD4" reconocen antigenos de mayores longitudes
unidos al sensor biolégico CMH clase Il (12-25 aminoacidos) (Figura 2). Los
primeros estudios cinéticos de las interacciones péptido-CMH revelaron que
muchos péptidos diferentes se unen con moderada o alta estabilidad a cualquier
CMH dado, con tiempos medios de minutos a meses para la disociaciéon del
péptido®’.

Andlisis estructurales (cristalografia de rayos X) del complejo péptido-CMH (I-
AYHEL) han revelado diversos elementos estructurales tnicos para la molécula del
CMH clase Il. Asi como han revelado la estructura de dichas moléculas [CMH (clase

l'y )] y la forma en que éstos interaccionan con los péptidos presentados?.



Sy \@

Péptido
Figura 2.- Esquema de procesamiento y presentacion de antigeno. Las CPA,

presentan los péptidos inmunodominantes por medio de las moléculas del CMH

clase Il a los linfocitos T CD4+ a través del RCT.

Las moléculas del CMH clase | son expresadas ubicuamente en las estirpes
celulares nucleadas. En contraste, las moléculas del CMH clase Il son expresadas
en células especializadas como las CPA [linfocitos B, células dendriticas (CD) y
macrofagos] y en menor proporcidon en otros tipos celulares como: fibroblastos,
células endoteliales de intestino, mastocitos, entre otros.

Los sensores biolégicos del CMH clase | y Il son proteinas de membrana
integrales de tipo |. Presentan tres regiones, una citoplasmatica, una
transmembranal y por ultimo la region extracelular, constituida por 2 cadenas: la a 'y

B-2 microglobulina (CMH clase 1), la a y B (CMH clase Il). En la regién a y B del
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CMH clase Il se localiza la hendidura de union a péptidos, la cual presenta residuos
polimorfos, que son aminoacidos que varian entre los diferentes alelos del CMH.
Los sensores bioldgicos del CMH clase | (Figura 3A) son glicoproteinas de
membrana que presentan una cadena a pesada (44 kDa) de tres subunidades a1,
a2 y a3. A dicha cadena se le asocia un segundo polipéptido denominado -2
microglobulina (12 kDa) el cual es codificado por un cromosoma distinto al del mhc.
Este dimero se estabiliza al asociarse un péptido antigénico y son reconocidas por
el RCT en los linfocitos T CD8". Los sensores biologicos del CMH clase Il (Figura
3B) son también glicoproteinas de membrana de tipo I, que consisten en dos
cadenas, la cadena a (de 32-34 kDa) y 3 (de 28-29 kDa), unidas entre si de manera
no covalente por puentes disulfuro, y son reconocidas por los RCT de los linfocitos
CD4", jugando un papel importante como sensores biolégicos, detectando la
presencia de péptidos provenientes de proteinas inmunogénicas de G. lamblia. Los
segmentos aminoterminales a1 y 1 (asi como los segmentos a1 y a2 del CMH 1)
de las cadenas, interactiian para formar la hendidura de union a péptidos, ya que es
el area donde se localizan residuos polimérficos, tanto en su interior como en su
alrededor. Los segmentos a2 y 2, estan plegados en dominios de inmunoglobulina

y no son polimérficos?®,

11



CMH Clase | CMH Clase Il

A) B)

Figura 3.- Representacion esquematica de los sensores biolégicos del
complejo mayor de histocompatibilidad. A) CMH clase I, B) CMH clase Il. Las
moléculas del CMH son glicoproteinas de membrana que presentan tres regiones,
una extracelular donde se encuentra el sitio de union a péptidos, una
transmembranal e intracelular. Las principales diferencias entre las moléculas de

clase | y Il radican en su estructura y presentacion de péptidos.
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En estudios cristalograficos y de interaccion del complejo sensor biolégico
(CMH)-péptido se ha demostrado similitud en las conformaciones de la union
peptidica a las moléculas de CMH clase | y Il. Las moléculas de clase | interactian
con las terminales amino y carboxilicas del péptido unido. Estas terminaciones junto
con el péptido unido al sensor biologico CMH restringen la longitud de los péptidos
de 8 a 10 aminoé&cidos?.

Sin embargo, el sitio de unidon a péptidos de las moléculas de clase Il es
abierto en las dos terminaciones, y las interacciones de los péptidos son mas
difusas debido a que es permitido que exista mayor variabilidad en la longitud (10-
28 aminoacidos). Estos biosensores se han caracterizado en términos a su
funcionalidad en mecanismos inmunolégicos, debido a que se unen a fragmentos
de antigenos. Esta interaccion activa a células T especificas a antigenos para
generar una respuesta inmunoldgica en contra del antigeno patron, de tal forma que
un pequefio fragmento de antigeno induce una respuesta inmunoldgica en contra
de un antigeno completo. Esta idea es implementada en el desarrollo de vacunas
en base a los péptidos antigénicos responsables de generar una respuesta
inmunoldgica®*.

La afinidad de union de los sensores biolégicos del CMH clase 1l con los
péptidos, depende de las interacciones entre los residuos de las cadenas laterales
de los aminoé&cidos con ciertos sitios especificos del surco de unién a péptidos de la
molécula del CMH. Las interacciones quimicas gobernadas en estas uniones son
de tipo reversible debido a la naturaleza del comportamiento de asociacion y

disociacion del complejo RCT-péptido-CMH (RCT-p-CMH), siendo los principales

13



tipos de unién: puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals y en menor
proporcion los puentes salinos. Se ha determinado la estructura quimica del sensor
biologico CMH y se ha encontrado un sitio de gran polimorfismo que interacciona
con los péptidos que le son presentados a las células T; este surco de union a
péptidos estd conformado por cinco bolsillos (“pockets”) esenciales para la
asociacion de los péptidos (P1, P3, P4, P6, P7 y P9), los cuales preferencialmente
aceptan residuos con caracteristicas particulares como lo son el tamafio apropiado,
hidrofobicidad y cargas eléctricas, lo cual trae como resultado la unién del péptido al
biosensor con la combinacién satisfactoria de la preferencia de cada bolsillo de
unién. Los bolsillos P1, P4, P6, P7 y P9 interaccionan con las cadenas laterales de
los aminoacidos, mientras que los bolsillos P2, P5 y P8 interaccionan con el RCT?#
(Figura 4). El primer aminoacido del sitio de union a péptidos, es el P1, el cual
presenta una fuerte preferencia por el &cido aspartico. Segun estudios
cristalograficos, este acido embona perfectamente en el sitio P1 del CMH haplotipo
I-A 2. El P1 es el de mayor relevancia en la interaccion CMH-péptido debido a
que, al inducir sustituciones del &acido aspartico en Pl por asparagina causa
cambios desfavorables en la union peptidica. El P4 no esta tan restringido como P1
e indistintamente prefiere residuos hidrofébicos (isoleucina, valina y leucina) y tolera
un gran namero de sustituciones, sin interferir en la unién peptidica. El P6 es el
segundo sitio con mayor restriccién en cuanto a preferencias de residuos, la cual
consiste predominantemente en acido glutamico y residuos de glutamina. El P7
presenta poca restriccion, y gran diversidad de residuos se han encontrado en este

sitio. Finalmente, el P9 preferentemente acepta residuos pequefios, comunmente
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serina o treonina®* (Figura 4). El entendimiento de la interaccién péptido-sensor
biologico (CMH) tiene gran interés debido a que es util durante el desarrollo de
vacunas, asi como el entendimiento del plegamiento e interaccion de

macromoléculas.

Figura 4.- Representacion esquematica de los bolsillos de unién del sensor
biolégico CMH clase Il (haplotipo I-AX). Superficie de la hendidura de unién a

péptidos del complejo pCMH?.
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2.5 Procesamiento y presentacion de antigeno

Los péptidos reconocidos por los linfocitos T CD4" son en su mayoria derivados de
proteinas exdgenas que requieren cierta forma de procesamiento antes de ser
unidos al sensor biolégico (CMH Clase 11)*%2. El antigeno soluble es internalizado a
las CPA por diferentes vias como endocitosis mediada por receptores,
macropinocitosis, entre otras. En la region citosolica se forman vacuolas que
contienen el antigeno soluble capturado, el cual sufre un desdoblamiento por la
reduccién de los puentes disulfuro presentes en las diferentes proteinas®’. De
manera consecutiva, se presenta una degradacion del antigeno por la accién de
proteasas (principalmente cisteinil, asparatinil) a pH bajo.

Las moléculas del sensor biolégico (CMH) son sintetizadas de novo en el
reticulo endoplasmico (RE), en donde son ensambladas y transportadas al aparato
de Golgi, bajo la regulacibn de moléculas accesorias incluyendo la cadena
invariante (1))?°. El complejo CMH-li es transportado en endosomas, incluyendo
compartimentos multilamelares y multivesiculares o en fagolisosomas. Este
complejo, junto con moléculas accesorias como el HLA-DM y HLA-DO, regula la
carga de los péptidos a las moléculas CMH clase 11”°. Dentro de la hendidura de
union a peéptidos del sensor biolégico CMH clase I, se encuentra asociado un
péptido derivado de la cadena invariante llamado CLIP, el cual es disociado por las
moléculas HLA-DM y permite la union de péptidos provenientes de antigenos
solubles procesados. Esta union es llevada a cabo en endosomas que son

exocitados en la superficie celular para la presentacion a linfocitos T CD4".
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El entendimiento del reconocimiento molecular en una respuesta
inmunoldgica durante la giardiasis, permite el conocimiento de los principales
mecanismos celulares y moleculares que intervienen en la eliminacion de la
infeccion. La identificacion de proteinas inmunogénicas apoyara el mejor
entendimiento de las interacciones G. lamblia—hospedero, y sentara las bases
moleculares que ampliaran el conocimiento acerca de los mecanismos

inmunolégicos relacionados durante una infeccién por G. lamblia.

2.6 Proteinas inmunogénicas de G. lamblia reconocidas por modelos de

infeccién murino

El conocimiento acerca de los mecanismos inmunolégicos involucrados en el
control de la infeccion por G. lamblia, es poco profundo. La respuesta inmunolégica
(celular y humoral) juega un papel muy importante en el control de infecciones por
G. lamblia. Hasta el momento, no se ha desarrollado una vacuna especifica contra
la giardiasis en humanos. Un paso esencial en el desarrollo de una vacuna efectiva
es que ésta, controle y prevenga efectivamente la infeccién, por lo cual el
conocimiento de las proteinas inmunogénicas de G. lamblia es importante para el

desarrollo de las mismas.
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2.6.1 Proteinas inmunogeénicas reconocidas por sensores bioldgicos de la
respuestainmune humoral
Durante las ultimas tres décadas se han redoblado esfuerzos para conocer las
proteinas inmunogénicas que juegan un papel importante durante la giardiasis.
Nuestro grupo de investigacion ha enfocado sus esfuerzos en el conocimiento
profundo acerca de los mecanismos quimicos, inmunologicos y bioquimicos que se
desarrollan en la infeccibn por G. lamblia. La identificacion de proteinas
inmunogénicas es un objetivo clave para el desarrollo de vacunas. Uno de los
objetivos primordiales ha sido la identificacion de proteinas inmunogénicas de G.
lamblia que induzcan una respuesta inmunolégica humoral, asi como una respuesta
inmune celular. Se ha descrito que en el modelo de infeccibn murino adulto
(C3H/HeJ), durante la giardiasis, se generan anticuerpos durante una respuesta
inmunoldgica secretora (IgA fecales) y sistémica (IgG sérico) en la infeccion
primaria y secundaria por G. lamblia®. Los ratones infectados por G. lamblia
muestran elevaciones en los niveles de anticuerpos intestinales (IgA) y séricos (IgG)
especificos para proteinas de G. lamblia, siendo este tiempo en el cual la carga
parasitaria en los ratones infectados decrece considerablemente, lo cual sugiere
gue la respuesta de anticuerpos juega un papel importante durante la erradicacion
de la infeccién por G. lamblia®.

La abundancia relativa detectada de anticuerpos IgA en extractos fecales fue
mucho mayor en comparacion con la abundancia de anticuerpos IgG; estos
resultados son reforzados con el hecho de que G. lamblia, siendo un patégeno

luminal, habita estrictamente en la mucosa intestinal del intestino delgado (no
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invasivo), permitiendo asi una mejor estimulacion del sistema inmune en mucosas
gue del sistema inmune periférico. Por medio de analisis por Western-blotting se
lograron identificar proteinas con una diversidad de masas moleculares relativas:
48, 55, 63, 71, 86, 106, 131 y 159 kDa. La cepa de G. lamblia GS/M-83-H7 expresa
constitutivamente la bien caracterizada VSP H7 (71 kDa) y se ha reportado que la
respuesta de anticuerpos séricos y sistémicos es dirigida hacia esta proteina®®2?,
por lo cual los resultados inicialmente sugerian que la proteina de 71 kDa fuera VSP

H7. Algunas de las proteinas identificadas por espectrometria de masas se

muestran en la tabla 1%,

2.6.1.1 Generacién de sensores biolégicos (anticuerpos monoclonales)

Los sensores biolégicos, como los anticuerpos dentro en un sistema bioldgico,
juegan un papel central en la respuesta inmune humoral. Los linfocitos B son
células especializadas en la secrecién de anticuerpos en plasma sanguineo y otros
fluidos corporales, los cuales reconocen a los antigenos®. En la respuesta inmune
humoral, los anticuerpos juegan un papel importante como sensores bioldgicos en

la erradicacion de la infeccién por G. lamblia?®3+3¢,
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Tabla 1.- Proteinas inmunogénicas de G. lamblia identificadas por ESI

Masa Molecular

Relativa (kDa) No. de Identificacion

Proteina

Nek cinasa 16.0 gi|157436618|gb|EDO80832.1|

Factor 1 A de inciacion de

translocacion en eucariotes 18.1 0i|157436484|gb|EDO80699.1|
B- giardina 30.8 0i|2144818|pir||SIGQBG
Enolasa 48.2 0i|157437452|gb|EDO81662.1|

Aminoacil-histidil

dipeptidasa 55.1 gi|157433256|gb|[EDO77502.1]
VSP-H7 56.8 0i[159143|gb|AAA18202.1|
Cadena pesada de dineina 62.3 0i|157434527|gb|EDO78757.1|
BiP 72.6 gi|468016|gb|AAA19123.1]

Proteinas de G. lamblia identificadas por ESI-MS/MS provenientes de 2D SDS-PAGE™.
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Los hibridomas de células B son una herramienta poderosa para la caracterizacion
bioquimica e inmnunolégica de antigenos, ya que son células inmortales
productoras de anticuerpos monoclonales (AcMos) que se generan a partir de la
fusion de esplenocitos provenientes de ratones (infectados o inmunizados) con
células de mieloma, obteniendo finalmente una célula hibrida productora de AcMos,
los cuales funcionan como sensores biologicos. Previamente en nuestro grupo de
investigacion, se generaron hibridomas de células B especificos para proteinas de
G. lamblia, a partir de ratones infectados (C3H/HeJ) con la cepa GS/M-83-H7, los
cuales produjeron AcMos (1B10, 2C9.D11, 3C10.E5, 3D10, 5G8.B5, 5F4, 4C7, 3C5
y 3C6). Estos anticuerpos son especificos hacia una proteina inmunogénica de G.
lamblia®’. La identificacién y caracterizacién de la proteina inmunogénica que
reconoce el sensor bioldgico permitira ahondar en el conocimiento del desarrollo de
la respuesta inmunoldgica contra el pardsito intestinal G. lamblia, asimismo nos
permitird sentar las bases moleculares para el futuro desarrollo de una vacuna

contra esta parasitosis.

2.6.2 Proteinas inmunogénicas reconocidas por sensores biolégicos de la

respuesta inmune celular

La identificacion de proteinas inmunogénicas durante la infeccién por G. lamblia se
ha enfocado mayoritariamente en antigenos especificos que estimulan a linfocitos
B. Sin embargo, es muy poca la informacion encontrada sobre antigenos que
induzcan una respuesta en células T. La respuesta inmune celular juega un papel

importante en el control de la giardiasis®*?.
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Se ha observado que en ratones inmunodeficientes o atimicos los linfocitos T CD4+
tienen un papel critico en el control de la infeccién por Giardia®®. Los hibridomas de
células T son una herramienta ilimitada de células T especificas hacia algun
antigeno, se generan a partir de la fusion de linfocitos T activados con células de
timoma. Los hibridomas de células T son utilizados para identificar proteinas
inmunogénicas, asi como para monitorizar el procesamiento y presentacion de
antigenos de células T a través de los sensores bioldégicos CMH clase | y II. Los
primeros hibridomas de células T especificos para proteinas de G. lamblia (9B10,
4D5 y 10Gb) descritos en la literatura reconocen proteinas inmunogeénicas de
diversas masas moleculares relativas (40-46, 65-77, y 90-110 kDa)*'. Algunos
autores han reportado proteinas inmunogénicas de G. lamblia que son reconocidas
por la respuesta inmune humoral sistémica (IgG) y secretoria (IgA)**%3"° Algunos
de estos antigenos comparten masas moleculares relativas de los antigenos
reportados por Astiazaran et al. (2009)*, sugiriendo que la respuesta de células T
dependientes de anticuerpos requieren la activacion de células B por células T
cooperadoras que reconocen al mismo antigeno. Los linfocitos T cooperadores
regulan la produccién de anticuerpos, asi como el isotipo que determinard la funcion

efectora del anticuerpo®*+4°.
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2.7 Proteinas inmunogénicas de G. lamblia

Algunos autores han identificado proteinas inmunogénicas de G. lamblia, las cuales
son reconocidas durante la respuesta inmune sistémica y humoral en humanos y
ratones infectados con trofozoitos de G. lamblia'®***®, El conocimiento acerca de
los antigenos especificos de G. lamblia que inducen una respuesta inmune
protectora son muy limitados. Algunas de las proteinas identificadas estan
relacionadas con el metabolismo, movilidad y sintesis de proteinas de G. lamblia
(Tabla 2).

G. lamblia sufre un proceso denominado variacion antigénica, y ocurre in
vitro en todos los aislados*®*°. Consiste en la variacion de la secuencia de
aminoacidos de las proteinas presentes en la superficie (VSPs, Variable Surface
Proteins) de todo el cuerpo de los trofozoitos. Poblaciones derivadas de un solo
trofozoito contienen un pequefio nimero de individuos expresando una de muchas
posibles proteinas variables de superficie, debido a que s6lo uno de
aproximadamente 200 genes que codifican para proteinas de VSP, se expresa a la
vez en la superficie de cada trofozoito. Esta modificacion de VSP ha sido observada
cada 6-13 generaciones y su cambio ocurre espontdneamente durante el
procesamiento de intercambio de VSP®*. Algunos autores sugieren que estas
moléculas son empleadas para evadir la respuesta inmunolégica por parte de G.

lamblia dentro del hospedero®.
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Tabla 2.- Principales proteinas inmunogénicas de G. lamblia

Masa

Molecular Humano Raton
Proteina Relativa Svard 1836 ?&V%Fgléf Eckmangl Faub%t MUIIerJ\l
(kDa) 2003 A 2005% L 2006 2004 1996
GTA-1 20 *
ADI 25 * * *
TSA 417 25 * *
B-giardina 27 * *
GTA-2 27 *
SALP-1 27 *
a-1-giardina 32 * * *
a-2-giardina 33 * *
a-7.3-giardina 33 * *
OCT 33.5 * * *
a-7.1-giardina 34 * *
a-11-giardina 35 *
a-2-tubulina 36 * *
FBA 37 * * *
UPL-1 38 * *
CWP-2 39 *
Enolasa 50 * * *
B-tubulina 55 * *
VSP H7 72 *




Otras moléculas inmunogénicas son las proteinas de choque térmico (HSP,
Heat Shock Protein), las cuales se liberan en respuesta a estrés por cambio
bruscos de temperatura y pH como ocurre en estdmago e intestino delgado.
Algunas de las proteinas descritas se encuentran relacionadas en diversos
procesos dentro de la biologia de Giardia, como lo son las a-1 giardinas, 7
giardinas, B-giardina, a y B -tubulina, localizandose en el citoesqueleto y flagelos.
También se han reportado otras relacionadas con funciones metabdlicas como la a-
enolasa, fructosa-1,6-bifosfato aldosa, arginina deaminasa y la ornitina carbamoil
transferasa®*®>*,

Esta diversidad de proteinas encontradas en G. lamblia provoca que entre
cada aislado de G. lamblia exista una diferencia en el perfil electroforético durante
una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)®?. Debido a las diferencias

bioquimicas entre los diferentes aislados, resulta dificil la comparacion de

resultados entre distintas cepas.

2.8 Espectrometria de masas
Espectrometria de masas (EM) es una técnica analitica que provee de informacién
cualitativa (estructura, secuencia de aminoacidos) y cuantitativa (masa molecular o

535 La fuente de ionizacion a utilizar

concentracion) acerca de una muestra
principalmente para proteinas es ionizacion por “electrospray” (ESI-MS,
Electrospray lonization Mass Spectrometry). El analisis por ESI, se puede hacer

provocando una ionizacion positiva 0 negativa. Se selecciona la polaridad de los

iones que se desea analizar mediante el voltaje del capilar. Permite la obtencion del
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ibn molecular, y si se desea obtener una fragmentacion, se puede inducir
aumentando el voltaje en la punta del cono del capilar. Este proceso se utiliza con
frecuencia en espectrometria de masas en tandem. La ESI de especies poliméricas,
proporciona espectros que contienen una serie de multiples iones cargados del
siguiente tipo: [M+ nH]n+ y [M—nH]n—>3. Las moléculas de interés son introducidas a
una fuente de ionizacion del espectrometro de masas, donde son ionizados para
adquirir una carga positiva o negativa. Los iones viajan a través de un analizador de
masas Y llegan a diferentes partes del detector de acuerdo a la relacién masa/carga
(m/z)*2. El analizador cuadrupolar, es mas frecuentemente utilizado en
espectrometria de masas en tandem, consiste en cuatro barras paralelas,
separadas entre ellas, a las que se aplica un potencial de corriente continua, sobre
el que se superpone un potencial de radiofrecuencia. Los iones atraviesan el interior
de las barras y el campo creado en ellas actia a modo de filtro, determinando qué

iones alcanzaran el detector®™®°, S

Olo algunos iones alcanzaran el detector
dependiendo del campo de radiofrecuencia aplicado asi como de su relacién m/z.
Después de que los iones hacen contacto con el detector, se generan sefiales que
son grabadas en una computadora, donde se observa un espectro. El espectro
resultante es un grafico que representa la abundancia relativa de los iones
producidos (% de abundancia relativa de los iones producidos) respecto de su
relacién masa/carga (m/z)>3. La sefial correspondiente a un i6n aparece en forma
de varios picos que corresponden a la distribucion estadistica de los distintos

isotopos del ion. Al utilizar espectrometria de masas en tandem (MS/MS) se utilizan

varios espectrometros de masas, el primer espectrometro sirve para seleccionar un
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i6n determinado entre los iones producidos en el sistema de ionizacion. A partir del
espectro de masas generado, se selecciona el i6n precursor. Se introduce en una
camara de colision, en la que se bombea un gas. Los iones moleculares son
acelerados por un potencial eléctrico hasta obtener una energia cinética alta y en la
camara colisionan con las moléculas del gas (argén)®>*°. En la colisién parte de la
energia cinética se transfiere al péptido, y se fragmenta el i6n precursor en
pequefios fragmentos neutros y otros iones. Estos fragmentos del ion precursor,
entran en el segundo espectrometro de masas donde son analizados para dar un
nuevo espectro de masas. La informacion obtenida por espectrometria de masas es
esencialmente cualitativa, como es la determinacibn de masa molecular o la
informacion sobre la estructura a partir de los fragmentos obtenidos, pero también
se pueden realizar analisis cuantitativos utilizando patrones internos o externos con
limites de deteccion desde picomoles a femtomoles. El ibn molecular (M+) brinda la
informacion mas valiosa en el espectro de masas. Su masa y composicion
elemental indican las fronteras dentro de las cuales se tienen que encontrar los
fragmentos estructurales que se detecten en el espectro de masas™.

En la protedmica, la espectrometria de masas es una herramienta utilizada
para identificar moléculas pequefias, como péptidos. La secuenciacion de péptidos,
en procesos biolégicos e inmunoldgicos es de gran importancia para el desarrollo

de vacunas®.
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2.9 Prediccidon de epitopes que estimulan una respuesta inmune celular y
humoral

Las vacunas hoy en dia siguen siendo el instrumento de profilaxis contra
enfermedades infecciosas, con innumerables beneficios a la humanidad®. La
prediccién de epitopes (epitopos o epitopos), pequefia secuencia de aminoacidos
reconocida por el sistema inmunitario, a través de la bioinformatica es un método
gue nos permite monitorizar epitopes potenciales para células T, basandose en la
unién al sensor biolégico CMH clase | o CMH clase 11°°°". La prediccién més certera
acerca de los péptidos que se unen al CMH es fundamental para la identificacion de
epitopes de células T, asi como, para el éxito en el disefio de vacunas basadas en
péptidos o proteinas. Uno de los algoritmos frecuentemente utilizados es
SYFPEITHI” (www.syfpeithi.de), que se basa en la prediccion de epitopes que se
unen al sensor biolégico (CMH clase Il) con mayor afinidad quimica, basandose en
las caracteristicas quimicas de las cadenas residuales de los aminoacidos que
constituyen a los péptidos generados, asi como los mismos requerimientos
quimicos del sitio de unién a péptidos del sensor biolégico CMH clase II”. El
reconocimiento molecular es un proceso entre un ligando y su sensor (antigeno-
anticuerpo, péptido-CMH) y juega un papel muy importante durante el desarrollo de
una respuesta inmunoldgica. El caracterizar quimicamente estos péptidos ayudara
a sentar las bases moleculares® y celulares para el futuro desarrollo de medidas

profilacticas contra la giardiasis.
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3. JUSTIFICACION

Los sensores biologicos son herramientas con multiples aplicaciones, en la
medicina son utilizados en la deteccién de moléculas de agentes patégenos como
G. lamblia. La giardiasis es la infeccion gastrointestinal por el protozoario de mayor
importancia epidemioldgica a nivel mundial. El estado de Sonora se ha ubicado
entre los primeros lugares con prevalencia de giardiasis. Los programas de
erradicacién de infecciones, como la giardiasis, se ven obstaculizados debido al
poco conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el
control y eliminacién de la misma. En la Universidad de Sonora se han realizado
estudios de investigacion sobre la infeccion por G. lamblia, donde se ha logrado la
caracterizacion parcial de proteinas inmunogénicas de G. lamblia que inducen una
respuesta inmunoldgica, a través del uso de sensores biolégicos con la finalidad de
sentar las bases moleculares para poder profundizar mas en el conocimiento de los

mecanismos involucrados en la relacion huésped-parasito.
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4. OBJETIVO GENERAL

Generar y aplicar sensores biolégicos (anticuerpo monoclonal, molécula

principal de histocompatibilidad clase IlI) para la identificacion de epitopes

inmunodominantes de proteina de G. lamblia que estimulan una respuesta

inmunologica.

4.1 Objetivos Particulares

1.

Caracterizar parcialmente proteinas inmunodominantes de G. lamblia
especificas para hibridomas de células T.

Generar anticuerpos monoclonales (sensores bioldgicos) especificos para
proteinas inmunodominantes de G. lamblia en un modelo murino de
infeccion.

Caracterizar bioguimica e inmunolégicamente la proteina de G. lamblia
gue reconoce el sensor bioldgico (anticuerpo monoclonal) 5G8.B5.
Identificar los epitopes inmunodominantes de G. lamblia que induzcan
una respuesta inmunoldgica de tipo celular y humoral por medio de
bioinformatica.

Evaluar la capacidad aglutinante in vitro del anticuerpo monoclonal en

trofozoitos de G. lamblia.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo de G. lamblia

Se utilizaron cultivos axénicos de trofozoitos de G. lamblia [GS/M-83-H7 y 5G8 (+)]
conservados en medio de cultivo TYI-S-33, suplementado con NBCS (suero de
ternera recién nacida) al 10% y antibi6ticos®®. Se incubaron a 37°C en condiciones

microaerofilicas (ver anexo 1).

5.2 Animales de experimentacion

Se utilizd la cepa singénica C3H/HeJ de ocho a catorce semanas de edad,
adquiridos en The Jackson Laboratories (Maine, USA). Los animales fueron
mantenidos en el bioterio del Departamento de Investigacion y Posgrado en
Alimentos de la Universidad de Sonora (DIPA), con fotoperiodos de 12 horas a
25°C y alimentados con una dieta comercial para ratones. Esta cepa de ratdén es
susceptible a la infeccién por G. lamblia clona GS/M-83-H7°. El manejo de los
animales en experimentacion, se realiz6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999) “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso

de los animales de laboratorio”.

5.3 Obtencidn de extractos antigénicos solubles de G. lamblia

Los antigenos solubles de G. lamblia se obtuvieron por el método de Gottstein et al.
(1990)*! con ligeras modificaciones. Trofozoitos provenientes de cultivos

confluentes fueron cosechados durante su fase logaritmica y enfriados en hielo por
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15 min. Cien millones de trofozoitos fueron lavados tres veces con una solucién
salina de fosfatos estéril (PBS, phosphate buffer saline) y se resuspendieron en 1.5
mL de PBS, y fueron congelados tres veces (nitrégeno liquido) y descongelados a
TA. Después, se sometieron a 30 ciclos (2 min) de sonicacién (Brandon sonifier
250, Shelton, CT, USA) en presencia de inhibidores de proteasas [23 mM 4-(2-
aminoetil) fluoruro benceno sulfonilo (AEBSF)], 0.3 mM pepstatina A, 0.3 mM E-64,
2 mM bestatina, y 100 mM de EDTA sdédico (Sigma, St. Louis, MO, USA). El detrito
celular fue removido por centrifugacién (10 000 g por 30 min). La concentracion de
proteina de la preparacion de antigeno soluble fue determinada por el micrométodo

de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (ver anexo 2).

5.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE

El analisis electroforético de las proteinas de los extractos antigénicos de G. lamblia
se llevo a cabo en geles de poliacrilamida (12%), usando protocolos estandares de
electroforesis (ver anexo 3). Esta técnica se utilizé para observar el patron
electroforético caracteristico de la cepa GS/M-83-H7 de G. lamblia y determinar la
pureza de la extraccidén, para posteriormente determinar la concentracién por el

micrométodo de Bradford (ver anexo 4).
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5.5 Cultivo de hibridomas de células By T

Previamente en nuestro laboratorio se generaron hibridomas de células B y de
células T especificos para proteinas de G. lamblia. Los hibridomas de céluas T se
generaron a partir de ratones (C3H/HeJ) inmunizados en los cojinetes plantares con
el extracto proteico de trofozoitos de G. lamblia (GS/M-83-H7) (100 pg del extracto
proteico). Se prepar6 una suspension celular a partir de nédulos linfaticos de
ratones después de 7 dias de inmunizacion. Después de 72 h de re-estimulacion in
vitro con el extracto proteico de G. lamblia (5 pg/mL), los linfocitos T fueron
fusionados con el timoma BW5147a3°, obteniéndose hibridomas de células T
especificos para proteinas de G. lamblia. Los viales se seleccionaron en base a su
sensibilidad antigénica.

Los hibridomas de células B se generaron a partir de ratones (C3H/HelJ)
infectados con la cepa GS/M-83-H7°. Ratones de 8 a 14 semanas de edad fueron
infectados y re-infectados utilizando una canula para alimentacion forzada
infectando via intragastrica con 5 X 10° trofozoitos de G. lamblia (GS/M-83-H7) y
sacrificados por dislocacion cervical. Se extrajeron células de bazo y se fusionaron
con el mieloma P3 x 63.Ag8. Se generaron hibridomas de células B, productores de
anticuerpos monoclonales (AcMos) especificos para proteinas de G. lamblia. De los
hibridomas generados se selecciond el hibridoma de células B 5G8.B5, con base

en la capacidad de producir grandes cantidades de AcMo.
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Los hibridomas de células B y T se mantuvieron con medio de cultivo
modificado de Dulbecco’s (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Sigma, St.
Louis, MO, USA), suplementado con suero fetal bovino (SFB) (GIBCO Invitrogen) al

5%, a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, (ver anexo 5).

5.6 Reconocimiento antigénico del sensor bioldégico (anticuerpo monoclonal)
mediante Western-blotting

Proteinas solubles de G. lamblia fueron separadas por SDS-PAGE (12%) bajo
condiciones reductoras modificadas. El extracto proteico de G. lamblia (500 pg) se
mezcld con un volumen igual de soluciéon reguladora de muestra 2X modificada
(0.2% SDS, 0.2% 2-mercaptoetanol). Las proteinas fueron electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa por 20 min, usando un sistema de electrotransferencia
semi-seco (Owl HEP-1, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) con una corriente de
120 mA. Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas por 1 h a TA con PBS
al 5% de leche en polvo libre de grasas y 1% de albumina de suero bovina (BSA,
bovine serum albimun) TA. Después del bloqueo, las membranas fueron incubadas
con suero de ratdn (pre-infeccion, infeccion y re-infeccion, diluido 1:25), suero de
ascitis anti-VSPH7 (AcMo G10/4), AcMo 5G8.B5 y anticuerpos de control de isotipo
[IgG2b, (Sigma, St. Louis MO, USA) e IgG2a 40F], a una concentracion de 5 pg/mL,
por una hora a TA. Después de 5 lavados con PBS las membranas fueron

incubadas con anticuerpo de cabra especifico a IgG de ratén conjugado a HRP
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(diluido 1:7500 con BFS-0.1% BSA) (Sigma, St. Louis MO, USA), por 1 h a TA. Las
membranas fueron lavadas y reveladas usando quimioluminiscencia [kit de
SuperSignal West Pico Chemoluminescent Substrate kit (Thermo scientific,

Rockford, IL, USA)] (ver anexo 6).

5.7 Ensayo de inmunoadsorcion de trofozoitos de G. lamblia

Una placa de seis pozos (Corning, USA) fue cubierta con una solucion del AcMo
5G8.B5 a una concentracién de 25 pg/mL en PBS estéril por 1 hora a 37°C. Los
pozos fueron blogueados con PBS-BSA 1% por 1 h a 37°C. Después de cinco
lavados con PBS frio estéril, 2 X 10° trofozoitos de G. lamblia, previamente
incubados a 4°C, se resuspendieron en 1 mL de PBS-BSA 1% y se adicionaron a
cada pozo incubandose por 20 min a 4°C. Después de cinco lavados con PBS frio
estéril, 2 mL de medio TYI-S-33 suplementado con NBCS al 10% fue adicionado a
los pozos y se incubd por 10 min a 4°C. Las células adheridas se cosecharon y

cultivaron con medio TYI-S-33 (NBCS 10%) (ver anexo 7).

5.8 Ensayo de aglutinacién de trofozoitos de G. lamblia
Dos millones de trofozoitos fueron adicionados a una placa de seis pozos (Corning,
USA) e incubados a 4°C por 1 h en agitacion constante, con diferentes

concentraciones del AcMo 5G8.B5 y del anticuerpo control de isotipo (0, 0.625, 1.2,
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2.5, 5y 10 pg/mL) en PBS frio. La aglutinacion en los trofozoitos fue visualizada por

microscopia éptica (ver anexo 8).

5.9 Andlisis por citometria de flujo de trofozoitos de G. lamblia

Trofozoitos de G. lamblia fueron fijados por 30 min con 1% de paraformaldehido
(Sigma, St. Louis MO, USA) en 0.05% de NaN3-DMEM (Sigma, St. Louis MO, USA)
a TA. Después de dos lavados con PBS frio, los trofozoitos se permeabilizaron por
5 min con 0.1% de Triton X-100 (Sigma, St. Louis MO, USA) a TA. En algunos
casos los trofozoitos no fueron permeabilizados (tincion de superficie celular).
Seguidos de dos lavados con PBS frio, las células fueron incubadas por 1 h con el
AcMo 5G8.B5 (5 pg/mL) o con el anticuerpo control de isotipo (5 pg/mL) a 4°C.
Después de tres lavados con PBS frio, los trofozoitos fueron incubados con el
anticuerpo de cabra especifico a IgG de ratén conjugado a FITC (diluido 1:200 con
0.05% de NaN3-DMEM) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Posterior a tres lavados con
PBS frio los trofozoitos fueron colectados usando un citometro de flujo (Canto II

FACS, Becton Dickinson, CA, USA) (Ver anexo 9).

5.10 Microscopia confocal de trofozoitos de G. lamblia

Trofozoitos de G. lamblia obtenidos a partir de cultivos confluentes se lavaron con
PBS frio bajo condiciones de esterilidad. Las células se fijaron en una laminilla por
15 min con paraformaldehido al 3.7%. Para bloguear los sitios libres, la laminilla se

colocé en una solucion de PBS con leche al 1% y SFB al 5% por 1 h. Después de
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tres lavados con PBS frio, las laminillas se tifieron (tincion superficial o tincién
intracelular) en una camara de humedad usando los AcMos 5G8.B5 (IgG2b) y
anticuerpo control de isotipo (IgG2b), por 1 h a una concentracion de 5 pg/mL.
Después de dos lavados con PBS frio, las laminillas se incubaron por 1 h con el
anticuerpo de cabra especifico a IgG de raton conjugado a FITC (diluido a 1:100)
(Sigma, St. Louis, MO, USA) (ver anexo 9). Las laminillas tefiidas fueron
preservadas con medio de montaje (Vectashield) y analizadas en microscopia
confocal (TCP-SP2 Confocal Lasser Scaning microscope; Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemania). Las muestras fueron observadas a través de un lente de

inmersion (100 X) plan apocromético (NA:1.32).

5.11 Caracterizacién y purificacion de la proteina inmunogénica 5G8 de

G. lamblia

Con la finalidad de aislar y purificar la proteina 5G8, se realiz6 una cromatografia de
afinidad. Se purific6 el AcMo 5G8.B5 (ver anexo 10) y se acopldé a esferas de
sefarosa 4B (Sigma, Cyanogen Bromide Activated Sepharose 4B) (ver anexo 11). A
partir de un cultivo axénico de trofozoitos 5G8 (+) se generd un extracto proteico
(50 mg), el cual se incubd por 2 hr a 4°C con el anticuerpo acoplado a las esferas.
La proteina aislada se eluyo por cambio de pH. Para poder confirmar el aislamiento
de la proteina 5G8 se realizaron ensayos de Western-blotting utilizando el AcMo
5G8.B5 (ver anexo 6). A partir de los geles de SDS-PAGE y de las membranas de

nitrocelulosa provenientes de Western-blotting, se generé un corte de la banda
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correspondiente a =71 kDa. Las muestras provenientes de SDS-PAGE se redujeron
con ditiotreitol (DTT, Dithiothreito) (10 mM) y fueron digeridas con tripsina (12.5
ng/mL), y secadas a TA, para finalmente ser cargadas al equipo de HPLC. Las
bandas de nitrocelulosa se degradaron enzimaticamente con tripsina.
Posteriormente, las muestras fueron resuspendidas en acetonitrilo al 2% y &cido
férmico al 0.1% y secadas al vacio para ser analizadas por un espectrometro de

masas.

5.12 Espectrometria de masas

El andlisis de espectrometria de masas (EM) se llevé a cabo utilizando un sistema
de HPLC Micropore (Surveyor, Thermo. San Jose, CA), y un ESI-MS/MS
(Electrospray tandem mass spectrometer) LCQ Deca (Finnigan, San Jose, CA). Se
empacaron columnas (6 cm x 100 mm) con resina Zorbax C18, 100 A, 5 um, a una
presion de 500 psi, dentro de columnas con puntas para “electrospray” hechas de
silica fundida ESI. Se aplicé un voltaje de 1.8 kV utilizando un electrodo de oro. Las
muestras fueron introducidas a la columna analitica utilizando un inyector
automatico Surveyor (Topoégrafo, Thermo, San Jose, CA). El eluyente de la columna
de HPLC fue directamente sometido a la fuente de ionizacién de electrospray de un
espectrometro de masas Thermo LCQ Deca con trampa de iones.

Los péptidos fueron eluidos en un gradiente utilizando acido férmico al 0.1%
(solucién A) y acido formico con 0.1% de acetonitrilo (solucién B), a un flujo de 500
nL/min. La columna inicialmente se lavod con la solucién A por 10 minutos, después
los péptidos fueron eluidos en un gradiente linear de solventes de 0 a 50% de
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solucion B en un intervalo de 60 minutos, seguido de 50-98% de solucion B por 5
minutos y después un lavado de 5 minutos con 98% de solucion B. Se utilizé el
sistema computacional Xcalibur para realizar el reconocimiento automatico de los
picos, el escaneo de iones hijos a partir de los tres mas intensos. Se analizaron los
picos de acuerdo a: la masa 400-1500 amu, MS/MS del i6n mas abundante del
escaneo, MS/MS del segundo ion mas abundante y MS/MS del tercer ion mas
abundante. Los datos de MS/MS fueron analizados utilizando el sistema
computarizado SEQUEST (Bioworks 3.1, Thermo). Los espectros obtenidos fueron
comparados  contra  secuencias de  proteinas de G. lamblia™
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Los espectros se compararon contra otras bases de datos
de contaminantes comunes de laboratorio. Se consideraron las modificaciones de
los péptidos por oxidacion de metionina y carbamidometilacién de cisteina. La
tolerancia en los péptidos y las masas de los fragmentos fue de 2.5 y 0.5 Da,

respectivamente (ver anexo 12).

5.13 Prediccién de epitopes potenciales que estimulan una respuestainmune

celular y humoral

Con la finalidad de predecir epitopes potenciales de proteinas inmunogénicas
reconocidas durante la infeccién por G. lamblia, se utilizé la base de datos para
ligantes del CMH (bioinformatica) SYFPEITHI'. Para realizar el andlisis se introdujo
la secuencia de aminoacidos de la proteina inmunogénica a analizar, el algoritmo
arrojo una serie de péptidos que potencialmente pudieran unirse a la molécula del

CMH clase Il (I-A").
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De forma paralela se analiz6 una proteina control [HEL (Hen Egg Lysozyme)] la
cual ha sido caracterizada bioquimica e inmunolégicamente?, asi mismo ha sido
utilizada como una proteina antigénica que induce fuertemente una respuesta

375862 ge analizaron los péptidos obtenidos para ambas

inmunoldgica celular
proteinas infiriendo la inmunogenecidad de los péptidos obtenidos para la proteina

inmunogénica de G. lamblia 5G8.

5.14 Analisis estadistico

Para analizar las diferencias en la expresion de la porteina 5G8 en la superficie y en
el interior de los trofozoitos de G. lamblia, se utilizaron los métodos no paramétricos
Kruskal-Wallis y Tuckey (Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,

(2002)). La significancia estadistica fue aceptada cuando p < 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Reconocimiento especifico de sensores bioldgicos (anticuerpos
monoclonales) especificos de G. lamblia
Para evaluar el reconocimiento antigénico del AcMo 5G8.B5, se realizaron analisis
de Western-blot. Se encontraron considerables dificultades al evaluar el
reconocimiento del AcMo 5G8.B5, en condiciones estandar de andlisis.
Optimizando las condiciones de Western-blotting, eventualmente se obtuvieron
resultados por medio de la reduccibn en la concentracion de SDS y 2-
mercaptoetanol previo a la corrida electroforética (SDS-PAGE). Esas observaciones
indican que el reconocimiento del AcMo 5G8.B5 fue sensible a las condiciones de
SDS vy 2-mercaptoetanol, sugiriendo que este AcMo reconoce epitopes
conformacionales en el antigeno 5G8 de G. lamblia.

El hibridoma de células B 5G8.B5 reconocié una banda con una masa
molecular relativa de =71 kDa. Adicionalmente, esta banda inmunogénica fue

reconocida por sueros de ratones infectados y re-infectados (Figura 5).
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Figura 5.- La proteina de G. lamblia de 71 kDa es reconocida por sueros de

ratones infectados y re-infectados. 1. Suero pre-infeccion, 2. Suero de ratones
infectados [quinta semana post infeccion (p.i.)], 3. Suero de ratones re-infectados
[segunda semana post re-infeccién (p.r.i.)], 4. AcMo 5G8.B5 y 5. Anticuerpo control

de isotipo (IgG2b).
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6.2 Expresidn de la proteina 5G8 en trofozoitos de G. lamblia

Con el objetivo de conocer el nivel y el patrén de expresion de la proteina 5G8 en
trofozoitos de G. lamblia (GS/M-83-H7), se realizaron analisis por citometria de
flujo. Casi todos los trofozoitos GS/M-83-H7 permeabilizados (= 94%) expresaron la
proteina 5G8 (Figura 6B). Sélo un porcentaje pequefio (= 5%) de esos trofozoitos
expresaron altos niveles (10*10° IMF, unidades de intensidad media de

fluorescencia) de la proteina 5G8 en la superficie celular (Figura 6A).
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Figura 6.- Expresion de la proteina 5G8 en trofozoitos de G. lamblia. Se
llevaron a cabo analisis por FACS utilizando el AcMo 5G8.B5 y los anticuerpos
control (isotipos 1gG2b e IgG2a). 6A Tincidn superficial en trofozoitos de G. lamblia
(GS/M-83-H7): 1. Células control sin tefir, 2. AcMo control [40F (IgG2a)] y 3. AcMo
5G8.B5. 6B Tincion intracelular en trofozoitos de G. lamblia (GS/M-83-H7): 1.
Células control sin tefiir, 2. AcMo control (40F (IgG2a)) y 3. AcMo 5G8.B5. Los
asteriscos indican las diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al control de

anticuerpo.
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El andlisis por microscopia confocal confirmé que la proteina 5G8 se
encontraba en la superficie celular (Figura 7A) y en el interior de los trofozoitos
(Figura 7B). La proteina 5G8 se encontr6 como una marca intensa y difusa en todo

el cuerpo del trofozoito, incluyendo el disco ventral y los flagelos (Figura 7A.1).
Tincion Superficial

(7A)

moAb 5G8.B5

GS/M-83-H7

moAb 5G8.B5

Figura 7.- Analisis de microscopia confocal de trofozoitos de G. lamblia.
Tincién superficial 7A y tincion interna 7B: 1. AcMo 5G8.B5, 2. Imagen de
microscopia de transmision, 3. Union del AcMo 5G8.B5 y microscopia de

transmision, 4. Anticuerpo control de isotipo (IgG2b).
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Con la finalidad de caracterizar la proteina 5G8, se enriquecié la poblacién
de trofozoitos que expresa la proteina 5G8 en la superficie celular por la técnica de
‘panning” usando el AcMo 5G8.B5. Cincuenta a setenta por ciento de la poblacion

enriquecida [trofozoitos 5G8 (+)] expresa la proteina 5G8 en la superficie celular

(Figura 8).
211 Control ST 312 Control de Isotipo | 313 AcMo 5G8.B5 | *
# ' & 8]
5% ¥ £
% . £ 69.0%
# 3

Trofozoitos 5G8(+)

Figura 8.- Enriquecimiento de la poblaciéon de trofozoitos de G. lamblia que
expresan la proteina 5G8 en la superficie celular.- Se realizaron analisis por FACS
utilizando el AcMo 5G8.B5 y el anticuerpo control de isotipo (IgG2b). Cincuenta a
setenta por ciento de la poblacién enriquecida [trofozoitos 5G8 (+)] expreso la proteina
5G8 en la superficie celular. 1) Células control no tefiidas, 2) Anticuerpo control de
isotipo y 3) AcMo 5G8.B5. Los asteriscos indican las diferencias significativas (p< 0.05)

con respecto al anticuerpo control.
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6.3 La proteina 5G8 de G. lamblia es diferente a la proteina VSP H7

Las proteinas variables de superficie (VSPs) son proteinas inmunogénicas que
recubren por completo la superficie de G. lamblia. Unicamente una sola VSP se
expresa en la superficie de los trofozoitos de G. lamblia en cualquier momento®. La
clona de G. lamblia GS/M-83-H7 expresa constitutivamente la proteina
inmunogénica VSP H7. La prediccion de la masa molecular de esta proteina es de
56.8 kDa, pero en electroforesis de SDS-PAGE, la migracion de esta proteina es
considerablemente alta (cerca de 72 kDa). Con el propdsito de conocer si los
antigenos de Giardia VSP H7 y 5G8 corresponden a la misma molécula, se evalué
la expresion de esos antigenos en la superficie celular de los trofozoitos de G.
lamblia [GS/M-83-H7 y 5G8 (+)] por citometria de flujo, utilizando los AcMos
especificos para las proteinas VSP H7 (G10/4) y 5G8 (5G8.B5). El reconocimiento
antigénico de los dos AcMos, fue claramente diferente (Figura 9) indicando que las

proteinas 5G8 y VSPH7 son moléculas diferentes.
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Figura 9.- La proteina 5G8 de G. lamblia es diferente a la proteina VSP H7
(variant Surface Protein H7).- Se realizaron andlisis por FACS utilizando los
AcMos: G10/4 (a-VSP H7), 5G8.B5 (a-5G8) y anticuerpo control de isotipo (IgG2b).
Tincién superficial de G. lamblia GS/M-83-H7 (9A) y trofozoitos 5G8 (+) (9B). 1)
Células control sin tefir, 2) Anticuerpo control de isotipo, 3) AcMo 5G8.B5 y 4)
AcMo G10/4. Los asteriscos indican las diferencias significativas (p< 0.05) con

respecto al anticuerpo control.
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6.4 Ensayo de aglutinacion de trofozoitos de G. lamblia

La capacidad aglutinante del AcMo 5G8.B5 se evalué en los cultivos de trofozoitos
GS/M-83-H7 y 5G8 (+). EI AcMo 5G8.B5 indujo una fuerte aglutinacién a los
trofozoitos 5G8 (+) a las diferentes concentraciones probadas (Tabla 3). Se
observaron grandes grumos de células aglutinadas a la concentracion de
anticuerpo de 2.5y 5.0 pg/mL (Figura 10). En contraste, el AcMo 5G8.B5 mostro
menor capacidad aglutinante en los trofozoitos GS/M-83-H7 (Tabla 3, Figura 10). El
control de anticuerpo del mismo isotipo pero irrelevante, no mostré capacidad de

aglutinacion en células de Giardia, a ninguna concentracion de anticuerpo probada.

Tabla3.- EI AcMo 5G8.B5 induce aglutinacion en trofozoitos de G. lamblia
Anticuerpo Control de

Anticuerpo (ug/mL) Isotipo AcMo 5G8.B5
0 - -
0.6 + +
1.2 + ++
2.5 + +++
5 + +++
10 + ++

a:-:<1%,; +: 1-10%; +: 11-30% (bajo); ++: 31-60% (medio); +++: 61-90% (alto).
Loos resultados son representativos de tres experimentos independientes.
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Control de Isotipo AcMo 5G8.B5

GS/M-83-H7

Trofozoitos 5G8 (+)

Figura 10.- Aglutinacion de G. lamblia por el anticuerpo monoclonal 5G8.B5.
La capacidad de aglutinaciéon del AcMo 5G8.B5 fue evaluada en la cepa GS/M-83-
H7 y en la poblacién de trofozoitos 5G8 (+). Control de isotipo (A y C), AcMo

5G8.B5 (B y D) a diferentes concentraciones (0, 0.6, 1.2, 2.5, 5y 10 pg/mL).
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6.5 Identificacion de proteinas inmunogénicas por espectrometria de masas
en tdndem con un analizador de masas cuadrupolar.

El método de ionizacion por electrospray (ESI-MS/MS) es preferencialmente
empleado en la protedmica, debido a que permite la identificacion de proteinas, en
concentraciones muy bajas (femtomolar)>*®°.

Con el fin de identificar la proteina inmunogénica de G. lamblia 5G8, se
realizd un analisis de EM a partir de cortes de la banda proteica proveniente de
geles de SDS-PAGE y membranas de nitrocelulosa de una masa molecular relativa
a = 71 kDa, la cual fue reconocida por el anticuerpo monoclonal 5G8.B5. Las
muestras conteniendo las bandas proteicas fueron alquiladas, reducidas y digeridas
enzimaticamente (tripsina). Después de separar los péptidos por cromatografia
(HPLC), se inyectaron a un espectrometro de masas ESI-MS/MS para ser
ionizados, fragmentados y analizados.

En la banda analizada, se identifico principalmente un total de 13 péptidos
provenientes de una proteina inmunogénica de G. lamblia (Tabla 4). Comparando
estos resultados con las secuencias de proteinas reportadas en la base de datos de
G. lamblia (GiardiaDB)*°, estos péptidos presentan un 100% de probabilidad de
pertenecer a la proteina de G. lamblia BiP (Binding Immunoglobuling Protein)
(Figura 11). En el espectro de masas se observo el patron de fragmentacion tipico
del péptido VTPSYVAFTADGERVGDAAK, el cual pertenece a la proteina

inmunogénica BiP  (Figura 12).
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Figura 11.- Proteina inmunogénica de G. lamblia BiP reconocida por el AcMo
5G8.B5. En rojo se muestra la distribucion de los péptidos identificados por ESI-

MS/MS.
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Figura 12.- Espectro de masas de un péptido correspondiente a la proteina BiP de G. lamblia. La banda proteica
de = 71 kDa, reconocida por el AcMo 5G8.B5, fue recortada a partir de una membrana de nitrocelulosa (western blot) y
digerida enzimaticamente. Los péptidos generados fueron separados por HPLC y analizados mediante espectrometria de
masas (ESI-MS/MS). El espectro de masas mostr6 el patron de fragmentacion del péptido

VTPSYVAFTADGERLVGDAAK correspondiente a la proteina BiP.



La proteina BiP pertenece a la familia de proteinas de chque térmico (HSP, heat
shock protein), las cuales son proteinas reguladas por el estrés celular, ocasionado
por la temperatura, ausencia de nutrimentos esenciales, cambios de pH, entre
otros. BiP actia como una molécula chaperona que asiste en la traslocacion de
polipéptidos nacientes a través de la membrana del RE, asi como su subsecuente

plegamiento y oligomerizacién en algunos organismos*>®’.

6.6 Prediccidon de epitopes potenciales que estimulan una respuesta immune
celular y humoral

La prediccién de péptidos a través de algoritmos’ provee de informacién sustancial
acerca de las secuencias de aminoacidos de los epitopes de proteinas
inmunogénicas que potencialmente induzcan una respuesta inmunoldgica, lo que
nos ayudara a sentar las bases moleculares acerca de los mecanismos
involucrados durante la infeccion por G. lamblia. Con el fin de identificar los
epitopes de la proteina inmunogénica BiP de G. lamblia [ID gi|159118513 ATCC
(50803)], que potencialmente se une, a la molécula del CMH clase I, se utiliz6 el
predictor de epitopes SYFPEITHI’.

Al analizar la secuencia de la proteina BiP en el algoritmo, se encontr6 una
serie de secuencias de aminoacidos con alta probabilidad, de unirse al sitio de
unioén de la molécula del CMH clase Il (Tabla 5) como la secuencia del aminoacido
244 a 258 (LSVDSGVFEVLATAG), el cual presenta un registro de union (score) a
32% de unirse al sitio de unién a péptidos, seguido por la secuencia 404 a 418
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(LNKDINADEAVAWGA) con un puntaje de 26, entre otros. Estos resultados
sugieren que las secuencias analizadas cumplen con los requerimientos o
restricciones del CMH clase II. Utilizando la secuencia de la proteina modelo HEL
encontramos una serie de secuencias de aminoacidos que potencialmente se unen
a la molécula del CMH clase Il, debido a que cumplen con las restricciones de
aminoacidos de la molécula del CMH (Tabla 6). La secuencia de mayor afinidad de
la proteina HEL fue 49-63 (GSTDYGILQINSRWW), con un puntaje maximo de 32%,
funcionalmente es un fuerte inductor de la respuesta inmune celular in vitro®’,
comparandolo con secuencias identificadas en la proteina BiP, se encontraron
epitopes con el mismo registro de unién que pudieran estimular eficientemente la

respuesta inmune celular durante la infeccion por G. lamblia.

56



LS

Tabla 5.- Prediccion de péptidos de la proteina BiP que se unen a la molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad

Posicion Bolsillos de union a péptidos Score

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
123 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5

BiP

224 Lsv Db S G VvV F E VvV L A T A G 32
404 LNK D I N A D E A V A W G A 26
237 GTH D V S | L s v b s G V F 24
295 KAKDMAV K K A I S R L R 24

Tabla 6.- Prediccion de péptidos de la proteina HEL que se unen a la molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad.

Posicion Bolsillos de unién a péptidos Score

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
123 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5

HEL
49-63 GST D T G | L Q | N S R W W 32
71-85 GSR N L C N | p C S A L L S 20
84-98 Lss D I T A S V N C A K K | 18
13-27 KRHG L DN Y R G Y S L G N 14

Secuencias de aminoacidos de la proteina BiP de G. lamblia y la proteina modelo HEL,
analizadas mediante el algoritmo SYFPEITHI. Se muestran las secuencias que presentan
un registro de union favorable a la molécula del CMH clase II.



7. DISCUSION

En este trabajo se han utilizado sensores biolégicos (anticuerpos monoclonales,
CMH clase IlI) con la finalidad de investigar las proteinas y posibles epitopes de G.
lamblia que induzcan una respuesta inmunologica (celular o humoral), asi como su
caracterizacion bioquimica de la misma. Los mecanismos inmunolégicos
involucrados en la erradicacion de la infeccion por G. lamblia no estan
completamente dilucidados. La respuesta inmune (humoral y celular) juega un papel
importante para el control de la infeccién por Giardia'®'%?>°%%4% E| desarrollo de
una vacuna contra esta infeccidbn se ha visto obstaculizado por la falta de
conocimiento acerca de las proteinas de Giardia que inducen una respuesta
protectora durante la infeccion.

El descubrimiento y aplicacién de las vacunas ha tenido un importante impacto a
nivel mundial. Las vacunas, histéricamente, se han generado a partir de la
atenuacion completa de un patégeno (desde 1796). El disefio de nuevas vacunas
ha llevado a la blusqueda puntual de las moléculas relacionadas con una infeccion.
Gracias a la bioinformética es posible predecir a través de procesos como la
presentacion de antigeno, cuales moléculas mas inmunogénicas son las que estan
involucradas durante una infeccion’.

En el presente estudio se generaron AcMos especificos para antigenos de G.
lamblia, a partir de esplenocitos de ratones infectados, los cuales permitieron la
caracterizacion parcial a un nivel bioquimico e inmunoldgico de una proteina
altamente inmunogénica reconocida por el sistema inmune de ratones infectados
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por G. lamblia. El reconocimiento antigénico de la mayoria de los AcMos generados
fue hacia una banda proteica correspondiente a una masa molecular relativa de =
71 kDa (proteina 5G8). La respuesta secretora (IgA en heces) y sistémica (IgG en
suero) de anticuerpos en una infeccion (G. lamblia) primaria y secundaria en
ratones adultos (C3H/HeJ) reconocen esta proteina®. Estudios adicionales seran
necesarios para la caracterizacion a un nivel molecular de esta proteina.

Se indujo la aglutinacién in vitro de trofozoitos de G. lamblia, utilizando el
AcMo 5G8.B5, sugiriendo que la proteina 5G8 de Giardia puede inducir anticuerpos
especificos en el hospedero infectado, que promueven la aglutinacién de Giardia, lo
gue pudiera evitar la colonizacién del hospedero por el parasito. Experimentos
futuros en nuestro grupo de investigacion seran enfocados a analizar esta hipétesis.

El analisis por citometria de flujo revel6 que la proteina 5G8 se expresa
dentro de los trofozoitos de G. lamblia (> 90% del total de la poblacion celular), y
s6lo un bajo porcentaje (=5%) de esos trofozoitos expresan altos niveles de la
proteina 5G8 en la superficie celular. El patron de expresion de este antigeno indica
qgue la proteina 5G8 esta siendo transportada por el sistema de trafico vesicular
hacia la membrana® ™. Futuros estudios son necesarios para poder localizar el sitio
especifico de la proteina, y su relacién con el trafico vesicular en el interior de G.
lamblia.

G. lamblia experimenta variacion antigénica, proceso que consiste en la
variacion de las proteinas de superficie que recubren por completo la superficie
celular de los trofozoitos. La cepa GS/M-83-H7 expresa constitutivamente la
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proteina variable de superficie (VSPs) H7 (VSPHT7), la cual presenta una masa
molecular relativa de = 56 kDa, pero la migracion de esta proteina en geles de
electroforesis SDS-PAGE es considerablemente alta (= 72 kDa). La migracion de la
proteina VSPH7 varia con la preparacion de los geles de acrilamida’?.

La proteina VSPH7 se expresa en la superficie de los trofozoitos y es
inmunogénica. Los analisis por citometria de flujo muestran un patron de
reconocimiento de anticuerpos diferente entre los AcMo especificos para las
proteinas 5G8 y VSPH7, indicando que esas moléculas de Giardia son proteinas
diferentes. Estos resultados en conjunto con el analisis de espectrometria de masas
sugieren fuertemente que la proteina inmunogénica de G. lamblia de 71 kDa es la
proteina BiP. Analizando la prediccion de epitopes de la proteina BiP podemos
inferir que esta proteina también puede inducir una respuesta inmunolégica celular.
Es necesario profundizar mas en estudios con el fin de poder conocer las bases
moleculares de las interacciones de los sensores bioldégicos con sus moléculas
especificas, para poder profundizar en el conocimiento de este proceso.

Una de las HSP mejor caracterizadas es BiP (GRP78)%, inicialmente
Identificada como: Binding Immunoglobuling Protein (BiP)®. BiP contiene un
péptido sefal en la region carboxiterminal de retencién en el reticulo endoplasmico
(RE)®. BiP actGia como una molécula chaperona que asiste en la traslocacién de
polipéptidos nacientes a través de la membrana del RE, asi como su subsecuente

plegamiento y oligomerizacion™*®’.

En células eucariotas superiores, BiP actua
como una proteina chaperona localizada en el lumen del (RE), organelo celular en
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el cual se lleva a cabo la sintesis de proteinas y lipidos®. Las proteinas chaperonas
funcionan como proteinas de control de calidad del RE, previniendo que el estrés
celular desnaturalice las proteinas citosélicas o de membrana. Las proteinas
aberrantes son destinadas a su destruccion en el proteosoma.

G. lamblia es considerado un atractivo organismo de estudio evolutivo debido
a que carece de organelos prominentes, que caracterizan a una célula eucariotica,
como mitocondrias y peroxisomas®, asi como la presencia de reticulo endoplasmico
evolucionado. Se ha observado la presencia de aparato de Golgi en G. lamblia
durante la diferenciacion a quiste®. Por lo anterior G. lamblia es considerado como
el microorganismo de mas temprana divisibn en la linea eucaridtica de
descendencia’. Estas razones hacen atractivo el estudio biolégico de G. lamblia,
obteniendo el conocimiento sobre la temprana evolucion de sus estructuras, el
transporte o sintesis de proteinas de células superiores eucaridticas, asi como sus
adaptaciones celulares tardias en su estilo de vida parasitico.

En resumen, este estudio describe la identificacion y caracterizacion parcial
de una proteina inmunogénica de G. lamblia a través del uso de sensores
bioldgicos (anticuerpos monoclonales y CMH clase Il). Adicionalmente se generd un
panel de anticuerpos monoclonales especificos para esta proteina los cuales seran
de gran utilidad para la caracterizacion bioquimica e inmunoldgica de esta molécula
del parasito.

El conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados durante un
proceso infeccioso, permitira el entendimiento de la interaccion huésped-parasito, y
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sentara las bases moleculares para el futuro desarrollo de medidas profilacticas

contra G. lamblia.
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8. CONCLUSIONES

1.

Se generaron sensores bioldgicos (hibridomas de células T, asi como para
células B) especificos para proteinas de G. lamblia.

Se caracterizé inmunolégicamente a la proteina inmunogénica de G. lamblia
reconocida por el anticuerpo monoclonal (5G8.B5), la cual se encuentra
expresandose en la superficie, asi como en el interior de trofozoitos de G.
lamblia. El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 reconoce una banda proteica de
G. lamblia de aproximadamente 71 kDa (proteina 5G8).

Se identificaron por ESI/MS-MS epitopes provenientes de la proteina de G.
lamblia 5G8, indicando que la proteina 5G8 es la chaperona BiP.

La proteina BiP posee epitopes potenciales que estimulan a células T
capaces de unirse eficientemente a las moléculas del CMH clase Il (I-A¥).

La respuesta de anticuerpos anti-proteina 5G8 de G. lamblia induce la
aglutinacion de trofozoitos, sugiriendo que este antigeno pudiera inducir una

respuesta inmune humoral protectora durante la infeccién por G. lamblia.
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9. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Generar la proteina BiP recombinante.

Evaluar el papel protector de BiP in vivo en un modelo de infeccién

murino en ratones C3H/Held.

Evaluar el reconocimiento molecular: proteina recombinante/

anticuerpo monoclonal 5B8.B5.

Generar hibridomas de células T y B especificos para la proteina BiP

recombinante.

Caracterizar termodinamicamente la union de la proteina
recombinante BiP con el anticuerpo 5B8.B5, para profundizar mas en
los conocimientos de reconocimiento molecular de esta interaccion

biologica.

Analizar la regulacion de la expresion en la superficie celular de la

proteina BiP en trofozoitos de G. lamblia (diferentes cepas).
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11. ANEXOS

Anexo 1

Cultivo de G. lamblia

Materiales:

. Incubadora a 37°C.

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

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

. Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

. Mechero.

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

. Membrana de filtracion (0.45 pm).

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

series, LABCONCO).
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Reactivos:

Medio de Cultivo TYI-S-33 (Parall)

L] o= 1=

(BBL Triticase petone pacnreatic digest of casein) BD 211921 445 g.

EXtracto de Levadura .......ooooiiimiii e

(Bacto Yeast Extract Technical) BD 288620 500 g. LOT. 0055682

DEXIIOSA. ... et 10g
(D - (+) — Dextrose) Sigma D9434 500 g. Batch #108K0014

N L 249
Sigma 5-5886

L—CiSteiNa. . e 29
(L-Cisteine hidrochloride monohydrate from non-animal Sorce) Sigma C6852-1006

Fosfato de Sodio dibASICO..........ccoiiiiiii e, 19
Sigma S0876-1KG

Fosfato de SOdio MONODASICO. .......ouieiiii e 0.6g¢g
Sigma S0751-500 g.

BiliS . e 06g
(Bile from bovine and ovine) Sigma B8381-1006

ACIdO @SCOMICO. .......eieie e 0.1g
(L-Ascorbic Acid) P.M.= 176 Sigma A5960-25G 065K0181

Citrato férrico amoniacal................ccoiiiiii i 0.023 g
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Una vez disueltos los componentes en polvo, se ajusta el pH a 6.9 con
NaOH. Adicionar el antibiotico ceftriaxona (100 pg/mL). Suplementar al 10% con
suero de ternera recién nacida (GIBCO Invitrogen 16-010) y se afora a 1000 mL con

agua ultrapura. Finalmente, esterilizar por filtracibn con una membrana de 0.45 pm.

Procedimiento:

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

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

El pase se realiza en condiciones estériles (campana de flujo laminar

Bioseguridad II).
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Anexo 2

Obtencion de extractos antigénicos solubles de G. lamblia

Reactivos:
Solucion reguladora de fosfatos-salina (PBS) pH 7.2
Inhibidores de proteasas (Sigma, P-2714)

Nitrégeno liquido

Procedimiento:

. Colocar en agua hielo (15 min) los tubos que contengan los cultivos axénicos
de trofozoitos de G. lamblia en crecimiento logaritmico [GS/M-83-H7,
trofozoitos 5G8 (+)].

. Centrifugar a 800 g por 10 min a 4°C y lavar 3 veces con PBS estéril pH 7.2.

. Resuspender en 1.4 mL de PBS pH 7.2.

. Obtener la concentracién celular mediante un hematocitometro (5 pL de la
suspension celular + 995 puL de PBS, dilucion 1:200). Tomar 20 pL de la
suspension + 20 pL de con azul de tripano (dilucion 1:2) (Sigma, T-8154).

. Congelar y descongelar con nitrogeno liquido a TA y adicionar 5 pL de
inhibidor de proteasas (Sigma, P-2714).

. Sonicar a 30 ciclos por 2 min (Brandon Sonifer 250, Shelton, CT, USA)
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7. Centrifugar a 14,000 g a 4°C por 15 min, recuperar el sobrenadante el cual
contiene la mezcla heterogénea de proteinas solubles de G. lamblia.

Almacenar a -80°C hasta su uso.
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Anexo 3

Electroforésis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones Ligeramente

Desnaturalizantes y Reductoras (SDS-PAGE)

Reactivos:

1. Acilamida/Bisacrilamida 30%

2.

Acrilamida.................ooo 309
N,N-metilen-bisacrilamida........ 08¢
Mezclar en 100 mL de agua MiliQ. Filtrar la solucién con un filtro de
0.45 um. Almacenar en frasco color ambar a 4°C. Descartar el reactivo
después de 30 dias para evitar la hidrolisis a acido acrilico y
amoniaco.
NOTA: La acrilamida monomérica es neurotoxica por lo cual se debe

usar mascarilla y guantes durante su preparacion.

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

Trizma-base............ccoeeennnn 6.05¢

Agua ultrapura...........ccoevevuenennn. 40 mL
Ajustar el pH a 6.8 con HCI 1N, aforar a 100 mL. Filtrar con un filtro de
0.45 um de diametro de poro y adicionar 0.4 g de SDS. Almacenar a
4°C.
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3. Trizma-base/SDS pH 8.8 4X (Trizma-base 1.5 M conteniendo SDS al
0.4%).
Trizma-base...........cccoevvvennn.e. 91¢g
Agua ultrapura...................... 100 mL
Ajustar el pH a 8.8 con HCI 1N, aforar a 500 mL. Filtrar con un filtro de

0.45 um de diametro de poro y adicionar 2 g de SDS. Almacenar a 4°C.

4. Persulfato de amonio (APS) al 10%

(NH4)28208 .......................... 10 g

Agua ultrapura.................... 100 pL

5. TEMED (N,N,N,N-Tetrametilen diamina) (Directo)

6. Buffer de corrida 1X, pH 8.3

Glicina........coooiiiiii 72 g
Trizma-base.............c.ccenee 15149
SDS. . 59
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Disolver en agua ultrapura y aforar a 1 L. Para obtener la solucién de
trabajo 1 X diluir 1:5 la solucion stock con agua ultrapura y ajustar el pH

a 8.3. Almacenar a 4°C.

. Debido a que considerables obstaculos se encontraron para podr
determinar el reconocimietno molecular del AcMo 5G8.B5, se
modificaron las condiciones desnaturalizantes y reductoras de la
solucion reguladora de muestra 2X estandares. Se disminuyd la
concentracion de Tris 0.125 M, SDS 0.05%, glicerol 20% y 2-
mercaptoetanol 0.05% de la solucion reguladora muestra modificada

(“buffer” muestra) 2X.

En un pequefio 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.. 19
Glicerol.........coovviiiiiiiin, 5mL
2-Mercaptoetanol................ 25 mL
Azul de bromofenal............. 0.5 mg

Aforar a 25 mL con agua ultrapura y almacenar en congelacion.
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8. Alcohol etilico al 70% (1 L)
Alcohol etilico absoluto (96 %)....... 72917 mL

Agua ultrapura ...........cooeieiiiii. 270.83 mL

Solucién Azul de Coomassie

Metanol.........coviiiii 50% (v/v)
Azul de Coomassie brillante R-250...0.05% (v/v)
Acido acético...........ccccevviiiiiiiiiii, 10% (v/v)

Agua ultrapura ..........cooeviiiieiiieennn. 40% (v/v)

9. Solucion Desteiiidora |

Metanol........ccoviiiii 50% (v/v)
Acido acético.............ccoeevieeiii 10% (V/v)
Agua ultrapura ........c.cooeviiiiiiinnn. 40% (v/v)

10. Solucién Desteiiidora Il

Metanol.........coooiiiiiii 5% (viv)

Acido acético............ccoeevieeiiie 7% (VIV)

Agua ultrapura .......cc.coevieieiiiiien. 88% (v/iv)
Procedimiento:

1. Ensamblar los vidrios en el equipo para geles de 0.75 mm.
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2. Preparar el gel de separacion al 12%:

Acrilamida/Bisacrilamida 30%/8%............. 6 mL
Buffer Tris 4X/SDS pH 8.8................. 3.75 mL
Agua ultrapura ...........coeeiiiiiiiie, 5.25 mL
Persulfato de amonio....................... 0.08 mL
TEMED.......coiiiiiiiiee e 0.018 mL

Mezclar bien y colocar la solucién en los vidrios, adicionar alcohol

etilico al 70% y dejar polimerizar a TA.

3. Preparar el gel concentrador al 12%:

Acrilamida/bisacrilamida 30%/8%........ 0.65 mL

Buffer tris 4AX/SDS pH 8.8................. 1.25 mL
Agua ultrapura...........coooeiiiiiiii, 3.05 mL
Persulfato de amonio....................... 0.07 mL
TEMED. ..., 0.01 mL

Mezclar bien y colocar la solucién en los vidrios, colocar el peine para

crear los pocillos y dejar polimerizar a TA.

4. Mezclar la solucién antigénica con solucion reguladora muestra 2X y

cargar la mezcla en los pocillos del gel, cargar 8 uL del marcador de peso

molecular (MPM).
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5. Correr la muestra a 100 voltios constantes por aproximadamente una hora

y media, evitando liberar el frente del gel.
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Anexo 4

Determinacion de proteina por el micrométodo de Bradford

Reactivos:

Reactivo de Bradford (Sigma, B-6916)

Material:
e Microtubos conicos (eppendorf) de 1.5 mL.
e Micropuntas (1 y 100 pL).
e Micropipetas (100-1000 y de 10-100 pL).
e Placas de 96 pozos (fondo plano).
e Lector de microplacas con filtro de 570 nm (Multiskan EX,

Thermolabsystem).

Procedimiento:
1. Preparar diluciones seriadas a partir de un estandar de albdamina
(BSA, Biorad, Quick Start Bradford Protein Assay Kit 1 #500-0201) a
una concentraciéon de 1.4 mg/mL en PBS. Obtener las siguientes

concentraciones; 0.088, 0.177, 0.355y 0.710 mg/mL.

2. Adicionar 5 pL de la solucion de BSA, de la muestra problema y del

control negativo de PBS en los pozos de la placa por triplicado.
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. Adicionar por pozo 250 uL del reactivo de Bradford, incubar por 15 min
a TA y medir la densidad optica en un lector de microplacas a 570 nm.
. Graficar la curva estandar de BSA y obtener la ecuacién, asi como su
coeficiente de correlacion para confirmar la confiabilidad de los datos.

. Obtener la concentracion de proteina de la muestra problema.
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Anexo 5

Cultivo de lineas celulares e hibridomas

Material:

. Incubadora a 37°C.

. Cajas de cultivo estériles.

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

. Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

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

. Membranas para filtracion (0.45 pum).

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

series, LABCONCO).

Reactivos:

D-MEM (GIBCO CAS. 12100-061)

L-arginina-HCI (SIGMA A-5131)

L-asparagina anhidro (SIGMA A-4159)

NaHCO3; (SIGMA S-5761)

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

HEPES (SIGMA H-3784)
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Penicilina/estreptomicina (SIGMA P-4333).

2-mercaptoetanol (Merck. 4213005)

v

v

Equipo:

Bascula digital

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

Pipetas seroldgicas.

Micropipetas.

Puntas para micropipetas.

Procedimiento:

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

contenga agua ultrapura, agitar un poco asegurando que quede bien

disuelto.

Para preparar 1 litro de DMEM:

DMEM.....ooiiiiiiiiiiiieeee e, 13.37 g
L-arginina HCI..............oooi 0.116 g
L-asparagina anhidra....................... 0.036 g
NaHCO3. i, 20g
(a)Piruvato de sodio..............ccvenenn. 10.0 mL
(b)L-glutamina.............cooviiiiiiins 7.5 mL

(c)Penicilina/estreptomicina (1000x)......1.0 mL
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2.- Los reactivos liquidos (a, b y c) y el polvo DMEM se deben de afadir
dentro de la campana, utilizando pipetas estériles para evitar contaminacion.
3.- Una vez afiadidos todos los reactivos; el medio se debe esterilizar por
medio de filtracion empleando un filtro Millipore de 0.45 pm.

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

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

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

NOTA: Para preparar el medio D5F o D10F, se debe suplementar el medio
DMEM al 5 6 10%, segun su aplicacién, con suero fetal bovino, previamente
inactivado con calor.

Las lineas celulares e hibridomas se mantienen en cajas de cultivo de 25
cm?, bajo condiciones de 5% de CO,. Cada tres dias realizar un subcultivo a

una concentracion de 10,000 células/mL.
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Anexo 6

Inmunodeteccion de la proteina 5G8 en antigeno de G. lamblia

Reactivos:

e Solucion reguladora de transferencia 10X, pH 8.3 (Tris/Glicina 0.039

M, 10X, pH 8.3)
Trisbase.......cccoooiiiiiiiiiin 30.3¢
Glicina.....coooviiiii 144.0¢

Aforar hasta 1L con agua desionizada y ajustar el pH con glicina, no
con HCl o NaOH.

e Solucion reguladora de OOtransferencia 1X Tris-Glicina pH 8.3

Tris glicina 10X........oooiiiinenn. 100 mL

Metanol ... 200 mL
SDS . 19
Agua deionizada......................... 800 mL

Ajustar pH antes de aforar con NaOH o HCI

e Solucién de bloqueo (PBS pH 7.2, leche descremada svelty ® 5%)
PBSAXPH7.2. .o, 20 mL
Lechesvelty ®...........cooviiiiiiinnn. 29

Mezclar en vortex. Usar esta solucion recién preparada.
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PBS-BSA 1%
PBSIXpPpH7.2. i 10 mL

BSA .ottt 01g

Reactivos para el sistema de revelado
Solucion luminol-H;O,. Mezclar un volumen de luminol con un volumen
igual de H,O,. Para una membrana control se requiere 200 uL de dicha mezcla,
para un control de dot-blot se requieren 50 pL.
Solucioén reveladora Fuji. Para preparar 400 mL:
1. A 100 mL de agua agregar 99.8 mL de solucién A, mezclar bien.
2. Agregar 10.5 mL de la solucion B, mezclar.
3. Adicionar 10.5 mL de la solucion C, mientras agita.
4. Llevar a un volumen final de 400 mL con agua destilada y mezclar
perfectamente (172.2 mL de agua).
5. Almacenar la solucién en recipientes ambar y protegidos de la luz a

TA.

Solucién Fijadora. Para preparar 400 mL:
1. A 100 mL de agua, agregar 100 mL de la solucibn A y mezclar
completamente.
2. Adicionar 15.8 mL de solucion B y mezclar bien.
3. Aforar a 400 mL con agua destilada (184.2 mL de agua) y mezclar bien.
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4. Almacenar la solucion en recipientes ambar y protegidos de la luz a TA.

NOTA: Descartar la solucion reveladora si ésta presenta un color café muy oscuro.
La solucidn fijadora se debera descartar si presenta una coloracion amarillenta o

café.

Materiales:
Tubos de ensaye 13X100
Micropuntas de 100 pL
Micropipetas de 10-100 pL
Pinzas
Recipientes de plastico

Papel adherente transparente

Equipo:
Semi-Dry Blotting system, modelo IMM-I-A, no. de serie 11798
Fuente de poder (Ec-Apparatus Corporation, EC500)
Método:
1. Correr una SDS-PAGE 12% con una solucién de extracto proteico de
G. lamblia en geles preparativos.
2. Electrotransferirlo a membranas de nitrocelulosa (NC) en condiciones
semisecas.

93



. Colocar el gel de poliacrilamida, membrana de nitrocelulosa y dos

pads (BIORAD) en solucion de transferencia 1X, pH 8.3 por 5 a 15

minutos.

. Organizar de la siguiente manera los pads: pad, membrana de NC,

gel de poliacrilamida y pad. Eliminar en cada paso las burbujas que
se forman por la solucién reguladora pasando un tubo limpio sobre la

capa.

. Electrotransferir en un sistema semi seco (Semi-Dry Blotting System,

modelo IMM-1-A, no. de serie 11798) por 25 minutos a 120 mA

constantes.

. Almacenar la membrana de NC a -80°C hasta su uso.

. Tenfir el gel transferido con azul de Comassie para confirmar la

adecuada transferencia del antigeno.

Inmunodeteccioén:

1.

Bloquear las membranas de NC electrotransferidas con PBS 1X-BSA 1%-
leche 5% por 1 h a TA.

Enjuagar la membrana con PBS 1X para quitar el exceso de solucion
bloqueadora.

Adicionar el primer anticuerpo a una concentracion de 5 pg/mL (AcMo

5G8.B5 y Ac Control de Isotipo 40F) con PBS-BSA 0.1%.
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4. Incubar en agitacion por 1 h a TA.
5. Realizar 5 lavados con PBS 1X, pH 7.2
6. Adicionar el segundo anticuerpo (cabra anti-ratdbn a-IgG peroxidasa
conjugada, SIGMA) 1:7500 con PBS-BSA 0.1%.
7. Incubar en agitacién por 1 h a TA.
8. Realizar 5 lavados con PBS 1X, pH 7.2
9. Colocar las tiras de membrana en papel transparente y adicionar 100 pL de
la solucion quimioluminiscente: una parte de luminol mas una parte de H,O..
Incubar por 10 min a TA.
10.Exponer las tiras de 30-60 s a una pelicula y revelar manualmente.
Proceso de revelado manual: El proceso de exposicion y revelado se realiza en
un cuarto oscuro:
- Exponer la pelicula 10 s en la solucion reveladora.
- Enjuagar en agua por 10 s.
- Exponer la pelicula 10 s en la solucion fijadora.

- Enjuagar en agua por 10 s y deje secar.
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Anexo 7

Ensayo de Inmunoadsorcién

Soluciones:

PBS 1X, pH 7.2 frio.
TYI-S-33 10% NBCS
AcMo 5G8.B5 a 25 pg/mL

Anticuerpo control de isotipo 40F a 25 pg/mL

Materiales:

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

Refrigerador o cuarto frio a 4°C.

Método:

1.

Cubrir una placa de 6 pozos con la solucion de AcMo 5G8.B5 y otra
del anticuerpo control de isotipo 40F (25 pg/mL).

Incubar 1 h a 37°C.

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

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

Agregar 2 X 10° trofozoitos de G. lamblia, previamente incubados a

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

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

. Cosechar las células adheridas y evaluar su expresion por citometria

de flujo.
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Anexo 8

Ensayo de Aglutinacion

Soluciones:
PBS 1X, pH 7.2 frio.
AcMo 5G8.B5 (25 pug/mL).
Anticuerpo control de isotipo 40F (25 pg/mL).
Materiales:
Placas de fondo plano de seis pozos Corning.
Incubadora de CO»,

Refrigerador o cuarto frio a 4°C.

Método:
1. Cubrir una placa con 2 X 10° de trofozoitos de G. lamblia.
2. Adicionar diferentes concentraciones (0, 0.625, 1.2, 2.5, 5y 10 pg/mL)
del AcMo 5G8.B5, asi como del anticuerpo control de isotipo (CI).
3. Incubarlos 1 h a 4°C.
4. Analizar la generaciébn de grumos por microscopia éptica con un

aumento de 10X.

98



Anexo 9

Tincion superficial e intracelular de trofozoitos de G. lamblia

Soluciones:
PBS 1X, pH 7.2 frio.
DMEM-NzN3 0.05%
Paraformaldehido

Tincion Intracelular:
1. Fijar trofozoitos de G. lamblia por 30 min con 1% de paraformaldehido.
2. Lavar (2 veces) con PBS frio, los trofozoitos se permeabilizaron por 5

min con 0.1% de Triton X-100 a TA.

Tincién Superficial:

1. Para la tincion superficial los trofozoitos fueron no permeabilizados.

2. Lavar (2 veces) con PBS frio.

3. Incubar a 4°C por 1 h con el AcMo 5G8.B5 (5 pg/mL) o con el control
de isotipo (5 pg/mL).

4. Lavar 3 veces con PBS frio.
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5. Incubar los trofozoitos por 1 h a 4°C con el anticuerpo anti-raton IgG
de cabra conjugado con FITC (diluido a 1:200 con 0.05% de NyNs-
DMEM).

6. Lavar 3 veces con PBS frio.

7. Analizar la expresion de la proteina 5G8 por medio de un citémetro de
flujo Becton Dickinson (Canto Il FACS, CA, USA), o analizar la

expresion de la proteina 5G8 por microscopia confocal.
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Anexo 10

Aislamiento y Purificacién de Anticuerpos Monoclonales

Material:

. Incubadora a 37°C.

. Cajas de cultivo estériles.

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

. Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

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

. Filtros de poro 0.45 um.
. Sefarosa (Proteina A 4B, P-9424).
. Campana de flujo laminar (Purifier class Il biosafety cabinet, Delta

series, LABCONCO).

Procedimiento:
1. Cultivar los hibridomas (40F 6 5G8.B5) en condiciones normales, 37°C
en atmosfera de 5% de CO..
2. Recolectar 3 litros del sobrenadante, almacenarlo en congelacion
hasta su uso.
3. Limpiar con HCI 1 mM una columna Bio-Rad y las mangueras,
empacar en la columna la matriz de sefarosa la cual tiene proteina A.
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. Pasar los 3 litros de sobrenadante por la columna y una vez unidos los
anticuerpos a la proteina A, eluir con 1.5 mL de glicina 0.1 M (pH 2.5)
y recolectar en distintas fracciones en tubos de vidrio de 13 X 100 con
300 pL de trizma 1M (pH8).

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

. Realizar el pase del sobrenadante tres veces.

. Mezclar, concentrar y dializar las fracciones seleccionadas. Realizar

una SDS-PAGE para observar la pureza de la purificacion.
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Anexo 11

Protocolo de acoplamiento de anticuerpo 5G8 a esferas preactivadas de

Sefarosa

Método:

1.

Preparar 500 mL de solucion reguladora de acoplamiento.

0.1 M NaHCOs.......4.2 g

0.5 M NaCl........... 14.61 g

Descongelar 2.5 mg de Ac 5G8.B5. Concentracion 1 mg/mL.

Diluir en 300 mL con agua ultrapura, ajustar el pH a 8.3 con NaOH (10
N) y aforar a 500 mL.

Colocar el Ac descongelado en una membrana de didlisis.

Colocar 2.5 mL del Ac (2.5 mg) més 2.5 mL de solucién reguladora de
acoplamiento, y dializar contra 3 L de solucién reguladora de
acoplamiento. Utilizar membranas de tubo Spectra/Por3 (MWCO
3,500). Part. Num 132720.

Dejar dializando toda la noche a 4°C contra 2 L de solucién reguladora
de acoplamiento.

Remover el Ac del tubo de didlisis con una jeringa.

Medir la D.O. de la solucion a 280 nm, contra blanco de reactivo.
Puede ser necesario diluir la muestra 1:20 con solucién reguladora de

acoplamiento.
103



Calcular la cantidad de Ac en la solucion de la siguiente manera:
DOg2go X (FD 20) X (1/1.35 mg/mL)= mg de Ac Total

7. Pesar un gramo de sefarosa 4B (activada con bromuro de cian6geno)
(Sigma, C-9142), por cada 10 mg de Ac que se recupere en el paso 5
(Por 2.5 mg de Ac recuperado, pesar 0.25 g de sefarosa 4B).

8. Hidratar las esferas de sefarosa con 1 L de HCI (1 mM), esto se hace
en un sistema con un embudo de vidrio incorporado a un matraz
Kitazato, con una bomba de vacio.

NOTA: No dejar que se sequen las esferas durante los lavados.
Incubar por 30 minutos en la solucién de HCI (1 mM).

9. Lavar las esferas con solucion reguladora de acoplamiento 1X, para
eliminar los residuos de HCI. En el ultimo lavado, dejar que el buffer se
drene hasta el nivel del tope de las esferas.

10. Transferir las esferas (lo méas rapido posible) a un tubo falcon de 15
mL, conteniendo el Ac dializado, raspando el embudo de cristal con
una espatula.

11.Colocar el tubo, conteniendo el Ac y las esferas, en un rotador por 2 h
a TA (determinar el volumen de la solucién de anticuerpo y de las
esferas para una posterior determinacién de concentracion de Ac
unido y liberado de las esferas). A este nivel el Ac se acopla a las
esferas.

NOTA: El tubo debe estar sellado con parafilm.
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12.Recuperar las esferas en el embudo de vidrio. Medir la DO,gp de la
solucion, para asegurar el acoplamiento del anticuerpo. Menos del 5%

del Ac no se va a unir a las esferas y se quedara en la solucion.
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Anexo 12

Procesamiento de muestras para espectrometria de masas.

A. Preparacion de muestras a partir de membranas de nitrocelulosa

Método:

1. Sobreponer film revelado sobre tira de nitrocelulosa para ubicar la
banda proteica de interés. Cortar pedazo de nitrocelulosa
correspondiente a la banda de interés.

2. Lavar tres veces con 1.5 mL de solucion reguladora de bicarbonato de
sodio 20 mM (pH 7.4) por cinco minutos cada lavado a TA, para
remover el anticuerpo pegado seguido de tres lavados adicionales con
1.5 mL de glicina 100 mM (pH 2.4) por 10 minutos cada uno a TA.
Finalmente, lavar las bandas con 1.5 mL de solucién reguladora de
bicarbonato de sodio 20 mM (pH 7.4) por cinco minutos.

3. Bloquear la membrana de nitrocelulosa con 0.55 mL de
polivunilpirrolidona (PVP-40) al 0.5% en &cido acético 100 mM a 37°C
por 30 minutos.

4. Lavar las bandas de nitrocelulosa seis veces con agua ultrapura para

quitar el exceso de PVP-40.
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. Afadir tripsina (12.5 ng/mL en solucion reguladora de NH4;HCO3, 50
mM, pH 8.0) a las bandas de nitrocelulosa y se incuban toda la noche
a 37°C.

. Después de la digestion, las muestras son secadas al vacio, se
disuelven en acetona (90 pL/4mm? nitrocelulosa). Agitar en el vértex e
incubar por 30 minutos a TA.

. Remover cuidadosamente la acetona y se secan al aire los péptidos
precipitados.

. Resuspender péptidos en 20 pL de acetonitrilo al 2% en &cido férmico
al 0.1%.

. Sonicar (Branson Water Bath Sonifier) las soluciones por 10 minutos

antes del analisis por MS.

107



B. Digestion manual en gel con tripsina
Método:

Soluciones (preparase al dia de su uso):
NH4sHCO;3; 100 mM
NH4HCO3; 50 mM en acetonitrilo (ACN) 50%
ACN 50%/acido formico 2%
DTT 10 mM en NH4HCO3 50 mM
lodoacetamida 55 mM en NH4HCO3; 50 mM

Tripsina 12.5 ng/mL en NH;HCO3 50 mM

1. Cortar la banda de proteina tefiida (por AQNO3 0 azul de Coomassie) vy, si es
mayor que 1 mm?, cortar en pequefios pedazos con un bisturi 0 navaja sobre
una placa de vidrio. Utilizar suficiente agua para evitar que dichas piezas se
sequen.

2. Transferir a un tubo eppendorf de propileno de 0.65 mL, quitar el exceso de
agua.

3. Lavar brevemente con 200 pL de NH4HCO3; 100 mM, para asegurar que la

piezas estén a un pH correcto.

Geles tefiidos con AgNOs:
4. Anadir solucion decolorante a cada tubo e incubar en un agitador hasta que
no se observe nada tefido. Lavar las piezas de gel dos veces con NH;HCO3
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100 mM, de 5 a 10 minutos y otras dos veces con agua ultrapura, hasta gel
el gel se destifia completamente.

5. Quitar el exceso del liquido, lavar por 5 minutos con 200 pL de una solucién
de acetonitrilo al 50%/ NH;HCO3; 50 mM al 50% después lavar con ACN al
100% por 5 minutos para deshidratar las piezas de gel. Agitar en vortex
durante las incubaciones. Quitar el ACN y dejar secar por 10 minutos o
concentre al vacio (speedvac) sin calentar. Las piezas de gel deben de

presentar una coloracion blanca.

Geles tefiidos con Coomassie:

43, Afadir con 200 pL de una solucion de acetonitrilo al 50%/ NH4HCO3; 50 mM
al 50% después lavar con ACN al 100% agitar en vortex por 10 minutos. Las
piezas del gel deben estar claras, si permanecen azules repetir este paso.

52, Quitar el exceso de liquido, lavar por 15 minutos con 200 puL una solucién de
de acetonitrilo al 50%/ NH4sHCO3; 50 mM al 50%, después 5 minutos con ACN
al 100% para deshidratar las piezas de gel. Agitar en vortex durante las
incubaciones. Quitar el ACN y dejar secar por 10 minutos o concentre al
vacio (speedvac) sin calentar. Las piezas de gel deben de presentar una

coloraciéon blanca.
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Reduccion y alquilacion:

6. Cubrir las piezas de gel con 50 yL de DTT 10 mM en NH4HCO3 100 mM.
Agitar en vortex, centrifugar brevemente, reducir proteinas de 45-60 minutos
a 56 °C.

7. Enfriar a TA, quitar la solucién de DTT y afadir 50 pL de iodoacetamida 55
mM en NH4HCO3; 100 mM. Agitar en vortex, centrifugar brevemente, incubar
por 45 minutos en cuarto obscuro a TA.

8. Descartar iodoacetamida.

9. Lavar los fragmentos de gel con NH4HCO3; por 5 minutos en agitacién en
vortex después dos veces con ACN 50%/50% NH4HCO3; 50 mM por 5
minutos con agitacion en vortex. Deshidratar con 100 pL de acetonitrilo.

10. Remover el liquido remanente y secar con speedvac,

Digestion con tripsina:

11. Cubrir las piezas de gel con una solucién (20 pL) de tripsina (12.5 ng/mL).

12. Rehidratar los fragmentos de gel a 4°C por 30 minutos en solucién
reguladora conteniendo NH4sHCO3; 50 mM vy tripsina.

13. Centrifugar brevemente, afiadir, mas NH4HCOj; con la finalidad de cubrir los
pedazos de gel (25 pL).

14. Digerir toda la noche a 37°C .
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Extraccion de péptidos:

15. Transferir el sobrenadante de la solucién de digestion dentro de un tubo
limpio de 0.65 mL.

16. Anadir a los fragmentos de gel, 30 uL de ACN al 50% y acido férmico al 2%,
incubar y agitar en vértex por 20 minutos, centrifugar brevemente y sonicar
por 5 minutos e bafio de agua sin calentar. Remover el sobrenadante y
combinar con el sobrenadante de la solucidn de digestion inicial.

17. Repetir el paso 16, para dar un volumen al extracto de péptido combinando
alrededor de 60 pL.

18. Agitar en vortex los extractos digeridos, reducir el volumen (speddvac) de 5-
10 pL. No deje secar.

19. Tomar el remanente de 5-10 L y centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos
para remover microparticulas. Transferir el sobrenadante con bastante
cuidado a un tubo de propileno de 0.65 mL. Almacenar la muestra a -80 °C

hasta su analisis por espectrometria de masas.
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Anexo 13

Productos obtenidos:

1.

| Simposium Internacional en Infeccion, Nutricion y Regulacion de la
Respuesta Inmune” CIAD, A.C., USON. Hermosillo, Sonora. 30 y 31 de
Octubre, 2008.

Participacion en la “XVI Reuniéon de Investigacion en Salud 2009” como
autor y expositor oral del trabajo “ldentificacion de Proteinas de Giardia
lamblia que inducen la activacién de hibridomas de células T”. Comité
Estatal Interinstitucional para la Formacion y Capacitacidon de Recursos
Humanos e Investigacion en Salud”. Con sede en la Universidad
Tecnologica de Nogales Hermosillo Sonora. 25 de Abril del 2009.

“VII Coloquio Bienal de Ciencias de Materiales. Departamento de
Investigacion en Polimeros y Materiales. Hermosillo, Sonora, México. 20-
22 de mayo 2009. Quintero-Vargas J., Vega-Fernandez M.R., Oviedo-
Mora C.A., Bricefio-Duran J.P., Rascén-Duran L., Garibay-Escobar A.,
Figueroa-Ojeda D.C., Hernandez-Hernandez J.M., Breci L., Astiazaran-
Garcia H., Velazquez-Contreras C.A. Identificacion de Proteinas
Inmunogénicas de Giardia lamblia que Activan Células T.

Participacion con cartel a la Reunion Universitaria De Investigacion en
Materiales 2009. Departamento de Fisica de la Universidad de Sonora. 2,
3y 4 de diciembre 2009. Quintero Vargas J., Rascon-Duran L., Garibay-
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Escobar A., Figueroa Ojeda D., Hernandez-Hernandez J., Breci L.,
Astiazaran-Garcia H., Veldzquez-Contreras C.A. Identificacion de
Proteinas de Giardia lamblia Responsables de la Activaciéon de
Hibridomas de Células T.

“XIX Congreso Nacional de Inmunologia”. Sociedad Mexicana de
Inmunologia, A.C. Cancun, Quintana-Roo, México. 08-12 de marzo del
2010.

“IX Coloquio Bienal de Ciencias de Materiales. Departamento de
Investigacion en Polimeros y Materiales. Hermosillo, Sonora, México. 01-
04 de marzo 2011. Quintero-Vargas J., Rascon-Duran L., Garibay-
Escobar A., Figueroa-Ojeda D.C., Hernandez-Hernandez J.M., Breci L.,
Ruiz-Bustos E., Valdez-Ortega M.J., Astiazardn-Garcia H., Velazquez-
Contreras C.A. Reconocimiento Molecular: ldentificacion de Proteinas
Inmunogénicas de Giardia lamblia que Activan a Hibridomas de Células

T.
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Publicaciones en revistas indizadas:

1.

Identification of T-cell stimulating antigens from Giardia lamblia
using Giardia-specific T-cell hybridomas. Astiazaran-Garcia H,
Quintero J, Vega R, Bricefio P, Oviedo C, Rascon L, Garibay-Escobar A,
Castillo-Yafiez FJ, Robles-Zepeda R, Hernandez J, Veldzquez C. Parasite
Immunol 2009; 31 132-139.

Identification of an immunogenic protein of Giardia lamblia using
monoclonal antibodies generated from infected mice. Jael Quintero,
Diana Carolina Figueroa, Rafael Barceld, Linda Breci, Humberto
Astiazaran-Garcia, Lucila Rascén, Ramén Robles-Zepeda, Adriana
Garibay-Escobar, Enrique Velazquez-Contreras, Gloria Leon Avila, Jose
Manuel Herndndez-Herndndez, Carlos Velazquez. Mem Inst Oswaldo

Cruz, Rio de Janeiro 2013.
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