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RESUMEN

El protozoario G. lamblia es el parésito causal de giardiasis, infeccion parasitaria que se
produce por la contaminacion fecal/ oral en un medio de higiene precario, siendo una de
las enfermedades intestinales humanas mé&s comunes en todo el mundo. Las
manifestaciones clinicas de esta infeccion varian desde el estado de portador
asintomatico hasta llegar a desarrollar un cuadro de diarrea severa, dolor abdominal,
nauseas, malabsorcién de nutrientes y pérdida de peso. En la actualidad, el tratamiento
farmacoldgico contra la giardiasis llega a ser efectivo, sin embargo, tiene algunas
limitantes importantes, como la induccion de efectos secuendarios y la probable
induccion de cepas resistentes. No se cuenta con una vacuna contra G. lamblia en
humanos, esto es en gran medida por los limitados conocimientos que se tienen de la
respuesta inmune durante la enfermedad. Para lograr desarrollar esta, primeramente se
deben identificar, caracterizar, purificar o sintetizar los antigenos que confieren
inmunogenicidad a la vacuna. Sin embargo, nuestro conocimiento sobre antigenos
inmunogénicos de G. lamblia es limitado. Por esta razon, es importante entender los
mecanismos inmunoldgicos que controlan y erradican la infeccion por este parésito
intestinal. El presente estudio se enfocd en la caracterizacion e identificacion de la
proteina inmunogenica 5G8 de G. lamblia a través de la técnica analitica de
espectrometria de masas y el posterior analisis por herramientas bioinformaticas, asi
como también la caracterizacion parcial de la respuesta inmune celular contra este

antigeno.

La proteina 5G8 se aisl6 mediante una cromatografia de afinidad a partir de un
lisado de trofozoitos de G. lamblia. La proteina 5G8 aislada (~ 71 kDa) fue analizada
mediante espectrometria de masas. Se identificaron dos proteinas con masas moleculares
relativas de ~ 28 kDa y ~ 38 kDa pertenecientes a la familia de Proteinas Variables de
Superficie (VSPs). El analisis bioinforméatico permitid identificar un constructo, el cual
fue traducido en una sola cadena polipeptidica compuesta de 607 aminoacidos y una

masa molecular de ~ 61 kDa.
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Adicionalmente, al evaluar la respuesta inmune celular, se observé una
proliferacion celular significativamente mas alta (p < 0.05) en esplenocitos estimulados
con la proteina 5G8 aislada y el lisado de trofozoitos de G. lamblia comparada con los
que fueron estimulados con una proteina irrelevante utilizada como control negativo
(HEL). Por otro lado, el porcentaje de expresion del marcador CD69 como indicativo de
activacion temprana en estos esplenocitos, se mostré mas elevado en las células que
estuvieron en contacto con el extracto proteico total y la proteina 5G8 de G. lamblia

comparado con los esplenocitos con la proteina utilizada como control negativo (HEL).

Por ultimo, el andlisis de modelado molecular in silico proporcion6 un
acercamiento al posible sitio de unién e interacciones moleculares entre los péptidos
inmunodominantes de la proteina 5G8 y las moléculas del MHC-I1 (haplotipo I-A¥). El
resultado mostré una distribucion uniforme y compacta del péptido con mayor
inmunodominancia (67-81 aa) en la cavidad, favoreciendo su posible interaccion con

aminoacidos de los bolsillos del MHC-I1 (haplotipo I-A¥).

En conclusion, nuestros datos sugieren que la proteina 5G8 es una VSP (~ 71
kDa) codificada por un solo gen. Esta proteina puede inducir una respuesta inmune
celular en esplenocitos de ratones infectados y re-infectados G. lamblia. Las
interacciones quimicas que se favorecen entre péptidos inmunodominantes con
aminoéacidos de los bolsillos del MHC-II nos permiten profundizar en el conocimiento
de epitopes potenciales que desencadenan una respuesta inmune celular, los cuales

podrian considerarse como blanco de futuros estudios.

La caracterizacion bioquimica e inmunoldgica de antigenos inmunogénicos
proporcionard una mejor comprension de la interaccion G. lamblia-hospedero, y sera

importante para el desarrollo de estrategias de control eficaces contra la giardiasis.
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INTRODUCCION

Giardia lamblia es el protozoario patdgeno responsable de la giardiasis, una de las
infecciones parasitarias intestinales mas comunes a nivel mundial en seres humanos y
muchos otros vertebrados (Lujan, 2006; WHO, 2005). Esta infeccion puede presentar un
curso asintomético, o bien, acompafiarse de manifestaciones clinicas con un cuadro
diarreico agudo o cronico asociado al sindrome severo de mala absorcion de nutrientes,
afectando principalmente a nifios y adultos inmunocomprometidos (Adam, 2001,
Eckmann, 2003; Lujan, 2006). Los factores que posiblemente contribuyen a la variacién
de las manifestaciones clinicas pueden ser: la virulencia de la cepa, el nimero de quistes
ingeridos, la edad del hospedero y el estado del sistema inmune en el momento de la
infeccion (Faubert, 2000).

El parésito presenta un ciclo de vida caracterizado por la existencia de dos
estadios: el trofozoito, que es el estadio vegetativo, y el quiste que es la forma infectiva,
el cual tiene capacidad de sobrevivir fuera del hospedero (Adam, 2001; Ankarklev y
col., 2010; Keserue y col., 2011). La infeccion se inicia al ingerir alimentos o agua
contaminados con quistes de G. lamblia, donde el pH del estémago y la accion de
algunas enzimas digestivas favorecen su desenquistamiento, y por lo tanto, la adherencia
de la forma tréfica al lumen intestinal ocasionando la patologia de la infeccion. Los
trofozoitos adheridos a la mucosa, se multiplican por fision binaria longitudinal.
Algunos trofozoitos reenquistan en el colon para protegerse de condiciones adversas del
medio, y son expulsados junto con las heces del hospedero, contaminando agua y
alimentos, cerrandose asi el ciclo de vida (Eckmann y col., 2000; Faubert, 2000; Gillin y
col., 1988).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que aproximadamente 250
millones de personas en el mundo estan infectadas y que se presentan 2.8 millones de
nuevos casos por afio, siendo una de las causas mas comunes de diarrea en paises
industrializados, con una prevalencia del 15-30 % y del 20-60 % en paises en vias de

desarrollo (Savioli y cols., 2006; WHO, 2005). México, es un pais endémico con



prevalencias que varian desde el 5 al 60 %. Segun la Secretaria de Salud y el Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SSA), durante el 2013, Sonora se ocup6 el
quinto lugar (SSA, 2013) y actualmente hasta el mes de agosto del 2016 se encuentra en
el octavo lugar (SSA, 2016).

En la actualidad, el tratamiento para la giardiasis estd limitado a farmacos cuyos
principios activos no son lo suficientemente eficaces y pueden causar efectos
secundarios, como ejemplo encontramos a metronidazol que puede presentar cefalea,
nauseas, vértigo, entre otros (Gardner, 2001). También se han registrado cepas de
Giardia resistentes a dichos medicamentos. Ademas, es frecuente la re-infeccion luego
del tratamiento debido a que estos individuos no generan mecanismos de defensas
eficaces para eliminar el parasito (Lujan, 2006).

A pesar de la alta morbilidad asociada a G. lamblia, se conoce muy poco acerca
de su complexion antigénica, especialmente su naturaleza bioquimica y su participacion
en la respuesta inmune del hospedero (Chaudhuri y col., 1997). El conocimiento y el
papel que esos antigenos tienen en la respuesta inmune durante la infeccién son
importantes para el entendimiento de la enfermedad. Por tal motivo, se ha investigado la
participacion de la respuesta innata y adaptativa en los mecanismos de erradicacion de la
infeccion tanto en humanos como en modelos animales de experimentacion (Eckmann,
2003). El equilibrio inmunolodgico del organismo es desafiado por la presencia del
parasito. La inmunidad innata, es la primera linea de defensa del sistema inmune, que
involucra mecanismos bioquimicos y celulares inespecificos presentes antes de que se
produzca la infeccién y que estan preparados para responder con rapidez ante esta.
Contrastando con estos mecanismos, existe otra via de defensa, en la cual la respuesta se
debe a la exposicion del agente infeccioso (G. lamblia), llamada inmunidad adaptativa.
La cual se caracteriza por presentar gran especificidad por diferentes moléculas del
parasito y capacidad de reconocer y responder con mayor intensidad a la exposicion del
agente, en donde participan tanto anticuerpos con alta especificidad contra el agente,
(inmunidad humoral), como células T (inmunidad celular) capaces de confrontar al

agente infeccioso. El conocimiento que se tiene acerca de los mecanismos de



patogeénesis, la respuesta inmune involucrada en la giardiasis, asi como la identificacion
y caracterizacion de los antigenos de este parésito, son limitados (Adam, 2001). Por esta
razon, es importante la caracterizacion de antigenos inmunodominantes de G. lamblia
que estimulan una respuesta inmune de tipo celular y humoral, comprendiendo asi las
bases inmunoldgicas moleculares y celulares que se llevan a cabo durante la infeccion
por este parasito que puedan incidir en el futuro desarrollo de medidas profilacticas méas

eficaces contra la giardiasis.



ANTECEDENTES

Giardia lamblia

El parasito G. lamblia es un protozoario que presenta un ciclo de vida directo con dos
estadios: el trofozoito y el quiste (Figura 1). El trofozoito mide 12-15 um de longitud
por 5-9 um de ancho (Ankarklev y col., 2010), posee una superficie dorsal convexa y
una superficie plana en la que se encuentra el disco ventral que le facilita la adhesion a la
mucosa del intestino delgado superior (duodeno). Cuenta con 2 ndcleos y 4 pares de
flagelos. El quiste es de forma elipsoidal, mide aproximadamente 8-14 um de largo y 7-
10 pum de ancho, su superficie es lisa y su pared es doble y altamente resistente, lo que
permite la supervivencia prolongada en una variedad de condiciones ambientales
(Adam, 2001; Keserue y col., 2011). Las formas infectivas jovenes poseen dos nucleos,
y las formas maduras cuatro, los cuales se localizan en un extremo hasta el momento en
que el parasito esta listo para dividirse (Erlandsen y col., 1989; Erlandsen y col., 1990;
Johnston y col., 2003; Keserue y col., 2011).

G. lamblia carece de organelos prominentes, que caracterizan a una célula
eucaridtica, como mitocondrias y peroxisomas, por lo tanto, es considerado un
microorganismo de division temprana en la linea eucari6tica de descendencia (Adam,
2001). Por esta razén el estudio de Giardia resulta de gran interés, ya que permite
profundizar en el conocimiento de la evolucion temprana de estructuras, asi como vias

de transporte o sintesis de proteinas de células eucarioticas superiores.
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Figura 1. Ciclo de vida de G. lamblia. La infeccion inicia con la ingestion de quistes
presentes en agua y alimentos contaminados (1 y 2). Posteriormente, la exposicion al
ambiente del estdmago favorece el desenquistamiento (3). El trofozoito se reproduce por
fision binaria longitudinal (4), y coloniza el intestino delgado (5). Al presentarse
condiciones adversas, se produce el enquistamiento (6 y 7), para finalmente ser liberados
en forma de quistes a través de las heces y cerrar asi el ciclo de vida (8). (Lopez y col.,
2015)



Giardiasis: Aspectos Clinicos

G. lamblia es el agente causal de la giardiasis, una de las infecciones gastrointestinales
mas comunes en todo el mundo. La infeccién origina una amplia variedad de
manifestaciones clinicas, que van desde un estado de portador asintomatico hasta la
diarrea severa, dolor abdominal, nauseas, malabsorcion y pérdida de peso (Astiazaran y
col., 2009; Eckmann, 2003; Palm y col., 2003). Existen diversos factores que
posiblemente contribuyen a la gran variedad de sintomas clinicos. Entre estos se
encuentran la virulencia de la cepa de Giardia, el nimero de quistes ingeridos, la edad
del hospedero y el estado del sistema inmune del mismo en el momento de la infeccion,
ya que tanto la respuesta inmune humoral, como celular, son importantes en el control
de la infeccion. Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos implicados (Palm y
col., 2003).

Esta patologia es considerada un problema de salud pablica en diversos paises, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que existen alrededor de 250 millones
de personas infectadas con este parasito en el mundo (WHO, 2005), afectando
principalmente a paises en vias de desarrollo entre los cuales se encuentra México,
donde segun informes de la Secretaria de Salud y del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica, Sonora se encuentra en el octavo lugar, hasta el mes de agosto del 2016
(SSA, 2016).

En la actualidad, el control de la infeccion se limita al uso de farmacos.
Actualmente los antiparasitarios ampliamente utilizados son: metronidazol, tinidazol,
albendazol y furazolidona (Vazquez y col., 2009). Sin embargo, al igual que muchos
otros farmacos pueden tener efectos secundarios adversos y generar cepas resistentes,
como Yya se ha reportado para el metronidazol (Maller y col., 2007). La resistencia a los
farmacos es solo una de las posibles explicaciones que se pueden argumentar para
explicar el fallo en el tratamiento antiparasitario. Asi, el desarrollo de medidas
profilacticas contra G. lamblia se considera un enfoque prometedor para el control de

esta parasitosis (Rivero y col., 2010).



Proteinas Inmunogénicas de Giardia lamblia

Actualmente, no existe una vacuna disponible para la giardiasis humana. Por esta razon,
es importante la identificacion de antigenos inmunogénicos de G. lamblia que estimulen
respuestas tanto humoral como celular (Astiazaran y col., 2009). La caracterizacion de
antigenos de G. lamblia es de suma importancia en el conocimiento de los mecanismos
de defensa del hospedero asi como los mecanismos de la patogenicidad del parasito.
Dentro de los principales antigenos estudiados en G. lamblia, se encuentran las
Proteinas Variables de Superficie (VSP, Variant-Specific Surface Protein), que se
encuentran en la superficie del parasito, son escasamente glicosiladas (Papanastasiou y
col., 1997) ricas en cisteina, con pesos moleculares documentados de 22 kDa a més de
200 kDa. Las VSPs sufren de variacién antigénica, por lo que se ha cuestionado su valor
como blancos moleculares de diagndstico (Palm y col., 2003) y en el desarrollo de
vacunas (Singer, 2000). Sin embargo, debido a que los mecanismos inmunoldgicos
durante la infeccion se caracterizan por una fuerte respuesta hacia las VSPs, diversos
estudios se han enfocado en evaluar la capacidad protectora de estas proteinas durante la
giardiasis. La induccion de una respuesta inmune activa considerable contra G. lamblia
utilizando un repertorio de VSPs se asocia con una reduccion en los signos de la
infeccion en un modelo experimental, mas no con la eliminacion del parésito (Rivero y
col., 2010). Dichos resultados son consistentes con estudios anteriores en humanos,
mostrando que algunos individuos pueden estar infectados cronicamente y otros re-
infectados con o sin sintomas, detectdndose la presencia de anticuerpos secretores y
sistémicos especificos para Giardia (Nash y col., 1987; Nash y col., 1990). Con base a
esto, se podria hacer un replanteamiento de las estrategias actuales con respecto a la
inmunoprofilaxis para los parasitos que presentan variacion antigénica (Rivero, 2010).
Por otra parte, se han reportado otros antigenos de G. lamblia, como las proteinas
de choque térmico (HSP, Heat Shock Protein), que son liberadas por el parasito en
respuesta al estrés; lectinas, localizadas en la superficie de membrana del parésito e
implicadas en los mecanismos de adhesion a la superficie del intestino. También se han

identificado proteinas de la pared del quiste (CWP, Cyst Wall Protein) y proteinas



asociadas al citoesqueleto de Giardia, como son las giardinas y tubulinas. Por otro lado,
también han sido reportadas proteinas relacionadas con funciones metabdlicas como la
enolasa, arginina deaminasa y ornitina cabamoil transferasa, (Davids y col., 2006;
Faubert, 2000; Lopez-Romero y col., 2015; Palm y col., 2003; Tellez y col., 2005).

El laboratorio de Inmunologia y Biologia Celular del Departamento de Ciencias
Quimico Bioldgicas de la Universidad de Sonora se ha dedicado a la identificacion y
caracterizacion bioquimica e inmunologica de antigenos capaces de inducir una
respuesta inmune humoral y celular. El analisis de muestras fecales y de sueros de
ratones C3H/HeJ después de ser infectados y re-infectados con trofozoitos de G.
lamblia, muestra que la IgA intestinal y anticuerpos IgG en suero se dirigen a un nimero
limitado de bandas proteicas, con pesos moleculares de 48, 55, 63, 71, 86, 106, 131 y
159 kDa (Velazquez y col., 2005). Al utilizar anticuerpos monoclonales especificos
contra G. lamblia, asi como anticuerpos IgG generados durante la infeccion en el
modelo murino, se observo que reconocen una proteina de ~ 71 kDa (Proteina 5G8). En
estudios posteriores, se realizaron ensayos de citometria de flujo en los cuales se observo
que solo el 5 % de la poblacién de la cepa GS/M-83-H7 de G. lamblia expresaban en la
superficie del parasito la proteina 5G8. Basados en esta observacion se enriquecio la
poblacion de trofozoitos de la cepa GS/M-83-H7, que expresa en la superficie celular
este antigeno, dando como resultado un incremento en la poblacion que expresan la
proteina en la membrana plasmaética del parasito de aproximadamente 70 %. A esta
poblacion se le llamé 5G8 (+) (Quintero y col., 2013). Con base en estos resultados, se
caracterizd bioquimicamente la proteina 5G8. El analisis mediante espectrometria de
masas, identifico a la proteina de ~ 71 kDa como una Proteina Variable de Superficie
(Tesis de Maestria, Valdez, 2015; Quintero y col., 2016). Actualmente, el presente grupo
de investigacion se ha enfocado en el estudio de los mecanismos efectores de la
respuesta inmune contra la proteina 5G8.

Ademas de conocer qué proteinas de este parasito son inmunogénicas y cuales
inducen una respuesta inmune protectora, es necesario obtener mas informacién acerca

del papel que juegan estas moléculas en el parasito, es decir, si son antigenos de



superficie, intracelulares, si son moléculas que son excretadas por Giardia, si pertenecen
al grupo de las VSPs, las cuales son de gran importancia en los procesos de evasion de
respuesta inmune por parte de G. lamblia, y por Gltimo conocer si dichas proteinas estan
presentes de manera constitutiva y si son conservadas entre las distintas cepas de este
parésito. Este conocimiento es sumamente importante en el desarrollo de una vacuna

efectiva contra G. lamblia.

Mecanismos inmunoldgicos Contra G. lamblia

La respuesta inmune contra Giardia, depende de diversos factores, y dentro de los mas
importantes se encuentra el estado inmunoldgico del hospedero. Debido a esto se ha
investigado la participacion de la respuesta inmune innata y adaptativa en los
mecanismos de eliminacion de la infeccion tanto en humanos como en modelos

animales de experimentacion.

Respuesta Inmune Innata Contra G. lamblia

La primera linea de defensa contra la giardiasis, pertenece a elementos de la inmunidad
innata. Debido a que Giardia coloniza el intestino delgado superior (duodeno) y se
adhiere a la superficie del epitelio intestinal (Lujan, 2006), la mucosa intestinal juega un
papel importante inhibiendo este proceso, que aunado al movimiento peristaltico del
intestino afectan mecanismos de colonizacion del parésito y favorecen su excrecion.
Adicionalmente, la flora normal en el intestino puede inhibir la infeccién por G. lamblia
a través de diferentes mecanismos que incluyen la competencia por recursos
alimenticios, toxicidad e induccion de respuestas inmunes cruzadas (Falk y col., 1998).
Existen mecanismos efectores a nivel de mucosas entre los cuales destacan productos
antimicrobianos, sintetizados por células epiteliales, como es el Oxido Nitrico (NO) que
presenta una actividad amplia contra bacterias y parasitos patdgenos. EI NO actla
inhibiendo el crecimiento del parasito sin afectar la viabilidad, actuando como
citostatico mas que como un citotoxico para G. lamblia (Eckmann y col., 2000). Sin
embargo, el parasito ha desarrollado estrategias para contrarrestar dichos efectos, como
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la capacidad que tiene para inhibir in vitro la produccion de NO epitelial (Pavanelli y
col., 2010).

Varias citocinas poseen funciones en la regulacion de los mecanismos celulares
inespecificos relacionados con el control de la giardiasis. Dentro de las citocinas que
desempefian un papel importante durante la infeccion, se encuentrala interleucina 6 (IL-
6), que es un homodimero de 19-26 kDa; es considerada como una proteina pro-
inflamatoria que actia modulando la maduracién y conmutacion de las células B para
producir IgA, asi como también regulando la diferenciacién de las células T (Kamda y
col., 2012). En ratones deficientes de IL-6 infectados con trofozoitos de G. lamblia no
fue posible el control de la fase aguda de la infeccion (Akira y col., 1995). En otros
estudios, la interleucina con mayor titulo en pacientes con giardiasis, fue la IL-2
(glicoproteina de 14-17 kDa), seguida de la IL-4 (glicoproteina de 18 kDa), mientras que
la IL-10 (glicoproteina de 34-40 kDa) no mostré elevacion.

Algunas estirpes celulares en la respuesta inmune innata, pueden actuar de
manera directa o indirecta. Estudios previos demostraron un incremento en la poblacion
de macrofagos en ratones infectados con G. lamblia, aunque han sido descritas como
células reguladoras (Maloney y col., 2015). Por otra parte, se ha reportado que los
macrofagos de la mucosa son capaces de ingerir in vivo trofozoitos de G. lamblia (Owen
y col., 1981), resultado confirmado en un estudio posterior donde los trofozoitos fueron
ingeridos por macréfagos de placas de Peyer, mejorando la actividad del estallido
oxidativo de los macréfagos de la mucosa (Hill y col., 1990).

Los mastocitos, son células efectoras de la respuesta inmune que juegan un papel
importante en el control de la infeccion contra parasitos. Estas células contribuyen en la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de células B a células plasmaticas
secretoras de anticuerpos de isotipo IgA. Modelos murinos deficientes de mastocitos, no
pueden controlar la infeccion con G. lamblia (Li, 2004). Adicionalmente, los mastocitos
y NO actGan en coordinacion para inducir el peristaltismo, y desfavorecer la

colonizacidn del parasito en el intestino (Li y col., 2006).
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Estudios previos sugieren la capacidad de G. lamblia para inducir una respuesta
inmune humoral y celular, sin invadir el epitelio. EI conocimiento acerca de la
capacidad del parasito para inducir una respuesta inmune sistémica esta limitado. Sin
embargo, las células M vy las células dendriticas estan implicadas en el transporte de
antigenos de Giardia hacia las placas de Peyer, donde actla la respuesta inmune

adquirida.

Respuesta Inmune Humoral Contra G. lamblia

Cuando los mecanismos de la inmunidad innata no pueden eliminar al parasito, este
continda proliferando hasta desencadenar la respuesta inmune adaptativa, en la cual
actlan mecanismos inmunoldgicos capaces de aclarar la infeccion. El parasito se adhiere
y coloniza el duodeno, donde el principal mecanismo de defensa inmune estd mediado
por el Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (MALT) el cual posee un gran nimero de
células plasmaéticas, reconocidas por ser grandes productoras y secretoras de anticuerpos
IgA (Fagarasan y col., 2003).

Diversos reportes de investigacion indican que el aclaramiento de la giardiasis en
modelos murinos inmunocompetentes ocurre en 3-5 semanas después de la infeccion,
estos datos se relacionan con el tiempo en el que se establece la inmunidad humoral
(Eckman, 2003; Singer y col., 2000; Velazquez y col., 2005). Las infecciones repetidas
en humanos y modelos animales han demostrado que después de una exposicion inicial a
Giardia, los individuos desarrollan inmunidad a una segunda infeccién o presentan

menor dafio patoldgico en el epitelio intestinal (Solaymani-Mohammadi y col., 2010).

En estudios in vitro se ha demostrado la actividad anti-giardia de anticuerpos
contra trofozoitos, utilizando sueros de pacientes con giardiasis, que en su mayoria
contenian IgA (Faubert, 2000). Por otra parte, ciertos anticuerpos especificos anti-
giardia como IgM e 1gG presentan actividad citotoxica para el trofozoito a traves de
mecanismos dependientes o independientes del sistema del complemento (Nash y col.,
1987).
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La inmunidad mediada por anticuerpos, en particular del isotipo IgA,
contribuyen al mantenimiento de la inmunidad protectora contra la giardiasis. Los
ratones deficientes en la produccion de anticuerpos, principalmente del tipo IgA, no
tienen la capacidad de eliminar a G. lamblia (Langford y col., 2002). Sin embargo, se ha
reportado que ratones deficientes de células B infectados con G. lamblia son capaces de
controlar la infeccion (Singer y col., 2000). Estos datos sugieren que tanto las células B,
como los anticuerpos (principalmente IgA) son importantes, pero no es estrictamente

necesario en el control de infecciones por Giardia.

Respuesta Inmune Celular Contra G. lamblia

Ademaés de la accion de los anticuerpos sobre el parasito, existe otro proceso de defensa,
conocido como inmunidad celular, la cual involucra diversas estirpes celulares que a
través de la interaccion de receptores especificos con moléculas antigénicas, juegan un
papel importante en el control y eliminacion del parasito. En la actualidad, el mecanismo
desempefiado por las células B y T durante la giardiasis ha sido reportado; sin embargo,
la identificacién y caracterizacion de antigenos inmunodominantes de G. lamblia que
estimulan una respuesta inmune celular es limitada. En humanos y en modelos murinos
de infeccion, la presencia de trofozoitos de G. lamblia induce la proliferacion de células
T en mucosas y sangre periférica, con la subsecuente produccion de INF-y (Ebert, 2000).
En otros estudios, se demostré que una disminucion en las poblaciones de células T
CD4" en humanos y animales, favorece el desarrollo de la giardiasis cronica (Lujan y
col., 2011; Singer y col., 2000).

Aunque esta reportada la importancia del papel que juegan las células T durante
el curso de la infeccion por Giardia, los mecanismos de accion son poco conocidos. En
estudios previos, se demostré la relevancia de la memoria inmunoldgica contra el
parasito, encontrandose células T CD4" especificas para Giardia en la sangre periférica
de individuos que se infectaron 5 afios antes (Hanevik y col., 2011). Es posible que las

células T CD4" induzcan la activacion, maduracion y diferenciacion de células B a
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células plasmaticas para producir inmunoglobulinas especificas contra Giardia (Lopez-
Romero y col., 2015). Por otro lado, las células T también estdn asociadas con el dafio
patoldgico que causa alteraciones en la membrana apical de los enterocitos durante la
giardiasis. En ratones atimicos infectados (carentes de células T) se ha detectado una
disminucion en dafios a nivel de microvellosidades y en la reduccién de la actividad de
disacaridasas (Scott y col., 2002). La reconstruccion del timo con células T de un ratdn
infectado con G. lamblia disminuyo la carga parasitaria en el intestino, pero aumenté la
atrofia de las microvellosidades intestinales, sugiriendo que el dafio en el intestino del
hospedero es desarrollado por la accion de las células T CD8* (Scott, 2004). Estudios
adicionales revelaron la presencia de grandes infiltrados de células T CDS8* en
individuos con giardiasis sintomatica, especialmente en aquellos que presentaban diarrea
y flatulencia (EI-Shazly y col., 2003). En este contexto, mientras que las células T CD4*
son importantes mediadores en los mecanismos de eliminacion de Giardia, las células T
CD8" desempenan un papel en la inmunopatologia de la enfermedad, lo que indica que

las células T juegan un papel doble durante giardiasis (L6pez-Romero y col., 2015).

Reconocimiento Antigénico por Parte de Linfocitos T

En la respuesta inmune adaptativa, el antigeno es reconocido por dos conjuntos de
moléculas receptoras altamente variables, las inmunoglobulinas que sirven como
receptor de antigenos en las células B y un receptor especifico de antigeno en las células
T. Los mecanismos efectores de la inmunidad humoral se desencadenan cuando las
células B interaccionan directamente con el patégeno, mientras que las células T no
tienen contacto directo, sino que requieren la cooperacion de células especializadas en el
procesamiento y presentacion de antigeno, llamadas células presentadoras de antigeno
profesionales (CPA). Las células T pueden detectar a un microorganismo mediante la
interaccion con CPA, las cuales reconocen moléculas antigenicas del patdgeno, lo
endocitan e inician el procesamiento de este a pequefios fragmentos o péptidos, de los

cuales solo algunos tienen la capacidad de unirse moléculas del complejo principal de
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histocompatibilidad (clase I o Il) para posteriormente ser reconocidos por las células T a
través de su receptor (TCR) (Cuendet y col., 2011). La capacidad de un péptido para
interaccionar con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y ser
presentado a células T, se conoce como inmunodominancia y depende de las
interacciones entre los residuos de las cadenas laterales de los aminoacidos con sitios
especificos del surco de union a péptidos del MHC (Garcia, 1998). Las células T CD8*
reconocen peptidos de 8-11 aminoacidos unidos al MHC-I, mientras que las células T
CD4" reconocen péptidos con una longitud de 12-25 aminoacidos unidos al MHC-II
(Janeway, 2008). Estudios cristalograficos y de interaccion MHC-péptido nos han
permitido conocer las estructuras de las moléculas del MHC de clase | y I, asi como el
gran polimorfismo del sitio de interaccion con los péptidos presentados (Fremont y col.,
1998); este surco de union estd conformado por cinco bolsillos, los cuales seleccionan
residuos con caracteristicas particulares como el tamafio, hidrofobicidad y cargas
eléctricas, teniendo como resultado la unién del MHC y del péptido con la combinacion
satisfactoria de la preferencia de cada bolsillo de unién (Fremont y col., 1998). El
reconocimiento de un péptido inmundominante, da inicio a una respuesta inmune
celular, de tal forma que un pequefio fragmento de antigeno induce una respuesta contra
un patégeno. En la actualidad, el desarrollo de vacunas se enfoca en el estudio de estos
fragmentos o péptidos inmunodominantes capaces de generar una respuesta
inmunoldgica eficiente, disminuyendo de esta manera efectos adversos en el hospedero
(Matthias, 2016).

Procesamiento y Presentacion de Antigeno

La funcidn protectora de las células T depende de su capacidad para reconocer células
que han internalizado agentes patdgenos o a sus productos. Los péptidos reconocidos por
las células T CD4" son en su mayoria derivados de antigenos extracelulares que
requieren ser procesados antes de unirse a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (Clase Il). Las CPA internalizan el antigeno soluble en vesiculas

endociticas, donde se lleva a cabo un desdoblamiento por la reduccion de puentes
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disulfuro y degradacién por accion de proteasas en las diferentes proteinas, teniendo
como resultado la formacion de fragmentos peptidicos, de los cuales solo algunos tienen
capacidad de union al MHC-II (Griffin y col., 1997; Wu y col., 2002; Villadangos y col.,
2000).

Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) son
sintetizadas de novo en el reticulo endoplasmico (RE), en donde son ensambladas y
transportadas al aparato de Golgi, bajo la regulacion de moléculas accesorias incluyendo
la cadena invariante (li). EI complejo CMH-Ili es transportado en endosomas, donde
junto con moléculas como el HLA-DM y HLA-DO, regula la carga de los péptidos a las
moléculas MHC-11 (Doebele y col., 2000). Dentro de la hendidura de unién a péptidos
del MHC-II, 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 presentacién a linfocitos T
CD4" (Janeway, 2008).

Modelo Experimental

Se han utilizado varios modelos animales para estudiar la biologia y / 0 los mecanismos
inmunoldgicos que se llevan a cabo durante la infeccion por G. lamblia. (Byrd y col.,
1994). ElI modelo murino es una poderosa herramienta para estudiar los mecanismos
inmunes efectores que se producen durante la giardiasis y tiene considerables ventajas
sobre otros modelos animales. El sistema inmune del roedor esta bien caracterizado y
existe una extensa variedad de reactivos y tecnologias para su estudio. En investigciones
previas, se ha evaluado la capacidad infectiva de Giardia (GS/M-83-H7) en el modelo
murino C3H/HeJ, encontrando que dicha cepa es capaz de inducir giardiasis en este
modelo de forma estable por varios dias (Velazquez y col., 2005). La cepa GS/M-83-H7
de G. lamblia puede infectar a roedores y a humanos. Esta cepa presenta la ventaja de

15



poder ser cultivada in vitro, por lo que es ampliamente utilizada para estudiar la
inmunologia de la giardiasis (Rivero y col., 2010).

Estudios gendmicos han confirmado ocho genotipos distintos de G. lamblia (A -
H). Actualmente, se conoce que los genotipos A y B son responsables de la infeccion
humana (Caccio y col., 2008; Feng y col., 2011) y asi mismo se encuentran en una
amplia variedad de mamiferos. El conjunto B predomina en los humanos; los animales
domeésticos juegan un papel importante en la gama de hospederos del conjunto A
(Sprong y col., 2009). Estos conjuntos estan representados por aislados humanos GS y
WB, respectivamente. El aislado GS es significativamente mas patogénico en
infecciones de humanos que el aislado WB (Adam, 2001), probablemente debido a que
el aislado GS cambia sus antigenos de superficie mas rapidamente que el WB (Nash,
1990). Lo anterior ha llevado profundizar en el conocimiento de algunas cepas de G.
lamblia, convirtiéndolo en un modelo de estudio muy atractivo para distintas lineas de

investigacion (Adam, 2001).

Andlisis Bioinformatico

Los avances de la biologia molecular en los Gltimos afios, han permitido la generacion
de una gran cantidad de informacién cuyo analisis requiere el uso de herramientas de
calculo altamente especializadas. La bioinformatica, un importante componente
matematico y computacional, que permite el desarrollo de nuevos algoritmos vy
estadisticas para establecer relaciones entre miembros de grandes grupos de datos,
permitiendo crear modelos tridimensionales de receptores y ligandos, estudiar sus
preferencias conformacionales, dilucidar la naturaleza y magnitud de las fuerzas
interatdmicas que gobiernan su interaccion, etc. (Jenny Gu, 2009). La adquisicién de
nuevas y mejores herramientas computacionales ha hecho posible que la bioinformatica
se convierta en pieza clave para aplicaciones como filtro genético, diagndstico

molecular, hallazgo de nuevos farmacos, entre otros (Lesk, 2014).
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Prediccion de Epitopes que Estimulan una Respuesta Inmune Celular

En la actualidad, el uso de herramientas bioinforméticas en el estudio de los mecanismos
inmunoldgicos que se llevan a cabo durante una infeccion, nos permite mejorar el
desarrollo de medidas profilacticas contra enfermedades infecciosas. La prediccion de
epitopes (epitopos o epitopos) a través de estas herramientas, nos permite monitorizar
potenciales secuencias de aminoacidos reconocidas por células T, basandose en la
probabilidad de union a las moléculas del MHC-1 o MHC- 1l (Godkin y col., 2001,
Dimitrov y col.,, 2013). La prediccion mas certera acerca de los péptidos
inmunodominantes 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 (Matthias,
2016). Uno de los algoritmos frecuentemente utilizados es SYFPEITHI

(www.syfpeithi.de), que predice los péptidos con mayor afinidad quimica al sitio de

unién (surco) del MHC-I1, especificamente del haplotipo I-A* de ratén, basandose en las
caracteristicas quimicas de las cadenas residuales de los aminoacidos que constituyen los
péptidos generados, donde el algoritmo califica los aminoécidos que tienen mayor
afinidad al surco de unién (Rammensee y col., 1999). La interaccion molecular entre
péptido-MHC juega un papel esencial durante el desarrollo de una respuesta
inmunoldgica. La caracterizacion quimica de estos péptidos ayudara a sentar las bases
moleculares y celulares para el futuro desarrollo de medidas profilacticas contra la

giardiasis.

Modelado Molecular

El desarrollo de nuevas medidas profilacticas tiene su inicio en la identificacion de
péptidos que se unen fuertemente y especificamente a moléculas del MHC. Una
interaccidn fuerte es necesaria para la eficacia a bajas concentraciones, mientras que la
especificidad permite minimizar los efectos secundarios (Lesk, 2014). EI modelado
molecular es un método que relaciona la estructura quimica con la actividad bioldgica,

considerando las propiedades de las moléculas en tres dimensiones, asi como el analisis
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conformacional, la mecanica cuantica, los campos de fuerzas, la termodindmica

estadistica, y los gréficos moleculares interactivos (Jenny Gu, 2009).

El modelado molecular es la prediccion de union a ligando, que tiene como
objetivo identificar el sitio de union de una proteina, determinar la posicién, orientacion
del ligando y finalmente estimar la afinidad. La base de esta herramienta es la
identificacion de complementariedad en tamarfio, forma, distribucion de carga, polaridad,
y el potencial de interacciones hidrofobas y puentes de hidrdgeno. Por otro lado, aunque
es dificil estimar las afinidades, el modelado puede proporcionar informacion util sobre
las afinidades relativas. Esta funcién provee una puntuacién adecuada que puede
predecir la clasificacion de los diferentes ligandos en el orden aproximado de afinidad,
permitiendo la selectividad y la fijacion de prioridades en pruebas experimentales (Lesk,
2014).

Dada la disponibilidad de los datos cristalograficos y de interaccion MHC-
péptido que se encuentran reportados (Fremont y col., 1998), el modelado molecular se
ha convertido en un sistema capaz de predecir la union de péptidos al MHC-I1I. Esta
herramienta tiene una trayectoria creciente de éxito, al menos en el area de la
identificacion de pequefias moléculas ligandos de blancos moleculares. En términos
generales, el modelado molecular se puede separar en diferentes fases, iniciando con el
analisis de la estructura de rayos X del MHC, que al combinarlo con potenciales
péptidos de unidn, el conjunto resultante de ligandos es posteriormente acoplado a un

modelo receptor y calificado para una correlacién apropiada de unién (Young, 2009).

En la actualidad, el uso de esta herramienta en el entendimiento de las
interacciones moleculares durante una respuesta inmunoldgica, ayuda a establecer
comparaciones entre teoria y datos experimentales, e incluso permite realizar
predicciones cuantitativas, profundizando asi, en el conocimiento de los principales
mecanismos celulares y moleculares que se llevan a cabo durante una infeccion. La
identificacion de péptidos inmunodominantes mejorara el entendimiento de las

interacciones G. lamblia—hospedero, y sentara las bases moleculares que ampliaran el
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conocimiento acerca de los mecanismos inmunoldgicos relacionados durante una

infeccion por G. lamblia.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratones de la cepa singénica C3H/HeN de 8 a 14 semanas de edad,
proporcionadas por la Dra. Maricela Montalvo Corral, del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo A.C. Estos fueron mantenidos en el Bioterio del
Departamento de Investigaciones de Postgrado en Alimentacion de la Universidad de
Sonora (DIPA), con fotoperiodos de 12 horas a 25 °C, acceso a agua y alimentos ad
libitum, con una dieta comercial para ratones (2018S de Teklad global diets 18 % protein
Rodent diet sterilizable). Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo los términos
y condiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-033-Z0O0-1995, concerniente al
sacrificio humanitario de los animales domeésticos y silvestres.

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

Cultivo de Lineas Celulares

Se utilizaron cultivos de las siguientes lineas celulares: linfoma de células B, como
células presentadoras de antigeno (M12.Ak C3.F6) (Wade y col., 1989), linfocitos T
(CTLL-2) dependientes de IL-2 (ATCC TIB-214), células T BW51470 B provenientes
de timoma de ratdn y esplenocitos de raton especificos para proteinas de G. lamblia. Los
cultivos celulares se mantuvieron en medio de cultivo DMEM (GIBCO L-1740631)
suplementado al 10 % con suero fetal bovino (D10F) (GIBCO, L-1740631), en una
atmosfera de CO: (5 %) a 37 °C.
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Cultivo de G. lamblia

Se utilizaron cultivos axénicos de trofozoitos de la cepa de G. lamblia, clona GS/M-83-
H7, obtenidos de American Type Culture Collection (ATCC). Los cultivos se
mantuvieron en medio TYI-S33, suplementado con 10 % de suero de ternera recién
nacida (MICROLAB, LM-8397) y 100 pug/mL de ceftriaxona (AMSA, Laboratorios,
solucidn inyectable, 1G/1M/3.5mL). Los trofozoitos fueron incubados a una temperatura
de 37 °C (L-C Incubator, Barnstead, Lab-Line) en condiciones microaerofilicas.
Adicionalmente, bajo las mismas condiciones, se utilizé la cepa enriquecida por la
técnica de inmunoadsorcion a partir de la clona GS/M-83-H7, denominada 5G8 (+)
(Quintero y col., 2013).

Evaluacion de la Expresion Superficial de la Proteina 5G8 en Trofozoitos de G.

lamblia por Citometria de Flujo
Para analizar el patron de expresion de la proteina 5G8 superficialmente, se utilizaron
cultivos confluentes de G. lamblia, los cuales se desprendieron utilizando agua-hielo por
10 minutos, después se realiz6 el conteo de los trofozoitos ajustando a una cantidad de
5 x 10° células por pozo en una placa de fondo cénico. Posteriormente, se llevaron a
cabo 2 lavados con PBS a centrifugaciones de 800 g, 4 °C por 5 minutos. Después, se
incubaron los trofozoitos con el AcMo 5G8.B5 (1 pg/mL) por 1 hora a 4 °C. Al terminar
la incubacion, se realizaron 2 lavados con PBS (800 g, 4 °C por 5 minutos) y se
incubaron con el anticuerpo anti-lgG de ratdn acoplado a isocianato de fluoresceina
(FITC) diluido 1:200 con D5F al 0.02 % de NaN3; por 1 hora a 4 °C, en total oscuridad.
Finalmente, las células fueron lavadas 2 veces con PBS y resuspendidas en 200 pL de
D5F al 0.05 % de NaNs. Posteriormente se fijaron con 200 pL de paraformaldehido al
2 % filtrado. El andlisis fue realizado por citometria de flujo (Canto 1l FACS, Becton
Dickinson, CA, USA).
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Obtencién de Extractos Proteicos

El extracto proteico soluble de G. lamblia, se obtuvo a partir de cultivos confluentes y
axénicos cultivados e incubados a 37 °C (L-C Incubator, Barnstead, Lab-Line) los cuales
fueron desprendidos de un frasco de 500 mL, en agua-hielo por 20 minutos. Después, los
trofozoitos fueron lavados por 2 ocasiones con solucién reguladora de fosfatos salinos
(PBS), pH 7.2, bajo las condiciones de 800 g, 4 °C, por 5 minutos. Una vez contenidos
los trofozoitos en una pastilla, se resuspendieron en 700 uL de PBS y se agregaron 5 pL.
de una solucion de inhibidores de proteasas [4-(2-aminoetil) fluoruro benceno sulfonilo
(AEBSF)] 23 mM, pepstatina A 0.3 mM, E-64 0.3 mM, bestatina 2 mM, y EDTA
sodico 100 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA), después fueron sometidos a 3 ciclos de
congelacion y descongelacion en un congelador (Thermo Fisher Scientific) a -80 °C y
temperatura ambiente respetivamente. Acto seguido, la muestra se sonicd (Brandon
Sonifier 250, Shelton, CT, USA) por 3 ciclos de 20 segundos, a una amplitud de 10 %
manteniendo el recipiente con el lisado de trofozoitos frio durante el sonicado, pues la
muestra tiende a calentarse en el proceso. Finalmente el detrito fue removido por
centrifugacion bajo las condiciones de 10 000 g, a 4 °C por 20 minutos. El sobrenadante
conteniendo la muestra proteica solubilizada, se cuantifico por el método de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y se almacen6 a -80 °C hasta su uso. (Gottstein y col.,
1990).

Aislamiento de la Proteina 5G8 Mediante Cromatografia de Afinidad

El aislamiento de la proteina 5G8 se llevd a cabo por medio de cromatografia de
afinidad, en la cual se acopld el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 a esferas de sefarosa 4B
(Sigma, Cyanogen Bromide Activated Sepharose 4B). Para lograr lo anterior,
primeramente se hidrataron las esferas de sefarosa con HCI 1 mM por 15 minutos a
temperatura ambiente. Después, dichas esferas fueron lavadas con alrededor de un litro
de HCI 1 mM y con solucién reguladora de acoplamiento 1X. Al terminar los lavados,

las esferas fueron transferidas a una solucion que contiene el anticuerpo monoclonal
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5G8.B5 y se incubaron por dos horas a temperatura ambiente, con movimiento constante
para permitir la unién covalente del anticuerpo a las esferas de sefarosa. A continuacion,
se recuperaron las esferas en un embudo de vidrio sinerizado vy, el liquido eluido fue
analizado en un espectrofotometro a una DO2s0 (NanoDrop 2000C Spectrophotometer,
ThermoScientific) con la finalidad de conocer el rendimiento del acoplamiento del
anticuerpo. En seguida, se transfirieron las esferas a otro tubo cdnico que contenia
glicina 0.2 M, pH 8.0, esto para bloquear cualquier sitio no reactivo en la sefarosa. Se
mantuvo en incubacion por dos horas a temperatura ambiente en movimiento constante.
Por ltimo, las esferas fueron lavadas con solucion reguladora de acoplamiento y de
CH;COONa-NaCl (pH 4.2) de manera alternada y finalmente con PBS al 0.02 % de

azida de sodio.

Se utiliz6 un lisado de trofozoitos de G. lamblia 5G8 (+) (1 mg/mL), el cual se
pasé 3 veces a traves de una columna cromatogréfica (12 gotas por minuto, 4 °C),
después se eluyeron y recolectaron fracciones mediante cambio de pH, utilizando 416
pL de glicina 0.1 M (pH 2.5) y en tubos Eppendorf conteniendo 83.4 pL de Trizma 1 M
(pH 8.0) lo cual generd un total de 10 fracciones que fueron evaluadas por dot blotting
(utilizando el AcMo 5G8.B5) con la finalidad de conocer aquellas que contenian la
proteina 5G8.

Inmunodeteccion de la Proteina 5G8 por Dot-Blotting

Para conocer en qué fracciones cromatograficas se encuentraba la proteina 5G8 fue
necesario realizar una inmunodeteccion por Dot-Blotting, el cual consistio en colocar 2
pL de la fraccion a analizar en una membrana de nitrocelulosa (Trans Blot, Transfer
médium, Bio-Rad 162-0115). Dicha membrana se incub6 en una solucion de PBS al 5 %
de leche en polvo (Svelty) libre de grasas para bloquear todo sitio de la membrana en la
que no esté la proteina adsorbida. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS,
después, dicha membrana fue incubada con una solucion de anticuerpo monoclonal

5G8.B5 (1 pug/mL) y con el anticuerpo monoclonal aBDC.2 (Kanagawa, 2002) utilizado
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control de isotipo 1gG2b (1 pg/mL) por una hora a temperatura ambiente en movimiento
constante. A continuacion, se realizaron lavados con PBS. Al terminar, la membrana fue
incubada con anticuerpo anti- IgG de raton acoplado a peroxidasa de rabano (diluido
1:7500 con PBS-0.1 % ABS) (ABS, albumina bovina sérica) (Sigma, St. Louis MO,
USA), por una hora a temperatura ambiente en movimiento constante.; se lavo la

membrana con PBS cinco veces por cinco minutos cada lavado.

Posteriormente, la membrana de nitrocelulosa se incub6 por 10 minutos con una
mezcla 1:1 de luminol y peréxido de hidrégeno (Super Signal, West Pico Signal
Chemiluminescent, Thermo scientific 34080). Finalmente, se procedi6 a revelar la sefial
emitida por la reaccion antigeno-anticuerpo en un film de rayos X (Fujifilm) por medio

del uso de soluciones reveladoras y de fijado (Fujifilm).

Electrotransferencia e Inmunodeteccion de la Banda Proteica de ~ 71 kDa
(Western-Blotting)
Las proteinas del lisado, asi como la proteina 5G8 de G. lamblia se separaron por SDS-
PAGE al 12 % en condiciones modificadas (0.2 % SDS y 0.2 % B-mercaptoetanol) y
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa en un sistema semiseco de
electrotransferencia a corriente constante (Semi-Dry Tranfer Cell, Trans-Blot SD Cell,
BIORAD). Después de destefiir la membrana, esta fue bloqueada con una solucion de
PBS al 5 % de leche en polvo Svelty libre de grasas, por 1 hora. Enseguida, se realizaron
lavados con PBS y la membrana de nitrocelulosa se incub6d por una hora a temperatura
ambiente en movimiento constante con el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 (1 pg/mL),
con el anticuerpo monoclonal aBDC.2 (Kanagawa, 2002) utilizado control de isotipo
IgG2b (1 pg/mL), con suero de raton C3H/HeN pre-infeccion (1:20) y con suero post-
reinfeccion (1 infeccion cada 10 dias por 3 ocasiones). A continuacion, se realizaron
lavados con PBS. Al terminar, la membrana fue incubada con anticuerpo anti- IgG de
raton acoplado a peroxidasa de rabano (diluido 1:7500 con PBS-0.1 % ABS) (ABS,

albumina bovina sérica) (Sigma, St. Louis MO, USA), por una hora a temperatura
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ambiente en movimiento constante., para después llevar a cabo lavados con PBS.
Finalmente, se colocd la membrana en una mezcla 1:1 de luminol y peroxido de
hidrogeno (Super Signal, West Pico Signal Chemiluminescent, Thermo scientific)
revelando la sefial emitida por la reaccion antigeno-anticuerpo en un film de rayos X

(Fujifilm) por medio del uso de soluciones reveladoras y de fijado (Fujifilm).

Identificacion de Péptidos a Partir del Analisis por Espectrometria de Masas
ESI-MS/MS
El anélisis de EM se llevo a cabo utilizando un sistema de HPLC Microbore (Surveyor,
Thermo. San Jose, CA), y un ESI-MS/MS (Electrospray tandem mass spectrometer)
LCQ Deca (Finnigan, San Jose, CA). Las muestras fueron introducidas a la columna
analitica utilizando un inyector automatico Surveyor (Topografo, Thermo, San Jose,
CA), el eluyente de la columna de HPLC fue directamente sometido a la fuente de
ionizacion de electrospray de un espectrémetro de masas Thermo LCQ Deca con trampa

de iones.

Los datos de MS/MS fueron analizados utilizando el sistema computarizado
SEQUEST (Bioworks 3.1, Thermo) (Quintero, 2016).

Anélisis Bioinformatico de las Secuencias Identificadas por Espectrometria de
Masas ESI-MS/MS

Los resultados generados por espectrometria de masas se analizaron utilizando
herramientas bioinformaticas, como bases de datos y algoritmos en los que se realizaron
comparaciones tanto de las secuencias individuales (~ 28 y 38 kDa) como del constructo
denominado 5G8 (Anexo 11 y 12). Algunas de las herramientas utilizadas fueron:
Alineamientos de secuencias, BLASTn (secuencia de nucle6tidos), BLASTp (secuencia
de aminoacidos), localizacion dentro del genoma de G. lamblia, transcripcion y

traduccion de secuencias nucleotidicas, estimacion de masa molecular de proteinas,
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modelado de la estructura primaria, ubicacion de motivos y dominios, prediccion de
epitopes para linfocitos T, acoplamiento molecular, etc. (Tesis de Maestria, Valdez,
2015).

1. http://giardiadb.org/giardiadb/

2. http://www.uniprot.org/

3. http://www.expasy.org/

4. http://wlab.ethz.ch/protter/start/

5. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

6. http://tools.immuneepitope.org/bcell/
7. http://www.iedb.org/

8. www.syfpeithi.de

Infeccion de Ratones C3H/HeN con Trofozoitos de G. lamblia 5G8 (+)

Se formé un grupo de cinco ratones de 8 a 14 semanas de edad, el cual fue infectado y
re-infectado (P.R.1.) en 3 ocasiones (10 dias de diferencia entre cada infeccion) con 5 x
10° trofozoitos de G. lamblia (GS/M-83-H7) 5G8 (+) resuspendidos en 200 pL de PBS
estéril a un pH 7.2. Finalmente, diez dias después de la Gltima infeccion, se tomaron
muestras de suero de los ratones y fueron sacrificados. Enseguida, se extrajo el bazo de
cada uno y se homogeneizaron con medio DMEM suplementado al 10 % con suero fetal
bovino (D10F) (Larocque, et al., 2003).

Ensayo de Proliferacion de Esplenocitos de Ratones Infectados con G. lamblia
Mediante el Método de Reduccion de MTT (Tetrazolio)

Los esplenocitos se obtuvieron a partir de la diseccion del bazo de ratones previamente

infectados con trofozoitos de G. lamblia 5G8 (+). Se incubaron 5 x 10° células con
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extracto proteico de trofozoitos 5G8 (+), proteina 5G8 aislada, lisozima de huevo de
gallina (HEL, L6876 Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como control negativo, y
como control positivo se uso fitohemaglutinina-M (PHA, L8902 Sigma, St. Louis, MO,
USA). Se evaluaron concentraciones de 10, 5y 2.5 pg/mL en el caso del extracto
proteico y 50, 100 y 200 nM para el resto de las proteinas (ambos por triplicado) en un
volumen final de 150 pL, en placas de 96 pozos con fondo redondo a 37 °C y atmosfera
de 5 % de CO,. Se agregaron 15 pL de la solucion de MTT (M5655 Sigma, St. Louis,
MO, USA) (10 pL por cada 100 pL de cultivo) a cada pozo y se incubaron a 37 °C por 4
horas a los tiempos correspondientes a cada analisis. Posterior a la incubacion, los
cristales formados se disolvieron en 150 pL de isopropanol 4cido y agitacion vigorosa.
Una vez disueltos los cristales, se midi6 la densidad oOptica en un lector de placas de
ELISA a una longitud de onda de 570 nm y 630 nm como referencia, esto en menos de

una hora después de agregar el isopropanol &cido (Mosmann, 1983).

Expresion de CD69 en Esplenocitos de Ratones Infectados con G. lamblia

El andlisis de la expresion del marcador de activacion temprana CD69, se llevo a cabo
utilizando esplenocitos que se obtuvieron y se estimularon bajo las mismas condiciones
que se mencionan en el ensayo anterior. La tincién consistio en colocar 500,000
celulas/tubo, se lavaron con 4 mL de PBS frio bajo las condiciones de 650 g, por 7
minutos a 4 °C. Las células se resuspendieron e incubaron con el anticuerpo anti-CD69-
PE y su respectivo control de isotipo (1 pg/mL, diluido con D5F al 0.02 % de NaN3) por
30 minutos a 25 °C. Posteriormente, se lavaron con PBS a las condiciones antes
mencionadas. Acto seguido, las células se resuspendieron en 200 pL de PBS y 200 pL
de paraformaldehido al 2 % filtrado. El analisis fue realizado por citémetro de flujo
(Canto 1l FACS, Becton Dickinson, CA, USA).
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Prediccién de Epitopes de Células T

Con el objetivo de predecir los posibles potenciales epitopes de células T, se realizé una
prediccion sometiendo la secuencia de la proteina 5G8 a la base de datos SYFPEITHI
(www.syfpeithi.de). La prediccion se basa en las tanto en el tamafio, como en las
caracteristicas quimicas de las cadenas residuales de los aminoacidos que constituyen los
epitopes generados y el algoritmo califica los aminoacidos que tienen mayor afinidad al
surco de unién a péptidos del MHC clase 11 (haplotipo 1-A¥). Los ligandos predichos
para el haplotipo 1-AX por SYFPEITHI, tienen una longitud de 15 aminoacidos, donde
los 3 aminoacidos aminoterminal y 3 aminoacidos carboxilo-terminal, representan los
residuos que flanquean el surco y los nueve aminodcidos centrales representan el

nonamero de unién al surco del MHC clase II.

Andlisis de Interacciones Estructurales in silico Entre Epitopes Inmunodminantes
de Células T Con Moléculas Del MHC-11

En este trabajo se utiliz6 modelado molecular in silico con el fin de analizar los posibles
sitios de interaccion péptido-MHC de clase Il y dar un acercamiento a la explicacién
molecular sobre el mecanismo de presentacion de antigeno a las células T. Como
receptor se us6 la estructura cristalografica del MHC-11 (haplotipo I-A¥) (Fremont y col.,
1998) y como ligandos se probaron 5 péptidos seleccionados con base a la prediccién de
epitopes de células T por SYFPEITHI. El proceso se llevé a cabo en el software MOE
(Molecular Operating Enviroment) version 2015.10 MOE (Quimica Computing Group,

Inc., Montreal, QC, Canada) ejecutado en el sistema operativo Mac OSX.

Previo al analisis se prepararon el receptor y ligandos. Para ello, se definié como
receptor al complejo principal de histocompatibilidad MHC de clase 11 (haplotipo 1-A¥)
y se optimizo para determinar el mas bajo potencial de energia global para los diferentes
grupos quimicos ionizables de sus cadenas laterales. Posteriormente, se identificaron las
cavidades y posibles sitios de union de los ligandos en la proteina. La cavidad para el

mdodelado fue determinada después de analizar las dimensiones, carga electrostatica y
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sitios de contacto comprendidos acordes con el mecanismo involucrado en la
presentacion de antigeno. Por otro lado, la preparacion de ligandos consistidé en la
asignacion de cargas parciales y la generacion sistematica de conformaciones distintas

de baja energia para cada molécula (confémeros).

Andlisis Estadistico

El andlisis de los resultados de proliferacion por MTT se llevé a cabo, segin la
naturaleza de los datos, por medio de la prueba no paramétrica Wilcoxon, la cual
consiste en un disefio donde se encuentran dos variables correlacionadas, de tipo
cuantitativo continuo, cuya distribucion no es semejante a la curva normal (Valenzuela,
2006).

El anélisis fue realizado por el programa estadistico IBM® SPSS® Statistics Version 20.
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RESULTADOS

Enriquecimiento de la Proteina 5G8 de G. lamblia Mediante Inmunocromatografia
de Afinidad

Estudios previos han reportado la expresion de la proteina 5G8 en la superficie de
trofozoitos de G. lamblia (Quintero y col., 2013), con base en esto, se analizé por
citometria de flujo el nivel de expresion de la proteina 5G8 en cultivos de trofozoitos de
G. lamblia 5G8 (+). El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 reconocié al ~ 83 % de la
poblacion analizada (Figura 2C). El anticuerpo control de isotipo aBDC.2 no reconocio
a esta poblacion celular.

Con el objetivo de aislar la proteina 5G8 de G. lamblia reconocida por el
anticuerpo monoclonal 5G8.B5 (Figura 3), se partié de cultivos axénicos de trofozoitos
5G8 (+), obteniendo un extracto proteico (~ 30 mg de proteina total a partir de
aproximadamente 300 x 10° trofozoitos). Esta solucion de proteina se someti6 al proceso
de cromatografia de afinidad. Las fracciones cromatograficas recuperadas de la columna
fueron analizadas mediante un ensayo de Dot-Blotting para conocer especificamente en
qué fracciones se encontraba la proteina 5G8. En la figura 4 se observa que la proteina
5G8 se identifico en las fracciones de la 4 a la 10.
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Figura 2. Analisis de expresion de la proteina 5G8 en la superficie de G. lamblia.
Anaélisis de citometria de flujo utilizando trofozoitos de la cepa GS/M-83-H7 (5G8 (+)) y
el anticuerpo monoclonal 5G8.B5. A) Control sin tefiir, B) Anticuerpo monoclonal

control de isotipo (IgG2b) y C) Anticuerpo monoclonal 5G8.B5 (IgG2b) purificado.
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Figura 3. Perfil de inmunorreconocimiento de antigenos de G. lamblia reconocidos por
el anticuerpo monoclonal 5G8.B5. Andlisis de Western-blotting que muestra el
inmunorreconocimiento del anticuerpo monoclonal 5G8.B5 hacia proteinas solubles de
G. lamblia GS/M-83-H7, 5G8 (+). Carriles: A) marcador de peso molecular, B)
anticuerpo monoclonal 5G8.B5 (1gG2b) y C) anticuerpo monoclonal aBDC.2 (1gG2b)

utilizado como control de isotipo.
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Figura 4. Inmunorreconocimiento (Dot-Blotting) de la proteina 5G8 de G. lamblia en

fracciones cromatograficas. En una membrana de nitrocelulosa se coloco 2 pL de cada
fraccion eluida (volumen total de 200 uL/fraccion), adicionalmente se utilizé un lisado
de trofozoitos de G. lamblia como controle positivo (Ag), asi como controles negativos
de lavado (L) y buffer de elucion (). A) Inmunorreconocimiento de las fracciones
eluidas del primer proceso cromatografico incubadas con el anticuerpo monoclonal
5G8.B5 (1gG2b). B) Inmunorreconocimiento de las fracciones eluidas del primer
proceso cromatogréfico incubadas con el anticuerpo monoclonal control de isotipo
aBDC.2 (1gG2b).
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La Proteina 5G8 Aislada Del Lisado Celular de G. lamblia Fue Reconocida por el

Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5 y Sueros de Ratones Infectados con el Parasito
El aislamiento de la proteina 5G8 se analizO mediante electroforesis SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 12 %. Posteriormente, se realiz6 un Western-Blotting para
evaluar el reconocimiento antigénico del anticuerpo monoclonal 5G8.B5, asi como de
sueros de ratones P.R.l. hacia la banda proteica con masa molecular relativa de ~ 71
kDa. El anticuerpo monoclonal 5G8.B5 mostré un reconocimiento evidente hacia una
banda de ~ 71 y ~ 150 kDa, mientras que los sueros P.R.I solo reconocieron a la banda
de ~ 71 kDa (figura 5. Carril: 4 y 6). El anticuerpo monoclonal aBDC.2 (IgG2b)
utilizado como control de isotipo y el suero de ratones pre-infeccion no reconocieron
ninguna proteina (figura 5. Carril: 5 y 7). El doble reconocimiento del anticuerpo
monoclonal 5G8.B5 hacia las bandas proteicas de ~ 71 y ~ 150 kDa permitio realizar el
andlisis del patrén electroforético bajo condiciones modificadas (Materiales y métodos)
(Figura 5. Carril: 3), asi como condiciones desnaturalizantes y reductoras (Figura 5.
Carril: 2). En el primer gel (condiciones desnaturalizantes y reductoras) se observé una
banda proteica con masa molecular relativa de ~ 71 kDa, correspondiendo a la proteina
de interés (5G8). Sin embargo, bajo condiciones modificadas se observaron dos bandas
proteicas adicionales (~ 150 y 200 kDa). Este resultado sugiere la presencia de una
posible asociacion de la proteina de ~ 71 kDa (forma agregada de la proteina) o con

otras proteinas.
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Figura 5. Perfil Electroforético (SDS-PAGE) e inmunorreconocimiento de la proteina
5G8 de G. lamblia. La proteina se aisl6 mediante cromatografia de afinidad utilizando el
anticuerpo monoclonal especifico 5G8.B5. En el panel numero A) se observa el patron
electroforético de la proteina 5G8 en condiciones desnaturalizantes (2) y condiciones
modificadas (3). El panel B) muestra un analisis de reconocimiento inmunogénico del
anticuerpo monoclonal 5G8.B5 (4) y sueros P.R.1. (6) hacia la proteina 5G8. No hubo
reconocimiento por el anticuerpo monoclonal aBDC.2 (IgG2b) utilizado como control

de isotipo (5), ni por suero de ratdn pre-infeccién (7).
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La Proteina 5G8 de G. lamblia Esta Constituida Por Una Sola Cadena Polipeptidica
y Forma Parte de la Familia de las VSPs
Con el objetivo de identificar la proteina inmunogénica 5G8 de G. lamblia, se recurrio a
espectrometria de masas. El analisis de la banda proteica de ~ 71 kDa permitio la
identificacion de dos proteinas de diferente masa molecular (28 y 38 kDa) (Figura 6). El
andlisis de espectrometria de masas identificd para la proteina de 28 kDa, un total de 11
péptidos pertenecientes a la familia denominada Proteinas Variables de Superficie, VSP
de G. lamblia (gi|559179812) con un 76 % de cobertura. Para la proteina de 38 kDa se
identificaron un total de 12 péptidos, provenientes de otra proteina de G. lamblia,
también perteneciente a la familia de VSP (gi|559177553) mostrando un 46 % de

cobertura.

Al analizar ambas secuencias de aminoacidos, se observa que el segmento
carboxilo terminal de la secuencia perteneciente a la proteina de 28 kDa, coincide con el
segmento amino terminal de la secuencia de 38 kDa (Anexo 12). Con el fin de
comprobar si la proteina 5G8 es el producto de la expresion de un Gnico gen, se realizo
una comparacion de secuencias nucleotidicas (BLASTn) empleando las secuencias de
nucleétidos reportadas para las cadenas polipeptidicas de 28 y 38 kDa (Anexo 13).
Dicho analisis identificoO una region de homologia entre ambas, coincidiendo con lo
observado en su contraparte aminoacidica (Figura 7). Adicionalmente, se encontraron
ciertas mutaciones, como deleciones y sustituciones, que al ser corregidas de manera
puntual en el segmento de nucledtidos, se obtuvo un marco de lectura completo que
genera un producto proteico compuesto de 607 aminoacidos y una masa molecular de ~
61 kDa. Finalmente, al analizar la secuencia completa de aminoécidos, todos los
péptidos que habian sido identificados por ESI-MS/MS se encontraron presentes con una
cobertura del 60.2 %, sugiriendo fuertemente que la proteina 5G8 esta constituida de una
sola cadena polipeptidica, y ademas, forma parte de la familia de VSPs de Giardia
(Figura 8) (Tesis de Maestria, Valdez, 2015; Quintero y cols., 2016).
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Figura 6. Péptidos identificados a partir de la banda proteica de ~ 71 kDa por

Espectrometria de Masas ESI-MS/MS. A): Proteina Variable de Superficie (Giardia

intestinalis), gi|559179812 (100 %) masa molecular ~ 28 kDa, 11 péptidos exclusivos

(segmentos amarillos), 206/271 aminoacidos (76 % de cobertura). B): Proteina Variable

de Superficie (Giardia intestinalis), gi|559177553 (100 %) masa molecular ~ 38 kDa, 12
péptidos exclusivos (segmentos amarillos), 175/379 aminoécidos (46 % de cobertura).
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1.- i[559179812 (100 %) ~ 28 kDa

MLNKFALVAVILQIARAACTPGTETTNCKDGACNVQIGGETYCSQCYTTSEAPVDGVCTA
STDSKCTKQDTONGTCKSCAANYFLFKGGCYQIGQSPGSLICQTASNTDGICQTCKDGYF
TVSDATATQDSCVACGDENCATCTVGAEQQKCSKCKADGKMYLKKNTGSETGTCVTADEC
TAAKDYYTDDTSSEPNGKTCKACSAKVENCASCSSEGACQKCASGFV#EGSNCVKSDCST]
[ ENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFEFLTP ]— COOH

~28 kDa ~38 kDa

|

EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTP
(Sitio de homologia)

Genoma
G. lamblia

2.- gi|559177553 (100 %) ~ 38 kDa

H,N =— [EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLT]JTGQCIDECVTISGYYGTADGK
CKKCEVANCVVCGATGACDLCADGEFYGSSCSKCYESCKNCKGATASDCTACPAGRALIYG
DDPTKGTCGEGCTTGTGKGACKACDLTIDGTKYCSACDTATEYPQONGVCATPTARASSCQ
SONVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVTAPTGGTCTKSEPGYNVNSGTLVT
CGVGCAECTNSDSCTTCASGYVKLTSAATCTKCDAGCATCTTAASTCSTCADGYYLSNSK
CIACDKSDGSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSASVNKGGLSSGAIAGISVAVIV
VVGGLVGFLCWWEICRGKA

Figura 7. Péptidos identificados a partir de la banda proteica de ~ 71 kDa por
Espectrometria de Masas ESI-MS/MS vy su relacion a nivel génico. 1.- Proteina Variable
de Superficie (Giardia intestinalis), con un masa molecular de ~ 28 kDa. Se muestra
sefialado con amarillo el segmento final de la secuencia que coincide con la seccion
inicial de la segunda proteina (sitio de homologia). 2.- Proteina Variable de Superficie
(Giardia intestinalis), con una masa molecular de ~ 38 kDa, donde el segmento inicial
de la secuencia es sefialado con azul. Se considera que ambas secuencias en conjunto
forman una sola proteina a nivel génico (Tesis de maestria, Valdez, 2015., Quintero y
col., 2016).
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Figura 8. Estructura primaria y caracteristicas de la proteina 5G8. Cadena polipeptidica (607 aminoacidos), péptido sefial
(color rojo), motivos CXXC (color azul), motivo CXXCXXXCXXC (color verde), motivos GGCY (color amarillo), porcion
citosolica CRGKA (color café), dominio transmembrana (color morado) (Tesis de maestria, Valdez, 2015., Quintero y col.,
2016).



La Proteina 5G8 Fue Capaz de Inducir Una Respuesta Inmune Celular en

Esplenocitos de Ratones Infectados Con G. lamblia
La respuesta inmune contra un determinado antigeno induce un proceso llamado
expansion clonal, en el cual intervienen la activacion y proliferacion de células con
capacidad de reconocimiento especifico hacia este antigeno y es parte fundamental en el
proceso de erradicacion de una infeccidn (Janeway, 2008). Con el objetivo de evaluar la
respuesta inmune celular hacia la proteina 5G8 de G. lamblia, se infectaron en repetidas
ocasiones ratones de la cepa C3H/HeN con trofozoitos de G. lamblia 5G8 (+)
(materiales y métodos). Células de bazo de los grupos de animales fueron evaluados en
ensayos de proliferacion celular en presencia de diferentes concentraciones de las
proteinas 5G8 y HEL (50, 100 y 200 nM).

La proliferacion de esplenocitos se evalué de manera cualitativa a las 72 horas,
observando la presencia de focos de proliferacién en esplenocitos estimulados con la
proteina 5G8 y el extracto antigénico total de G. lamblia (Figura 9). Posteriormente, se
determind cuantitativamente la proliferacion celular mediante dos técnicas. La primera
fue el ensayo de MTT, donde la proliferacion celular de los esplenocitos estimulados
con la proteina 5G8 aislada y el extracto antigénico total de G. lamblia fue
significativamente més alta que los que fueron estimulados con una proteina irrelevante
utilizada como control negativo (HEL) (Figura 10). Los esplenocitos de ratones no
infectados no mostraron proliferacion estadisticamente significativa, descartando un
efecto mitogénico por parte de la proteina 5G8 (Figura 11). Por otro lado, se evalu6 la
expresion del marcador CD69 en esplenocitos de ratones infectados y re-infectados con
G. lamblia, como indicativo de activacion temprana en las células estimuladas bajo las
mismas condiciones que el ensayo de MTT. El andlisis por citometria de flujo arrojo
datos similares a los del ensayo anterior, donde esplenocitos que estuvieron en contacto
con el extracto proteico total y la proteina 5G8 de G. lamblia presentaron un porcentaje
de expresion de CD69 mas elevado (> 10 %) que los esplenocitos con la proteina

utilizada como control negativo (HEL) (< 10 %) (Figura 12).
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Figura 9. La proteina 5G8 estimula la proliferacion de esplenocitos de ratones
infectados con G. lamblia. Evaluacion cualitativa de la proliferacion celular a las 72
horas con diferentes estimulos: A) Basal. B) Proteina control negativo HEL (200 nM).
C) Proteina control positivo Fitohemaglutinina-M (200 nM). D) Extracto proteico total
de G. lamblia (10 pg/mL) y E) Proteina 5G8 aislada (200 nM). Los focos de
proliferacion se aprecian en ambas condiciones evaludas (D y E) y en el control positivo

(C) (sefialados con flechas).
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Figura 10. La proteina 5G8 estimula la proliferacion de esplenocitos de ratones
infectados con G. lamblia. Evaluacién cuantitativa por MTT de la proliferacién celular a
las 96 horas con diferentes estimulos. SE: Sin estimulo. Adicionalmente, el analisis de
proliferacion celular a las 72, 120 y 144 horas también mostré diferencias significativas
(Anexo 17). *El asterisco indica la diferencia significativa entre el grupo tratado con la

proteina 5G8 y el extracto proteico P8 con respecto a los grupos control (SE y HEL).
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Figura 11. La proteina 5G8 no estimula la proliferacion de esplenocitos de ratones no
infectados con G. lamblia. Evaluacién cuantitativa por MTT de la proliferacion celular a

las 96 horas con diferentes estimulos. SE: Sin estimulo.
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Figura 12. La proteina 5G8 induce la activacion de esplenocitos provenientes de ratones
infectados con G. lamblia. Evaluacién de la expresion de CD69 a las 72 horas. SE: Sin

estimulo. El analisis por citometria de flujo se muestra en el Anexo 18.
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La Proteina 5G8 Cuenta Con 53 Potenciales Epitopes Capaces de Estimular Una

Respuesta Inmune Celular
A partir de la secuencia aminoacidica de la proteina 5G8 de G. lamblia, se utilizé el
algoritmo de prediccién SYFPEITHI para identificar potenciales epitopes del antigeno
5G8 que unan con mayor afinidad quimica al sitio de union (surco) de las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad clase Il (MCH-II). Dicho analisis, mostrd
como resultado la prediccion de 53 epitopes de la proteina 5G8 con afinidad al MHC-I1
(haplotipo 1-A¥ (Anexo 19). Sin embargo, se seleccionaron los primeros cinco péptidos
con mayor probabilidad de unién al MHC-II para posteriores analisis. En la tabla | se
muestran los cinco péptidos, donde nueve aminoacidos centrales representan el motivo
de union a las moléculas del MHC-I1. Adicionalmente, los epitopes de mayor puntaje de
afinidad predichos por la base de datos, fueron sefialados dentro de la secuencia de
aminoacidos de la proteina 5G8, conociendo su ubicacidon exacta en el polipéptido
(Figura 13).
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Tabla 1. Prediccién de epitopes de la proteina 5G8, afines a las moléculas del MHC
clase 11 de ratén (haplotipo 1-A¥) generados por la base de datos SYFPEITHI.

Posicion Secuencia del péptido Score

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5

67 T K Q DT Q N G T C K S C A A 26
95 Q S P G S L I C€C Q T A S N T D 22
186 Yy vy T b b T S S E P N G K T C 20
114 T ¢C K b GG Y F T V S D A T A T 18
121 T v S D A T A T Q b S C V A C 18
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H,N — MINKFALVAVILQIARAACTPGTETTNCKDGACNVQIGGETYCSQCYTTSEA
PVDGVCTASTDSKCTKODTONGTCKSCAANY FLFKGGCYQI QS PGSLICQT
ICQTCKDGYF VSDATATODSCVACEDENCATCTVGAEQOKC SKCK
ADGKMYLKKNTGSETGTCVTADECTAAKOYY TDDTSSEPNGKTCKACSAKVE
NCASCSSEGACQKCASGFVLEGSNCVKSDCS TENCKTCTNPRAANEACTACY
TGMFLTPTGQCIDECVTISGYYGTADGKCKKCEVANCVVCGATGACDLCADG
FYGSSCSKCYESCKNCKGATASDCTACPAGRALI YGDDPTKGTCGEGCTTGT
GKGACKACDLTIDGTKYCSACDTATEYPONGVCATPTARASSCOSONVASGA
CNTCENGFFKMNGGCY STSQLPGSTVCVTAPTGGTCTKSEPGYNVNSGTLVT
CGVGCAECTNSDSCTTCASGYVKLTSAATCTKCDAGCATCTTAASTCSTCAD
GYYLSNSKCIACDKSDGS IAGVKDCLSCAAPSGS TGPVLCYLVRDSASVNKG
GLSSGATAGISVAVIVVVGGLVGFLCWWF TCRGKA — COOH

Figura 13. Ubicacion de los epitopes de la proteina 5G8 con mayor probabilidad de
unién a las moléculas del MHC clase Il de ratén (haplotipo I1-A¥) en la secuencia
aminoacidica de la proteina 5G8. El epitope No.1 (color azul) comprende del residuo 67-
81; el epitope No. 2 (color rojo) comprende del residuo 95-109; el epitope No.3 (color
verde) comprende del residuo 186-200; el epitope No.4 (color amarillo) comprende del
residuo 114-128; y finalmente el epitope No.5 (color morado) comprende del residuo
121-135.
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Posibles Interacciones Estructurales in silico Entre Epitopes Inmunodominantes de
Células T Con Moléculas Del MHC-II
Se llevaron a cabo anélisis de modelado molecular in silico con el objetivo de dar un
acercamiento al posible sitio de union e interacciones moleculares entre 5 péptidos
inmunodominantes de la proteina 5G8 y las moléculas del MHC-I1 (haplotipo I-A¥). Este
ensayo se llevo a cabo utilizando como modelo de estudio la interaccion del péptido
inmunodominante de la lisozima de huevo de gallina HEL (48-63 aa) con el MHC-II
(haplotipo 1-A¥) (10.2210/pdb/1ak/pdb) (Fremont y col., 1998), esta interacion es de
suma importancia para explicar el mecanismo de presentacion de antigeno a las células
T. La cavidad para el modelado se seleccioné de acuerdo a su localizacion, dimension y

carga electrostatica de los residuos expuestos al solvente.

El andlisis de interaccion del epitope inmunodominante de la proteina 5G8 (67-
81 aa) con el MHC-II (haplotipo 1-A¥) se muestra como representacién en superficie
(Figura 14-A) y en liston (Figura 14-B), mientras que el andlisis de los otros epitopes se
muestra en el Anexo 20. Se observé una distribucion uniforme y compacta del péptido
en la cavidad, favoreciendo su posible interaccién con aminodcidos de los bolsillos del
MHC-11 (haplotipo 1-A¥). Los datos obtenidos coinciden con los resultados de
interaccion del péptido inmunodominante de la lisozima de huevo de gallina (48-63 aa)
con el MHC-II (haplotipo I-A¥) utilizado como modelo de estudio, donde el péptido de
la proteina 5G8 interactla principalmente con los bolsillos 1, 4, 6, 7 y 9 (Fremont y col.,
1998). El bolsillo 1 es una cavidad donde se encuentra una arginina muy conservada
que puede formar interacciones electrostaticas con el acido aspartico del epitope
seleccionado. Esto da lugar a una interaccién ionica fuerte y estable en un ambiente
oculto, que puede ser alterada al cambiar el aminoacido del péptido o bien el de la
cavidad (Figura 15-A). El bolsillo 4 no se restringe estrictamente a un aminoacido en
particular como el bolsillo 1, este muestra preferencia por aminoacidos hidrofobicos de
tamafio mediano, aunque también se reporta la interaccion con asparagina (Fremont y
col., 1998), sugiriendo la posible formacion de puentes de hidrogeno con aminoacidos

polares dentro del bolsillo. Sin embargo, es importante mencionar que pueden existir

48



interacciones entre el enlace peptidico del epitope y la cadenas laterales de aminoacidos
presentes en esta cavidad (Figura 15-B). La treonina es un aminodcido polar que posee
un grupo hidroxilo y metilo, favoreciendo la interaccion en condiciones polares 0 no
polares con el bolsillo 6, siendo la segunda cavidad con restriccion especifica hacia
aminoacidos polares como treonina o asparangina (Figura 15-C). Se ha reportado que el
bolsillo 7 interacciona con diversos aminoécidos excepto aquellos cargados
positivamente, en este andlisis se observa la interaccion de una cisteina, la cual puede
formar enlaces covalentes entre grupos tiol, o bien puede formar puentes de hidrégeno
con amino&cidos polares como la tirosina presente en esta cavidad (Figura 15-D). Por
otro lado, el bolsillo 9 interacciona con aminoacidos pequefios como la serina, dando pie
a la formacion de puentes de hidrogeno (Figura 15-E). Finalmente, los bolsillos 3,5y 8
guedan altamente expuestos al solvente para interaccionar con el receptor de la célula T.
Todas las interacciones analizadas se resumen en la Tabla Il, donde se puede apreciar
que la mayoria de estas coinciden con los estudios reportados para la interaccién del
péptido inmunodominante de la lisozima de huevo de gallina HEL (48-63 aa) con el
MHC-II (haplotipo 1-A¥) (Fremont y col., 1998).
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Figura 14. Representacion en superficie (A) y en liston (B) de la interaccién por modelado molecular in silico entre el epitope
de la proteina 5G8 (67-81 aa) y el MHC-I1 de ratén (haplotipo 1-A¥). La cadena a. y p del MHC-11 se representan en amarillo y
morado respectivamente, mientras que el péptido (67-81 aa) con color gris.
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Figura 15. Interacciones quimicas entre el epitope de la proteina 5G8 (67-81 aa) y los
bolsillos del MHC-11 (haplotipo 1-A¥). A) Interaccion electrostética en el bolsillo 1 entre
el &cido aspartico del epitope y una arginina conservada en la cadena a del MHC-II.
Interacciones no covalentes, especificamente puentes de hidrdgeno entre: B) La
asparagina de la cadena o y el acido glutamico de la cadena 3 en el bolsillo 4 con el
enlace peptidico del epitope. C) La treonina del epitope y una treonina presente en la
cadena o del bolsillo 6. D) La cisteina del péptido y una tirosina la cadena 3 en el
bolsillo 7. E) La serina del epitope y un &cido aspartico de la cadena B en el bolsillo 9.
La cadena a y p del MHC-II se representan en amarillo y rosa respectivamente, mientras

que el péptido (67-81 aa) con color gris.
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Tabla I1. Interacciones quimicas entre el MHC-11 (haplotipo 1-A¥) con el epitope (67-81

aa) de la proteina 5G8 y el epitope (48-63 aa) de la proteina HEL.

Pocket 5G8 Interaccion intermolecular HEL Interaccion intermolecular’
1* T G

2* K S Puente de H con Arg a53
3* Q T van der Waals Arg a53

1 D Electrostatica Arg a53 D Electrostatica Arg a53

2 T Puente de H Asn 82 T Puente de H Asn 382

3 Q G

4 N Puente de H Asn 062, Glu 74 | Puente de H Tyr a9

5 G L

6 T Puente de H Thr a 65 Q Puente de H Asn 062

7 C Puente de H Tyr p67 I Puente de H Tyr 330

8 K N

9 S Puente de H Asp B57 S Puente de H Asp B57

4* C R van der Waals Ile 072

5* A W van der Waals His 068
6* A wW

*Aminoacidos de anclaje

! (Fremont y col., 1998)
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DISCUSION

Con la finalidad de caracterizar parcialmente la respuesta inmune celular especifica
contra la proteina 5G8 de G. lamblia, el presente estudio describe el anélisis e
identificacion de la estructura primaria de esta proteina, asi como su potencial capacidad
en la induccion de una respuesta inmune de tipo celular en contra de la infeccién por

este parasito.

Diversos estudios sugieren que el control de la giardiasis, requiere de la respuesta
inmune humoral y celular coordinadas (Singer y col., 2000). Sin embargo, este parasito
puede evadir la inmunidad protectora reduciendo su capacidad inmunogénica e
inhibiendo las respuestas inmunitarias del hospedero. En la actualidad, el conocimiento
que se tiene acerca de los mecanismos de patogénesis, de la respuesta inmune
involucrada en la giardiasis, asi como la identificacion y caracterizacion de los antigenos
de este parésito, son limitados (Adam, 2001). Trabajos de investigacion se han enfocado
principalmente en evaluar la respuesta inmune humoral del hospedero en contra de G.
lamblia y se ha demostrado que este mecanismo es importante en el control de la
infeccion por este parasito, ya que durante la parasitosis se ha observado que aumentan
los niveles de IgA e IgG, principalmente, y que el aumento del titulo de anticuerpos esta
relacionado con el aclaramiento de la infeccién (Velazquez y col., 2005). Por otro lado,
se ha evaluado la respuesta inmune celular, otro proceso importante en el mecanismo de
control y eliminacion del parésito, ya que se ha observado un aumento en la
proliferacion de células T en mucosas y sangre periférica durante la giardiasis en
humanos y en modelos murinos de infeccién (Ebert, 2000). Asi mismo, otros estudios
han demostrado que una disminucién en las poblaciones de células T CD4* en humanos
y animales, favorece el desarrollo de la giardiasis cronica (Lujan y col., 2011; Singer y
col., 2000). A pesar de que esta reportada la importancia del papel que juegan las células
B y T durante el curso de esta infeccidn, los mecanismos de accidn son poco conocidos.

Dentro de los principales antigenos estudiados en G. lamblia, se encuentran las

proteinas de choque térmico (HSP, Heat Shock Protein), que son liberadas por el
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parésito en respuesta al estrés; lectinas, localizadas en la superficie de membrana del
parésito e implicadas en los mecanismos de adhesion a la superficie del intestino.
También se han identificado proteinas de la pared del quiste (CWP, Cyst Wall Protein) y
proteinas asociadas al citoesqueleto de Giardia, como son las giardinas y tubulinas. Por
otro lado, también han sido reportadas proteinas relacionadas con funciones metabdlicas
como la enolasa, arginina deaminasa y ornitina cabamoil transferasa, (Davids y col.,
2006; Faubert, 2000; Lopez-Romero y col., 2015; Palm y col., 2003; Tellez y col.,
2005). Las Proteinas Variables de Superficie (VSP, Variant-Specific Surface Protein)
que se encuentran en la superficie del parasito, son otros de los principales antigenos
estudiados en Giardia.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion, han descrito la proteina 5G8 con
una masa molecular relativa de ~ 71 kDa, la cual es reconocida tanto por la respuesta
secretora (IgA en heces) como sistémica (IgG en suero) de ratones infectados por G.
lamblia (Velazquez y col., 2005). Adicionalmente, resultados obtenidos por
espectrometria de masas ESI-MS/MS, sugieren fuertemente que la proteina 5G8
pertenece a la familia de VSPs. Con el fin de encontrar genes homologos y conocer su
funcidn, se realizé un andlisis bioinformético de alineamiento de secuencias, BLAST, en
el que se compara la secuencia obtenida contra una gran cantidad de secuencias
reportadas en la base de datos GiardiaDB, obteniendo de esta manera mayor informacién
acerca de la identificacion de esta proteina. El analisis nos permitié conocer proteinas
con un alto porcentaje de homologia con respecto al constructo de ~ 61 kDa de la
proteina 5G8, entre las que resultaron: QR46_3107 (97 %), GSB_153033 (70 %),
GSB_154953 (63 %), entre otras (Tesis de doctorado, Lépez, 2016). Estas proteinas
forman parte de la familia de VSPs. Dentro de sus caracteristicas principales destacan la
presencia de abundantes motivos de cisteina, masas moleculares de 20 — 200 kDa,
poseen una secuencia variable perteneciente al N- terminal y una cola hidrofobica en el
C-terminal con la secuencia invariable de aminoacidos CRGKA y una region
transmembranal (Mowatt y col., 1991; Ankarklev y col., 2010). Estas caracteristicas

fundamentales en la clasificacion de las VSPs permiten sugerir que la proteina 5G8
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pertenece a esta familia. Para continuar con el analisis bioinformatico, se utiliz6 el
constructo génico de la proteina 5G8 de ~ 71 kDa, en el cual se identificd una delecion
de la base nitrogenada Guanina en la secuencia correspondiente a la proteina de ~ 28
kDa, esta delecion provoca un marco de lectura abierto que codifica Unicamente para
esta proteina y al mismo tiempo, una secuencia de aminoécidos (PASA) que termina con
la homologia, seguido de un codon de paro que trunca a la proteina. Por el contrario, la
insercion de esta base nitrogenada Guanina, a través de correcciones puntuales, el marco
de lectura codifica un producto proteico de 607 aminoacidos y con masa molecular de ~
61 kDa y que adicionalmente, conserva los péptidos identificados por el analisis de
espectrometria de masas. Estos datos en conjunto con las evidencias experimentales
discutidas anteriormente, sugieren la existencia de un gen que codifica para una sola
proteina, es decir, la proteina 5G8 proviene de la expresion de un solo gen. La expresion
de este tipo de proteinas (VSP) en Giardia esta regulada por ARN de interferencia
(RNAI) vy la interrupcién de esta via genera trofozoitos que expresan simultaneamente
numerosas VSPs (Lujan, 2006). Previos andlisis de citometria de flujo revelaron que la
proteina 5G8 se expresa dentro de los trofozoitos de G. lamblia (> 90 % del total de la
poblacion celular), y sélo un bajo porcentaje (~ 5 %) de esos trofozoitos expresan altos
niveles de la proteina en la superficie celular. El patrén de expresion de este antigeno
indica que 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 relacion con el trafico vesicular en el interior de G.
lamblia (Quintero y col., 2013).

Debido a que los mecanismos inmunoldgicos durante la infeccion se caracterizan por
una fuerte respuesta hacia las VSPs, estudios previos se han enfocado en evaluar la
capacidad protectora de estas proteinas durante la giardiasis. La induccion de una
respuesta inmune activa considerable contra G. lamblia utilizando un repertorio de
VSPs, se asocia con una reduccion en los signos de la infeccion en un modelo
experimental, sugiriendo un posible papel protector (Rivero y col., 2010). Estos datos

podrian ser tiles en el desarrollo de estrategias para la elaboracion de una medida
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profilactica contra la giardiasis (Lujan y col., 2011; Lopez-Romero y col., 2015). Con
base en esto, se realiz6 un ensayo de inmunorreconocimiento de anticuerpos 1gG séricos
obtenidos a partir de ratones infectados y re-infectados con la cepa GS/M-83-H7 5G8
(+) (previamente generada en nuestro laboratorio mediante inmunoadsorcion) hacia la
proteina 5G8 asilada. El analisis muestra un reconocimiento predominante hacia la
proteina 5G8 (~ 71 kDa) por parte de los anticuerpos generados después de cinco
infecciones, asi como también por el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 especifico para esta
proteina. El reconocimiento hacia esta proteina 5G8 (proteina de 71 kDa) ha sido
reportada en trabajos anteriores (Velazquez y col., 2005; Quintero y col., 2013; Quintero
y col., 2016). Adicionalmente se observa un reconocimiento del anticuerpo monoclonal
5G8.B5 hacia una banda de ~ 150 kDa, sugiriendo la asociacion de la proteina de ~ 71
kDa consigo misma (forma agregada de la proteina) o con otras proteinas. Estos datos
sugieren, al igual que otros estudios reportados, que la respuesta inmune humoral juega
un papel importante durante esta parasitosis.

La primera fase de la inmunidad humoral es el reconocimiento de antigenos extrafios
dentro del organismo por células B a través de su receptor de membrana BCR. Sin
embargo, a pesar de la interaccién con antigeno, la célula B no se activa hasta ser
estimulada por la respuesta inmune celular. Una vez que las células presentadoras de
antigeno han procesado y expuesto en su superficie las determinantes antigénicas
especificas para el antigeno y estas son reconocidos por el TCR de las células T,
desencadenando una serie de reacciones que culminan en la activacion de la célula T
especifica para el antigeno presentado, dando lugar a una proliferacion denominada
expansion clonal (Janeway, 2008). En el presente trabajo, se evidencia de una manera
clara la capacidad que tiene la proteina 5G8 para inducir una respuesta inmune de tipo
celular. Con el fin de evaluar la capacidad linfoproliferativa de la proteina 5G8 en
esplenocitos de ratones infectados con G. lamblia, se utilizo el ensayo de MTT descrito
por Mossman y el analisis de expresién de CD69 como marcador de activacion de
temprana. La proliferacién observé a partir de las 72 horas, con la presencia de focos de

proliferacion en esplenocitos estimulados con la proteina 5G8 y el extracto proteico total
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de un lisado de trofozoitos de G. lamblia. Cuantitativamente, dicha proliferacion fue
significativamente més alta que en trofozoitos estimulados con una proteina irrelevante
utilizada como control negativo (HEL). Dicha expansion clonal sugiere la induccion de
una respuesta inmune celular contra la proteina 5G8, en la cual intervienen la activacién
y proliferacion de células con capacidad de reconocimiento especifico hacia este
antigeno, contribuyendo de esta manera en el proceso de erradicacion del parésito
durante la infeccion. Adicionalmente, los esplenocitos de ratones sin infeccion no
mostraron proliferacion significativa bajo las mismas condiciones, descartando de esta
manera un efecto mitogénico por parte del antigeno. Por otro lado, se evalud la
expresion del marcador CDG69, el cual pertenece a la superfamilia de las lectinas tipo-C y
se induce en etapas tempranas tras la activacion de linfocitos T con una amplia variedad
de estimulos. EIl ensayo se llevo a cabo en esplenocitos de ratones re-infectados con G.
lamblia como indicativo de activacion temprana en las células estimuladas bajo las
mismas condiciones que el ensayo de MTT. Por citometria de flujo se observo que los
esplenocitos expuestos al extracto proteico y a la proteina 5G8 de G. lamblia mostraron
mayor expresion de CD69 comparado con los trofozoitos expuestos a HEL y sin
tratamiento. Los resultados sugieren la capacidad de la proteina 5G8 para inducir
activacion temprana de células, contribuyendo en la caracterizacion de la respuesta
inmune celular contra este antigeno de G. lamblia. Sin embargo, deben realizarse futuros
estudios con el propdsito de establecer las condiciones experimentales Optimas y
profundizar en el conocimiento de los mecanismos que se llevan a cabo durante esta
respuesta.

Como se menciond anteriormente, pocos estudios se han enfocado en la
investigacion de antigenos inmunogénicos de este parasito. Por esta razon, es importante
incrementar el conocimiento acerca de las proteinas que inducen una respuesta inmune
humoral y celular de carécter protector (Lopez-Romero y col., 2015). Debido a que el
presente estudio se enfoca en la caracterizacién de la respuesta inmune de tipo celular, la
prediccién de epitopes de células T in silico, resulta una herramienta de gran

importancia en la identificacion de aquellos epitopes que desencadenan una mayor
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respuesta de este tipo. Actualmente, los modelos computacionales complementan el area
experimental a través del eficiente analisis de interaccion entre péptidos y moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Dichos modelos han sido aplicados
exitosamente en la prediccion de epitopes de células T en enfermedades infecciosas,
cancer, autoinmunidad y alergias (Bing y col., 2009). Las células T pueden detectar a un
microorganismo mediante la interaccion con células presentadoras de antigeno, las
cuales reconocen moléculas antigénicas del patégeno, lo endocitan e inician el
procesamiento de este a pequefios fragmentos o péptidos, de los cuales sélo algunos
tienen la capacidad de unirse moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(clase | o Il) para posteriormente ser reconocidos por las células T a través de su
receptor (TCR) (Cuendet, 2011). La capacidad de un péptido para interaccionar con
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y ser presentado a
células T, se conoce como inmunodominancia y depende de las interacciones entre los
residuos de las cadenas laterales de los aminoacidos con sitios especificos del surco de
unién a péptidos del MHC (Garcia, 1998). La prediccion de estos epitopes se basa en las
propiedades de sus aminoacidos tales como la hidrofilicidad (Parker y col., 1986; Hopp
y col., 1981), accesibilidad al solvente (Emini y col., 1985), estructura secundaria
(Pellequer y col., 1993; Levitt, 1978), flexibilidad (Karplus y col., 1985), localizacion de
los residuos (Larsen y col., 2006) y antigenicidad (Kolaskar y col., 1990).

En este trabajo, se determinarion las secuencias de la proteina 5G8 con mayor
probabilidad de unién a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 11
(MHC-11) (haplotipo I-A), que pudieran ser responsables de la activacién de la
respuesta inmune celular. El andlisis arrojo 53 epitopes probables, de los cuales se
seleccionaron los cinco con mayor puntaje para ser analizados mediante modelado
molecular. Dada la disponibilidad de los datos cristalograficos y de interaccion del
péptido inmunodominante de la lisozima de huevo de gallina (HEL) (48-63 aa) con el
MHC-I1 (haplotipo I-A¥) (Fremont y col., 1998), se llevaron a cabo analisis de modelado
molecular in silico con el objetivo de dar un acercamiento al posible sitio de unién e

interacciones moleculares de la proteina 5G8 y las moléculas del MHC-II (haplotipo I-
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AY). Los datos obtenidos coinciden altamente con los estudios reportados por Fremont,
observando una distribucion uniforme y compacta de los péptidos de la proteina 5G8 en
la cavidad, favoreciendo interacciones principalmente de tipo electrostaticas y puntes de
hidrogeno con aminoacidos de los bolsillos 1, 4, 6, 7 y 9 del MHC-II. Por otro lado, la
mayoria de los aminoacidos de anclaje presentaron caracteristicas similares a los
reportados en otros modelos de estudio (Fremont y col., 1998). EIl uso de esta
herramienta en el entendimiento de las interacciones moleculares durante una respuesta
inmunoldgica, ayuda a establecer comparaciones entre teoria y datos experimentales, e
incluso permite realizar predicciones cuantitativas, profundizando asi en el conocimiento
de los principales mecanismos celulares y moleculares que se llevan a cabo durante una
infeccion.

En la actualidad, el descubrimiento de epitopes capaces de inducir una respuesta
inmune de tipo celular, podrian considerarse blancos de estudio para posteriores analisis
e investigaciones concernientes a la generacion de una posible medida profilactica
efectiva contra el parasito. El analisis de alineamiento de secuencias aminoacidicas de la
proteina 5G8 con otras VSPs de Giardia, permitié conocer una gran cantidad de
proteinas con diferente porcentaje de homologia, ubicando dentro de estas algunos de los
epitopes de la proteina 5G8 con mayor probabilidad de unién al MHC-I1 (haplotipo I-
A¥). Los presencia de epitopes conservados de la proteina inmunogénica 5G8 en otras
VSPs, permite considerar a esta proteina como posible candidata para el desarrollo de
medidas profilacticas contra la giardiasis (Tabla I1l) (Tesis de doctorado, Lopez, 2016.,
Quintero y col., 2016).

Es un gran reto para la investigacion en inmunologia y parasitologia el desarrollo
de estrategias que favorezcan la inmunidad contra parasitos protozoarios. La importancia
de la giardiasis como problema de salud publica (Eckman, 2003), ha llevado a diversos
investigadores a realizar estudios enfocados en el desarrollo de medidas profilacticas
capaces de estimular una respuesta inmune protectora (Lee y col., 2011). Los resultados
obtenidos en este estudio contribuyen en la caracterizacién bioguimica e inmunoldgica

de antigenos altamente inmunogénicos del parésito G. lamblia, lo cual es importante
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para el establecimiento de bases cientificas solidas para el desarrollo de una vacuna
contra la infeccion intestinal provocada por este parasito. Posiblemente, profundizando
méas en el estudio de la respuesta inmune celular y humoral, se podria mejorar el
conocimiento que se tiene sobre los mecanismos inmunoldgicos involucrados durante
este proceso infeccioso, permitiendo el entendimiento de la interaccion hospedero-
parésito, y sentando las bases moleculares para el futuro desarrollo de medidas

profilacticas contra G. lamblia.
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Tabla I11. La proteina 5G8 presenta regiones conservados en otras Proteinas Variables de Superficie en diferentes genotipos
de G. lamblia (Tesis de doctorado, L6pez, 2016., Quintero y col., 2016).

# Name® Access Isolate Genotype Protein Cover Identity Positives Gaps Reference
number® size (aa) (%)° (%)° (%)° (%)°

1 QR46_3107 KWX12887.1 BAH15cl1 B 607 100 97 98 0 Wielinga C. 2015

2 GSB_153033 ESU41143.1 GS_B B 732 87 70 79 2 Adam R.D. 2013

3  GSB_154953 ESU40281.1 GS_B B 679 100 63 72 3 Adam R.D. 2013

4 TSA4 gi|136441| WB A 713 97 51 61 7 Gillin,F.D. 1990

5 GLP15_2640 EFO61461.1 P15 E 745 100 48 59 11 Jerlstrom-Hultqvist,J.
2010

6 DHA2_150066 ESU39141.1 DH A2 747 81 48 58 12 Adam R.D. 2013

7 VSP-54 EDO80151.1 WB A 682 99 46 57 12 Morrison,H.G. 2007

8 DHA2_150893 ESU38743.1 DH A2 702 100 46 56 13 Adam R.D. 2013

9 VSP-116 EDO78106.1 WB A 699 99 44 53 16 Morrison,H.G. 2007

10 GLP15_625 EF062362.1 P15 E 682 99 42 53 14 Jerlstrom-Hultqvist,J.
2010

% Todas las proteinas analizadas corresponden a VVSPs

NUmero de acceso a GeneBank

“  Valores en porcentaje obtenidos mediante BLAST de cada V'SP evaluada con respecto ala proteina 5G8.



CONCLUSIONES

Se aisl6 y determind la secuencia aminoacidica de la proteina 5GS8,

identificandose como una Proteina Variable de Superficie (VSP).

La proteina 5G8 aislada fue reconocida por 1gG de ratones infectados y re-

infectados con G. lamblia.

La proteina 5G8 indujo activacion en esplenocitos de ratones infectados con G.

lamblia en condiciones in vitro.

Se identificaron los epitopes inmunodominantes de G. lamblia con capacidad de
inducir una respuesta inmune de tipo celular utilizando un algoritmo de

prediccion.

Se analizaron in silico, las posibles interacciones especificas entre epitopes
inmunodominantes de la proteina 5G8 y el complejo principal de
histocompatibilidad de clase 11 (haplotipo I-A¥).
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ANEXO 1

Cultivo de G. lamblia

Materiales:

* Incubadora a 37 °C.

* Tubos de ensayo 13 x 100 con tapon de rosca estériles.

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

* Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

* Mechero.

* Sistema de filtracion (Steril aseptic system, millipore, 01730 Bradford MA).
* Filtros de poro 0.45 um.

» Gabinete de bioseguridad (Purifier class Il biosafety cabinet, Delta series,
LABCONCO).

Reactivos:

Medio de Cultivo TYI-S-33 (Para 1 litro)

THIPICASA. . ..ttt e 20g
(BBL Triticase Petone Pacnreatic Digest of Casein) BD 211921 445 g.
Extracto de Levadura ............oooiiiiiiiiiiiiie 10g
(Bacto Yeast Extracto Technical) BD 288620 500 g. LOT. 3290441

DEXIIOSA ettt et e, ,..o 10 g
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(D — (+) — Dextrose) SigmaD9434 500 g. Batch #108K0014

Sigma 5-5886 65
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[ O T 1<) 11 T PPN 2g

(L-Cisteine Hidrochloride Monohydrate from non-animal Sorce) Sigma C6852-1006
Fosfato de Sodio dibasico............ccoveiviiiiiiiiiiiiiee, lg

Sigma S0876-1KG

Fosfato de Sodio monobasico.............ccevviviiiiiiiiiiinn... 0.6¢g

Sigma S0751-500 g.

Bilis. e 0.6¢g

(Bile FromBovine and Ovine) Sigma B8381-1006

AcCido aSCOMDICO. ...t 0.1g

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

Citrato férrico amoniacal..............oooooiiiiiiiiiii 0.023 ¢

Antibidticos:

Ceftriaxona 100 pg/mL (AMSA, Laboratorios, solucion inyectable, 1G/1M/3.5mL).

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 (MICROLAB, LOT. M-8397) y se afora a 1000 mL con agua ultrapura.

Finalmente esterilizar por filtracion con filtro de 0.45 um.

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.
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2. Adicionar 0.5 mL de cultivo de G. lamblia en confluencia (1x106 trofozoitos/mL).

El pase se realiza en condiciones completamente estériles, en un gabinete de

bioseguridad I1.
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ANEXO 2

Obtencion de Extractos de Proteinas Solubles de G. lamblia

Reactivos:

Solucidn reguladora de fosfatos-salina (PBS) pH 7.2

Inhibidor 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).

Procedimiento:

1. Colocar en agua hielo (10 min) los tubos que contengan los cultivos axénicos de

trofozoitos de G. lamblia [trofozoitos 5G8 (+)].

2. Centrifugar a 800 g por 10 minutos a 4 °C (Fisher Scientific, MARATON 3000 R) y

lavar 3 veces con PBS estéril pH 7.2.
3. Resuspender en 1.4 mL de PBS pH 7.2.

4. Obtener la concentracion celular por un hematocitdmetro (5 pL de la suspension
celular + 995 pL de PBS, dilucién 1:200). Tomar 20 pL de la suspension + 20 pL de con
azul de tripano (dilucion 1:2) (Sigma, T-8154).

5. Adicionar 5 pL de inhibidor de proteasas (Sigma, St. Louis, MO, USA) y lisar las
células sometiendo el microtubo a 3 ciclos de congelacion y descongelacién (congelador
-80 °C. Thermo Fisher Scientific modelo 703) hasta que la suspension esté

completamente congelada (aproximadamente 45 minutos).
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6. Retirar del congelador y dejar descongelar a temperatura ambiente (aproximadamente
15 minutos).

7. Sonicar por 3 ciclos de 20 segundos a una amplitud de 10 % (Brandon Sonifier 250,
Shelton, CT, USA) manteniendo el microtubo con el lisado de trofozoitos frio durante el

proceso.

8. Centrifugar a 10,000 g a 4 °C por 20 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

Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones Ligeramente
Desnaturalizantes y Reductoras (SDS-PAGE)

Reactivos:

*Acilamida/Bisacrilamida 30%
Acrilamida.................ool 30g

N,N-metilen-bisacrilamida..........0.8 g

Mezclar en 100 mL de agua MiliQ. Filtrar la soluciéon con un filtro de 0.45 pm.
Almacenar en frasco color ambar a 4°C. Descartar el reactivo después de 30 dias para

evitar la hidrdlisis a acido acrilico y amoniaco.

NOTA: La acrilamida monomérica es neurotdxica 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......................... 6.05¢g

Agua ultrapura.........................40 mL

Ajustar el pH a 6.8 con HCI 1N, aforar a 100 mL. Filtrar con un filtro de 0.45 pm de

diametro de poro y adicionar 0.4 g de SDS. Almacenar a 4°C.
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*Trizma-base/SDS pH 8.8 4X (Trizma-base 1.5 M conteniendo SDS al 0.4%).
Trizma-base............c.oovvvnnnn. O91g

Agua ultrapura...................... 100 mL

Ajustar el pH a 8.8 con HCI 1N, aforar a 500 mL. Filtrar con un filtro de 0.45 pm de
didmetro de poro y adicionar 2 g de SDS. Almacenar a 4°C.

*Persulfato de amonio (APS) al 10%

(N H4)28203 .......................... 10 Hg

Aguaultrapura ................... 100 uL

*TEMED (N,N,N,N-Tetrametilen diamina) (Directo)

*Buffer de corrida 1X, pH 8.3

Glicina..........cooviiiiiiii 72 g
Trizma-base...........cccoenenee 15.1g
SDS. S5¢g

Disolver en agua ultrapura y aforar a 1 L. Para obtener la solucion de trabajo 1 X diluir

1:5 la solucién stock con agua ultrapura y ajustar el pH a 8.3. Almacenar a 4 °C.

*Gel separador (2 minigeles de 6 X 8 cm y separador de 0.75 mm)

Acrilamida/Bisacrilamida 30 %/ 8 %...................... 6.0 mL
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Buffer Tris 4X con SDS pH 8.8.......cceiiiiiiiiin. 3.75mL

Agua des-10NIZada...........cceveereerienieniee e 5.25mL
de amonio (PSA)......ccccooeviveivcieceecien 0.08 mL
TEMED......cciiiiieee e 0.018 mL

*Gel concentrador (2 minigeles de 6 X 8 cm y separador de 0.75 mm)

Acrilamida/Bisacrilamida 30 %/ 0.8 %............. 0.65 mL
Buffer Tris-SDS pH 6.8.........ccccovevvieiieece 1.25 mL
Agua Ultrapura..........cccceevviieieie e, 3.05 mL
Persulfato de amonio.........cccocevenirenininicienen, 0.07 mL
TEMED.....coi e 0.01 mL

*Solucion reguladora muestra (“buffer” muestra) 2X. Tris 0.125 M, SDS 0.05 %,
glicerol 20 % y 2-mercaptoetanol 0.05 %.

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..oi lg
Glicerol...........cooeviiiinnin. 5mL
2-Mercaptoetanol................ 2.5mL
Azul de bromofenol............. 0.5 mg

Aforar a 25 mL con agua ultrapura y almacenar en congelacion.
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*Alcohol etilico al 70 % (1 L)
Alcohol etilico absoluto (96 %)....... 729.17 mL

Aguaultrapura ... 270.83 mL

*Solucién Azul de Coomassie

Metanol..........ooooiiiiiiiiii 50 % (v/v)
Azul de Coomassie brillante R-250......... 0.05 % (v/v)
Acido acético..........cooueiieiiiiieeii 10 % (v/v)
Aguaultrapura .............ccooviiiiiiiieeennn. 40 % (v/v)

*Solucion Destefidora |

Metanol........ccoovviiiiiii 50 % (v/v)
Acido acético..........c.ooieiiiiiiiiiii, 10 % (v/iv)
Agua ultrapura ...........cooiiiii, 40 % (v/v)

*Solucion Destedidora Il

Metanol........ccoovviiiiiiii e, 5% (v/v)
Acido acético. ... ...ovieeeiiiii i 7 % (V/v)
Aguaultrapura .............ooiiiiiiiiiin. 88 % (v/v)

86



Procedimiento:

Ensamblar los vidrios en el equipo para geles de 0.75 mm.

Preparar el gel de separacion al 12 %:

Acrilamida/Bisacrilamida 30 % / 8 %.......... 6 mL

Buffer Tris 4X/SDSpH 8.8................. 3.75 mL
Aguaultrapura ..o, 5.25mL
Persulfato de amonio......................... 0.08 mL
TEMED... ..ot 0.018 mL

Mezclar bien y colocar la solucion en los vidrios, adicionar alcohol etilico al 70 % y

dejar polimerizar a temperatura ambiente.

Preparar el gel concentrador al 12 %:

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

Buffer tris 4X/SDSpH 8.8................. 1.25 mL
Aguaultrapura...............coeeeiii, 3.05 mL
Persulfato de amonio......................... 0.07 mL
TEMED.....cooiiiiiiiiiiiiiiiice, 0.01 mL

Mezclar bien y colocar la solucion en los vidrios, colocar el peine para crear los pocillos

y dejar polimerizar a temperatura ambiente.
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1. Adicionar el gel de separacion al 12 % de 0.75 mm de grosor. Mezclar muy bien y
colocar el gel en los vidrios y adicionar unas gotitas de alcohol etilico al 70 % con una

pipeta Pasteur, evitando la formacion de burbujas.
2. Dejar polimerizar por aproximadamente una hora a temperatura ambiente.

3. Adicionar el gel concentrador, con pozos de 5 mm de ancho aproximadamente y
poner el peine que formara los pozos inmediatamente después de colocar la solucién del
gel separador entre los vidrios para electroforesis. Dejar polimerizar por una hora a

temperatura ambiente.

4. Realizar una dilucion del extracto antigénico soluble de G. lamblia 1:5 con solucion
de buffer muestra 6X en un microtubo. Mezclar muy bien la solucion de antigeno en el

vortex.
5. Tomar 8 pu L de Marcador Peso Molecular (MPM)

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

constantes por aproximadamente una hora y media, evitando liberar el frente del gel.
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ANEXO 4

Determinacion de Proteina por el Micrométodo de Bradford

Reactivos:

Reactivo de Bradford (Sigma, B-6916)

Material:

*Microtubos conicos (eppendorf) de 1.5 mL.
*Micropuntas (1 y 100 pL).

*Micropipetas (100-1000 y de 10-100 uL).
*Placas de 96 pozos (fondo plano).

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

Procedimiento:

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

2. Adicionar 5 puL de la solucion de ABS, de la muestra problema y del control negativo

de PBS en los pozos de la placa por triplicado.
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3. Adicionar por pozo 250 pL del reactivo de Bradford, incubar por 15 min a

temperatura ambiente y medir la densidad dptica en un lector de microplacas a 570 nm.

4. Graficar la curva estandar de ABS y obtener la ecuacion, asi como su coeficiente de

correlacion para confirmar la confiabilidad de los datos.

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

Inmunodeteccion de la Proteina 5G8 en Antigeno de G. lamblia

Reactivos:

* Buffer de transferencia 10X, pH 8.3 (Tris/Glicina 0.039 M, 10X, pH 8.3)

Trisbase......ccovviviiiiiiiiiii, 303 ¢

Glicina..........oovviiiiiiiiiin, 1440 g

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

* Buffer de transferencia 1X Tris-Glicina pH 8.3

Tris glicina 10X...........o.ooon 100 mL
Metanol ... 200 mL
SDS. lg
Agua deionizada......................... 800 mL

Ajustar pH antes de aforar con NaOH o HCI

* Solucién de bloqueo (PBS pH 7.2, leche descremada svelty ® 5 %)
PBSIXPH7.2. oo 20 mL

Lechesvelty ®............cccoovvinnnnnn. 2g

Mezclar en vortex. Usar esta solucion recién preparada.

PBS-ABS 1%
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PBS 1X PH 7.2 0o, 10 mL

ABS.. oot 0.1g

Reactivos para el sistema de revelado:

Solucion luminol-H,O,. Mezclar un volumen de luminol con un volumen igual de
H202. Para una membrana control se requiere 200 pL. de dicha mezcla, para un control

de dot-blotting se requieren 50 pL.

Solucién reveladora Kodak. Para preparar 400 mL:

1. Agregar 200 mL de agua destilada.
2. Adicionar 87 mL de la solucién reveladora GBX y mezclar bien.

3. Llevar a un volumen final de 400 mL con agua destilada y mezclar perfectamente
(113 mL de agua).

5. Almacenar la solucién en recipientes ambar y protegidos de la luz a temperatura

ambiente.

Solucién Fijadora Kodak. Para preparar 400 mL.:

1. Agregar 200 mL de agua destilada.
2. Adicionar 87 mL de solucién fijadora GBX y mezclar bien.

3. Llevar a un volumen final de 400 mL con agua destilada y mezclar perfectamente
(113 mL de agua).
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4. Almacenar la solucién en recipientes &mbar y protegidos de la luz a temperatura

ambiente.

Materiales:

Tubos de ensaye 13X100
Micropuntas de 100 pL
Micropipetas de 10-100 puL
Pinzas

Recipientes de plastico

Papel adherente transparente

Equipo:

Modelo No. Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell, No. de serie 221BR 51543, 50W,
25 VDC.

Fuente de poder (Ec-Apparatus Corporation, EC500)

Método:

1. Correr una SDS-PAGE 12 % con una solucion de extracto proteico de G. lamblia en
geles preparativos.

2. Electrotransferirlo a membranas de nitrocelulosa (NC) en condiciones semisecas.
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3. 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.

4. 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 solucion

reguladora pasando un tubo limpio sobre la capa.

5. Electrotransferir en un sistema semi seco (Modelo No. Trans-Blot SD, Semi-Dry
Transfer Cell, No. de serie 221BR 51543, 50W, 25 VDC) por 1 hora 15 minutos a 15 V,

y amperaje recomendable no méas de 0.1 A. (para geles de 1.5 mm).
6. Almacenar la membrana de NC a -20 °C hasta su uso.

7. Tefir el gel transferido con azul de Comassie para confirmar la adecuada

transferencia del antigeno.
Inmunodeteccidn:

1. Bloquear las membranas de NC electrotransferidas con PBS 1X-ABS 1 %-leche 5 %

por 1 hora a temperatura ambiente.
2. Enjuagar la membrana con PBS 1X para quitar el exceso de solucién blogueadora.

3. Adicionar el primer anticuerpo a una concentracion de 1 pg/mL (AcMo 5G8.B5 y Ac

Control de Isotipo aBDC.2, IgG2b) con PBS-ABS 0.1 %.
4. Incubar en agitacion por 1 hora a temperatura ambiente.
5. Realizar 5 lavados de 5 minutos con PBS 1X, pH 7.2

6. Adicionar el segundo anticuerpo (cabra anti-raton o-1gG peroxidasa conjugada,
SIGMA) 1:7500 con PBS-ABS 0.1 %.

7. Incubar en agitacion por 1 hora a temperatura ambiente.

8. Realizar 5 lavados de 5 minutos con PBS 1X, pH 7.2

94



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

minutos a temperatura ambiente.

10. Exponer las tiras de 30-60 segundos a una pelicula y revelar manualmente.

Proceso de revelado manual: El proceso de exposicion y revelado se realiza en un cuarto

0SCUro:
- Exponer la pelicula 10 segundos en la solucion reveladora.
-Enjuagar en agua por 10 segundos.

-Exponer la pelicula 10 segundos en la solucidn fijadora.

-Enjuagar en agua por 10 segundos y deje secar.
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ANEXO 6

Tincion Superficial de Trofozoitos de G. lamblia

Soluciones:

PBS 1X, pH 7.2 frio.
DMEM-NaN3 0.05 %

Paraformaldehido

Procedimiento:

1. Lavar (2 veces) con PBS frio.

2. Incubar a 4 °C por 1 hora con el AcMo 5G8.B5 (1 pg/mL) o con el control de isotipo
aBDC.2 (IgG2b, 1 pg/mL).

3. Lavar 2 veces con PBS frio.

4. Incubar los trofozoitos por 1 hora a 4 °C con el anticuerpo anti-ratén IgG de cabra
conjugado con FITC (diluido a 1:200 con 0.05 % de NaN3-DMEM).

5. Lavar 2 veces con PBS frio.

6. Analizar la expresién de la proteina 5G8 por medio de un citometro de flujo Becton
Dickinson (Canto 1l FACS, CA, USA), o analizar la expresion de la proteina 5G8 por

microscopia confocal.
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ANEXO 7

Induccion de Giardiasis en el Modelo Murino

Reactivos

1. Solucidn reguladora de fosfatos (PBS) 10 X, pH 7.2
NaH2PO4.....19 ¢
Na2HPO4....12 g

NaCl...........85 g

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

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

Método

1. Someter a los ratones a infectar a 6 0 9 horas de ayuno, con el fin de favorecer la
infeccion.
2. Mantener el cultivo de trofozoitos de G. lamblia por 20 minutos en agua-hielo para

liberar los trofozoitos adheridos a la pared del tubo.

3. Lavar los trofozoitos 3 veces en solucion PBS 1X, pH 7.2, usando centrifuga (Thermo
IEC Marathon 3000R, Fisher Scientific) a 800 g por 5 minutos a 4 °C.,
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4. Para su cuantificacion en el hemacitémetro (camara Neubauer) se toma una alicuota
de estos trofozoitos y se hace una dilucion 1:20 con PBS 1X y una posterior dilucion 1:2

con azul de tripano.

5. Después del ultimo lavado resuspender la pastilla de trofozoitos en PBS 1X y ajustar a
1 X 10° trofozoitos en 200 pL de PBS 1X.

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

de la suspensién de trofozoitos a temperatura ambiente.

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

inocular.
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ANEXO 8

Aislamiento y Purificacion 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).

» Gabinete de bioseguridad (Purifier class 1l biosafety cabinet, Delta series,
LABCONCO).

Procedimiento:

1. Cultivar los hibridomas (aBDC.2 o 5G8.B5) en condiciones normales, 37 °C en
atmosfera de 5 % de CO2.

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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4. Pasar los 3 litros de sobrenadante por la columna y una vez unidos los anticuerpos a la
proteina A, eluir con 1.5 mL de glicina 0.1 M (pH 2.5) y recolectar en distintas
fracciones en tubos de vidrio de 13 X 100 con 300 uL de trizma 1M (pH 8).

5. Determinar la cantidad de proteina presente en las fracciones de interés, utilizando un
espectrofotometro de UV a 280 nm, en una cubeta de cuarzo. Almacenar las fracciones

con mayor concentracion de proteina a -80 °C, hasta su uso.
6. Realizar el pase del sobrenadante tres veces.

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

para observar la pureza de la purificacion.
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ANEXO 9

Protocolo de Acoplamiento de Anticuerpo 5G8 a Esferas Preactivadas de Sefarosa

Método:

1. Preparar 500 mL de solucion reguladora de acoplamiento.
0.1 M NaHCO3....... 42¢g

0.5 M NaCl........... 1461 ¢g

2. 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.

3. Colocar el Ac descongelado en una membrana de dialisis.

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

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

acoplamiento.
5. Remover el Ac del tubo de dialisis con una jeringa.

6. Medir la D.O. de la solucién a 280 nm, contra blanco de reactivo. Puede ser necesario

diluir la muestra 1:20 con solucion reguladora de acoplamiento.
Calcular la cantidad de Ac en la solucion de la siguiente manera:

D0O280 X (FD 20) X (1/1.35 mg/mL) = mg de Ac Total
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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 Kitasato, 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 solucién 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 mas 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 horas a
temperatura ambiente (determinar el volumen de la solucion de anticuerpo y de las
esferas para una posterior determinacion 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.

12. Recuperar las esferas en el embudo de vidrio. Medir la DO 280 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.

102



ANEXO 10

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

1. Incubar en una placa de 6 pozos 50 pg de anticuerpo monoclonal 5G8.B5 en cada

pozo durante una hora a 37 °C.

2. Retirar la soluciéon de anticuerpo utilizando una micropipeta y bloquear los sitios
libres de anticuerpo en el pozo con 1 mL de PBS-BSA 1 % estéril durante una hora a 37
°C.

3. Realizar cinco lavados suaves con PBS estéril, y agregar 2 x 10° trofozoitos de G.
lamblia de la cepa GS/M-83-H7 en cada pozo previamente resuspendidos en PBS-BSA
al 1 %.

4. Incubar durante 20 minutos a 4 °C en agitacion constante y decantar de manera suave

utilizando una micropipeta, realizar cinco lavados con PBS estéril.

5. Adicionar medio de cultivo TYI-S33 suplementado con 10 % de suero de ternera
recién nacida (MICROLAB, LOT. M-8397) e incubar por 10 minutos a 4 °C.

6. Recuperar los trofozoitos con una micropipeta y mantener en cultivo hasta obtener

una cantidad suficiente.

7. Realizar una inmunotincién indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal 5G8.B5 y

evaluar el patron de expresion superficial de los trofozoitos mediante citometria de flujo.
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ANEXO 11

Obtencion de proteinas solubles de trofozoitos de G. lamblia

kDa A B
. n'
200
116 -
97
66 | m—
——
45
31 |
pa

Patron electroforético del extracto de proteinas de G. lamblia GS/M-83-H7 5G8 (+). El
carril A corresponde al marcador de peso molecular y el carril B al extracto soluble de

proteinas de G. lamblia.
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ANEXO 12

Aminoécidos

11.1.- 28 kDa
MLNKFALVAVILQIARAACTPGTETTNCKDGACNVQIGGETYCSQCYTTSEAPVDGVCTA
STDSKCTKQDTQNGTCKSCAANYFLFKGGCYQIGQSPGSLICQTASNTDGICQTCKDGYF
TVSDATATQDSCVACGDENCATCTVGAEQQKCSKCKADGKMYLKKNTGSETGTCVTADEC
TAAKDYYTDDTSSEPNGKTCKACSAKVENCASCSSEGACQKCASGFVLEGSNCVKSDCST
ENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPPASA

Sequence Length: 271 aa

11.2.- 38 kDa
EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPTGQCIDECVTISGYYGTADGK
CKKCEVANCVVCGATGACDLCADGFYGSSCSKCYESCKNCKGATASDCTACPAGRALIYG
DDPTKGTCGEGCTTGTGKGACKACDLTIDGTKYCSACDTATEYPQNGVCATPTARASSCQ
SQONVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVTAPTGGTCTKSEPGYNVNSGTLVT
CGVGCAECTNSDSCTTCASGYVKLTSAATCTKCDAGCATCTTAASTCSTCADGY YLSNSK
CIACDKSDGSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSASVNKGGLSSGAIAGISVAVIV
VVGGLVGFLCWWFICRGKA

Sequence Length: 379 aa

11.3.- Constructo 71 kDa (5G8)

MLNKFALVAVILQIARAACTPGTETTNCKDGACNVQIGGETYCSQCYTTSEAPVDGVCT
ASTDSKCTKQDTQNGTCKSCAANYFLFKGGCYQIGQSPGSLICQTASNTDGICQTCKDG
YFTVSDATATQDSCVACGDENCATCTVGAEQQKCSKCKADGKMYLKKNTGSETGTCV
TADECTAAKDYYTDDTSSEPNGKTCKACSAKVENCASCSSEGACQKCASGFVLEGSNC
VKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPTGQCIDECVTISGYYGTADGKCKK
CEVANCVVCGATGACDLCADGFYGSSCSKCYESCKNCKGATASDCTACPAGRALIYG
DDPTKGTCGEGCTTGTGKGACKACDLTIDGTKYCSACDTATEYPQNGVCATPTARASS
CQSQNVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVTAPTGGTCTKSEPGYNVNSG
TLVTCGVGCAECTNSDSCTTCASGYVKLTSAATCTKCDAGCATCTTAASTCSTCADGY
YLSNSKCIACDKSDGSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSASVNKGGLSSGAIAGI
SVAVIVVVGGLVGFLCWWFICRGKA
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Sequence Length: 607 aa

Nucleétidos

11.4.- 28 kDa
ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG
CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG
ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA
AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG
ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT
ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG

Sequence Length: 816 bp

11.5.- 38 kDa

GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC
CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC
GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG
TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT
TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC
AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA
GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA
TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT
ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG
AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC

GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC
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GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC
TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA
TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT
ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG
TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC
GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG
GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC
GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA

Sequence Length: 1140 bp

11.6.- Constructo 71 kDa (5G8)

ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG
CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG
ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA
AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG
ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT
ACTGGCATGTTTCTCACCCCGACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGC
TACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGC
GGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTTTGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAG
TGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGCAAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCT
GCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGAGATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGC
ACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCATGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAG
TACTGCTCTGCCTGTGACACGGCTACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCG
ACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAGAGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGT
GAAAATGGCTTCTTCAAGATGAACGGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCG
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ACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACCGGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAAT
GTGAATAGCGGCACCCTTGTAACCTGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGAT
TCATGTACTACATGTGCATCTGGATATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAG
TGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGTACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGAC
GGGTACTACCTCTCTAACAGCAAGTGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCC
GGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGCGCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGC
TACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCGGTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCG
GGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTCGTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGG
TTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA

Sequence Length: 1824 bp
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ANEXO 13

Alineamientos

Blastp

12.1.- 28 kDa vs 38 kDa

Score Expect Method Identities Positives Gaps
80.1 bits{196) 1e-21 Compositional matrix adjost.  39/39(100%) 39/39(100%) 0/39(0%)

Query 229 EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTP 267
EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTP

Sbjct 1 EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTP 39

Blastn

12.2.- 28 kDa, 38 kDa vs Genoma de Giardia lamblia

28 kDa

AHHHO01000109 | organism=Giardia Assemblage B isolate GS B | version=2013-1125
| length=40569 | SO=contig

Length=40569

Score = 1472 bits (1632), Expect = 0.0

Identities = 816/816 (100%), Gaps = 0/816 (0%)

Strand = Plus/Plus

Query 1 ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG 60
FEREEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38377 ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG 38436
Query 61 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG 120
PEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38437 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG 38496

Query 121 ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA 180
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FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38497 ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA
Query 181  AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
FEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38557 AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
Query 241  GCGAACTACTTCCTICTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTIG
FEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38617 GCGAACTACTTCCTICTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGITTG
Query 301  ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
CEEEEEE et e et e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38677 ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
Query 361  ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
CEEEEEE et e et e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38737 ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
Query 421  GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38797 GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
Query 481  ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
FEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e et e e e e

Sbjct 38857 ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
Query 541  ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38917 ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
Query 601  AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTIGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38977 AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
Query 661  AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
FEEEEEE e et et e et e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39037 AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
Query 721  GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39097 GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT
Query 781  ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG 816

FEEEEEE T e e e e e e e e e

Sbjct 39157 ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG 39192

38 kDa
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780

39156

> AHHH01000398 | organism=Giardia Assemblage B isolate GS B | version=2013-1125
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| length=3083 | SO=contig

Length=3083

Score = 2057 bits (2280), Expect = 0.0
Identities = 1140/1140 (100%), Gaps = 0/1140 (0%)

Strand = Plus/Plus

Query 1 GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2 GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC
Query 61 CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 62 CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC
Query 121 GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 122 GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG
Query 181 TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 182 TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT
Query 241 TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC
FErrrrrrerr e rrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 242 TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC
Query 301 AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA
FErrrrrrerr e rrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 302 AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA
Query 361 GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA
FErrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 362 GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA
Query 421 TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT
FErrrrrrerrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 422 TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT
Query 481 ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG
FErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 482 ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG
Query 541 AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC
CErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 542 AGCCAAAATGTTGCTAGTIGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC
Query 601 GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC
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Sbjct 602 GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC 661
Query 661 GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC 720
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 662 GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC 721
Query 721 TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA 780
FEEEEEEEEErr e e e e e rrrrrrrrrrrrree

Sbjct 722 TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA 781
Query 781 TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT 840
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 782 TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT 841
Query 841 ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG 900
FEErrrrrrr et r e et e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 842 ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG 901
Query 901 TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC 960
FEErrrrrrr et r e et e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 902 TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCARAAGACTGCCTGAGCTGC 961
Query 961 GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 1020
FEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e

Sbjct 962 GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 1021
Query 1021 GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC 1080
FErrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1022 GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC 1081
Query 1081 GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA 1140
FErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1082 GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA 1141

> AHHH01000109 | organism=Giardia Assemblage B isolate GS B | version=2013-11-25
| length=40569 | SO=contig

Length=40569

Score = 1855 bits (2056), Expect = 0.0

Identities = 1096/1140 (96%), Gaps = 1/1140 (0%)

Strand = Plus/Plus

Query 1 GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC 60
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Sbjct 39061 GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC
Query 61 CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC
FErrrrrrerrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39121 CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCC-ACC
Query 121 GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG
FEEEEEEEEEr e e e rrrrrrrrrrrrreee

Sbjct 39180 GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG
Query 181 TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT
FEEEEEEEEr e e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrreer e

Sbjct 39240 TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGACCTT
Query 241 TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC
R R R R R R R R R R R R

Sbjct 39300 TGCACTGACGGTTTCTTCGGTGAGAACTGCTCTAAGTGCCACGAGAGCTGCAAGAGTTGT
Query 301 AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA
O R R R R R R R RN

Sbjct 39360 AGCGGGGCCACTGCAGAGGACTGCACAGCGTGCCCCGCCGGGAGGGCGCTCATCTACGGA
Query 361 GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA
A

Sbjct 39420 GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGCTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA
Query 421 TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT
FErrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39480 TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT
Query 481 ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG
FErrrrrrrrrrrrrer e rrr e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39540 ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGCCAG
Query 541 AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC
FErrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39600 AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAACGGCTTCTTCAAGATGAAC
Query 601 GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC
FErrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39660 GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC
Query 661 GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC
CEErrrrrrr et et e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39720 GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC
Query 721 TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA
CEErrrr rrrrr et e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39780 TGTGGTGCTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA
Query 781 TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT
CErrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39840 TATGTCAAGCTCACTAGTGCTACCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT
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Query 841 ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG 900
FEEEEEEEEErr e e e e e e e e e rrrrrrre

Sbjct 39900 ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG 39959
Query 901 TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC 960
FEEEEEEEEEr e e e rrrrrrrrrrrrreee

Sbjct 39960 TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC 40019
Query 961 GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 1020
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 40020 GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 40079
Query 1021 GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC 1080
R R R R R R R RN R R N R N O N

Sbjct 40080 GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTTGCCGCGGTTGTG 40139
Query 1081 GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA 1140
L e e e e e A O O O O e O N N R R M R R

Sbjct 40140 GTAGTTGGAGGACTAGTTGGATTCCTCTGCTGGTGGTTCGTCTGCCGCGGAAAGGCGTGA 40199

12.3.- 28 kDa vs Genoma de Giardia lamblia

AHHH01000109 | organism=Giardia Assemblage B isolate GS B | version=2013-11-25
| length=40569 | SO=contig
Length=40569

Score = 1472 bits (1632), Expect = 0.0

Identities = 816/816 (100%), Gaps = 0/816 (0%)

Strand = Plus/Plus

Query 1 ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG 60
FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38377 ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG 38436
Query 61 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG 120
FEEEEEE e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

Sbjct 38437 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG 38496
Query 121  ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA 180
FEEEEEE e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

Sbjct 38497 ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA 38556
Query 181  AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTITGTAAATCCTGCGCA 240
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

Sbjct 38557 AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA 38616
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Query 241 GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG 300
FEEEEEEEEErr e e e e e e e e e rrrrrrre

Sbjct 38617 GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTIG 38676
Query 301 ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC 360
FEEEEEEEEEr e e e rrrrrrrrrrrrreee

Sbjct 38677 ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC 38736
Query 361 ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC 420
FEErrrrrerrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38737 ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC 38796
Query 421 GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG 480
CEErrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38797 GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG 38856
Query 481 ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC 540
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 38857 ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC 38916
Query 541 ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC 600
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e

Sbjct 38917 ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC 38976
Query 601 AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG 660
CEErrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38977 AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG 39036
Query 661 AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC 720
CErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39037 AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC 39096
Query 721 GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT 780
FErrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39097 GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT 39156
Query 781 ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG 816
FEEEEEErEr e e e e e e et

Sbjct 39157 ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG 39192

12.4.- 38 kDa vs Genoma de Giardia lamblia

AHHHO01000109 | organism=Giardia Assemblage B isolate GS B | version=2013-11-25
| length=40569 | SO=contig

Length=40569

Score = 1855 bits (2056), Expect = 0.0

Identities = 1096/1140 (96%), Gaps = 1/1140 (0%)
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Strand = Plus/Plus

Query 1 GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC
FEEEEEEEEErr e e e e rrrrrrrrrrrrrrre

Sbjct 39061 GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC
Query 61 CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC
FErrrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39121 CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCC-ACC
Query 121 GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG
FEErrrrrrr et r e et e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39180 GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG
Query 181 TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT
R

Sbjct 39240 TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGACCTT
Query 241 TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC
O e e N e N

Sbjct 39300 TGCACTGACGGTTTCTTCGGTGAGAACTGCTCTAAGTGCCACGAGAGCTGCAAGAGTTGT
Query 301 AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA
[ N R R R R R R R AR R RN

Sbjct 39360 AGCGGGGCCACTGCAGAGGACTGCACAGCGTGCCCCGCCGGGAGGGCGCTCATCTACGGA
Query 361 GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA
Crrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e et rrr e e e e e e

Sbjct 39420 GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGCTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA
Query 421 TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT
FErrrrrrerrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39480 TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT
Query 481 ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG
FErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39540 ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGCCAG
Query 541 AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC
CErrrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39600 AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAACGGCTTCTTCAAGATGAAC
Query 601 GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC
FErrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39660 GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC
Query 661 GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC
FEErrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39720 GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC

Query 721 TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA
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FEEEEEE PErr e e e e r e e e e e e e

Sbjct 39780 TGTGGTGCTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA 39839
Query 781 TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT 840
FErrrrrrerr e ettt e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39840 TATGTCAAGCTCACTAGTGCTACCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT 39899
Query 841 ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG 900
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39900 ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG 39959
Query 901 TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCARAGACTGCCTGAGCTGC 960
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e

Sbjct 39960 TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC 40019
Query 961 GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 1020
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 40020 GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 40079
Query 1021 GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC 1080
FEErrrrrrr et e e e e e e e e e e e e

Sbjct 40080 GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTTGCCGCGGTTGTG 40139
Query 1081 GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA 1140
e e R e RN

Sbjct 40140 GTAGTTGGAGGACTAGTTGGATTCCTCTGCTGGTGGTTCGTCTGCCGCGGAAAGGCGTGA

12.5.- Constructo 70 kDa (5G8) vs Genoma de Giardia lamblia

> AHHH01000109 | organism=Giardia Assemblage B isolate GS B | version=2013-11-25
| length=40569 | SO=contig
Length=40569

Score = 3088 bits (3424), Expect = 0.0

Identities = 1780/1824 (98%), Gaps = 1/1824 (0%)
Strand = Plus/Plus

Query 1 ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG 60
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38377 ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG 38436
Query 61 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG 120
FEEEEEE e et e e e e e e et e e e e e e e e e

Sbjct 38437 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG 38496
Query 121  ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA 180
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Sbjct 38497 ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA
Query 181 AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38557 AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
Query 241 GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG
FEEEEEEEEEr e e e rrrrrrrrrrrrreee

Sbjct 38617 GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTITTIG
Query 301 ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
FEEEEEEEEErr e e e e e rrrrrrrrrrrrree

Sbjct 38677 ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
Query 361 ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
CEErrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38737 ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
Query 421 GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
FErrrrrrerrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38797 GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
Query 481 ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e

Sbjct 38857 ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
Query 541 ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
FErrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38917 ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
Query 601 AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
CErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38977 AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
Query 661 AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
FErrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39037 AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
Query 721 GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT
FErrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39097 GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT
Query 781 ACTGGCATGTTTCTCACCCCGACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGC
CErrrrrrrrrrr e rrr et e e e e e e e e e e e

Sbjct 39157 ACTGGCATGTTTCTCACCCC-ACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGC
Query 841 TACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGC
CErrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39216 TACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGC
Query 901 GGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTTTGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAG
FEErrrrrerrrrreer e rerrer rerrrr v e b rrr e

Sbjct 39276 GGGGCAACTGGAGCGTGCGACCTTTGCACTGACGGTTTCTTCGGTGAGAACTGCTCTAAG
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Query 961 TGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGCAAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCT
R R e e AR

Sbjct 39336 TGCCACGAGAGCTGCAAGAGTTGTAGCGGGGCCACTGCAGAGGACTGCACAGCGTGCCCC
Query 1021 GCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGAGATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGC
Sbjct 38377 ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG
Query 61 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG
FEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38437 CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG
Query 121  ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA
FEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38497 ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA
Query 181  AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
CEEEEEE et e et e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38557 AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA
Query 241  GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38617 GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG
Query 301  ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38677 ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC
Query 361  ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38737 ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTITGCCTGCGGGGACGAGAACTGC
Query 421  GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38797 GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG
Query 481  ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
FEEEEEE e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e

Sbjct 38857 ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC
Query 541  ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38917 ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC
Query 601 AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 38977 AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG
Query 661  AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
FEEEEEE e et e e e e e e et e e e e e e e e e

Sbjct 39037 AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC
Query 721  GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT

119

1020

39395
1080
38436
120

38496
180

38556
240

38616
300

38676
360

38736
420

38796
480

38856
540

38916
600

38976
660

39036
720

39096
780



Sbjct 39097 GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT
Query 781 ACTGGCATGTTTCTCACCCCGACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGC
FEErrrrrrr e rer e e e e e e e e e e e e

Sbjct 39157 ACTGGCATGTTTCTCACCCC-ACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGC
Query 841 TACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGC
FEEEEEEEEEr e e e rrrrrrrrrrrrreee

Sbjct 39216 TACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGC
Query 901 GGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTTTGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAG
L e O O e B O O e B O e N N N N N N R

Sbjct 39276 GGGGCAACTGGAGCGTGCGACCTTTGCACTGACGGTTTCTTCGGTGAGAACTGCTCTAAG
Query 961 TGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGCAAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCT
R R e R R R R AR RN

Sbjct 39336 TGCCACGAGAGCTGCAAGAGTTGTAGCGGGGCCACTGCAGAGGACTGCACAGCGTGCCCC

Query 1021 GCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGAGATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGC
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Anexo 14

Cultivo de Lineas Celulares e Hibridomas

Material:

. Incubadora a 37°C.

. Cajas de cultivo estériles.

. Pipetas serolodgicas estériles de 10, 5y 1 mL.
. Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

. Sistema de filtracion (Steril aseptic system, millipore, Bradford MA 01730).
. Membranas para filtracion (0.45 um).

. Gabinete de bioseguridad (Purifier class Il biosafety cabinet, Delta series,
LABCONCO).

Reactivos:

D-MEM (GIBCO CAS. 12100-061)

L-arginina-HCI (SIGMA A-5131)

L-asparagina anhidro (SIGMA A-4159)

NaHCO; (SIGMA S-5761)

Piruvato de sodio (Biowhittaker Walkersville, CAS 13-115E)
L-glutamina (Biowhittaker Walkersville, CAS 17-605E)
HEPES (SIGMA H-3784)
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Penicilina/estreptomicina (SIGMA P-4333).

2-mercaptoetanol (Merck. 4213005)

Equipo:

Béscula digital

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

Pipetas serologicas.

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. ..ot 1337¢g
L-arginina HCL...............ooo 0.116 g
L-asparagina anhidra....................... 0.036 g
NAHCO . .o 20¢g
(a)Piruvato de sodio........................ 10.0 mL
(b)L-glutamina..............ccocevviiieninnnn.. 7.5 mL
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(c)Penicilina/estreptomicina (1000x)......1.0 mL

2.- Los reactivos liquidos (a, b y c) y el polvo DMEM se deben de afiadir dentro de la

campana, utilizando pipetas estériles para evitar contaminacion.

3.- Una vez afadidos todos los reactivos; el medio se debe esterilizar por medio de

filtracién empleando un filtro Millipore de 0.45 pm.

4.- Ya filtrado el medio, pasarlo a un frasco de vidrio estéril y etiquetarlo con nombre de

quién lo preparé y la fecha.

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

contaminado.

6.- Almacenar el medio de cultivo bajo refrigeracion a 4°C  hasta su uso.
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ANEXO 15

Aislamiento de Esplenocitos Con Solucion de Lisis

Solucion de lisis

. NH,CI 150 mM (4.02 g)

. KHCO3 10 mM (0.1 g)

. Na,EDTA - 2 H20 0.1 mM (18.6 mg)

o Se puede sustituir por 100 uL de EDTA 0.5 M, pH 8

o Aforar a 500 mL con agua MiliQ y ajustar pH entre 7.2y 7.4
o Esterilizar por filtracion

o Almacenar a 4 °C, Descartar después de un mes.

Procedimiento

1. Utilizar material y reactivos estériles
2. En una placa de Petri con 5 mL de medio de cultivo, macerar el tejido con el pie

de una jeringa

3. Filtrar la suspension celular por organza en un tubo de 50 mL
4. Lavar la placa con 15 mL mas de medio de cultivo y filtrarlo por organza en el
mismo tubo

5. Centrifugar a 1500 rpm (500 xg) por 7 minutos a 4 °C
Descartar el sobrenadante, no decantar. Utilizar una pipeta
Resuspender suavemente el boton celular en aproximadamente 500 pL de PBS,

Agregar solucidn de lisis (ACK) a temperatura ambiente (25 °C) 5 mL/bazo

© © N o

Agitar en Vortex® a potencia baja (4 0 5) por 2 segundos
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10.  Detener reaccion de lisis a los 2 minutos después de agregar ACK con DMEM
frio llevando a un volumen de 25 mL

11.  Centrifugar a 1500 rpm (500 xg) por 7 minutos a 4 °C

12.  Descartar el sobrenadante, no decantar. Utilizar una pipeta

13.  Resuspender el boton celular en DMEM frio. Utilizar un volumen pequefio (1
mL aproximadamente) para desprender el boton celular y después llevar a un volumen
de 25 mL

14.  Filtrar por organza

15.  Centrifugar a 1500 rpm (500 xg) por 7 minutos a 4 °C

16.  Descartar el sobrenadante, no decantar. Utilizar una pipeta

17.  Resuspender en 5 mL de D10F frio y contar células en camara de Neubauer

18.  Ajustar células a la concentracion deseada para el experimento en D10F.
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ANEXO 16

Ensayo de Reduccién del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT)

1. Agregar 15 pLL de MTT (5 mg/mL) a cada pozo (10 uL MTT por cada 100 uL de

cultivo celular en el pozo).

2. Incubar a 37 °C por 4 horas.

3 Agregar 150 pL de Isopropanol-HCI.

4. Disolver completamente los cristales de formazan.

5 Leer en lector de microplaca a 570 nmy 630 de referencia.
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ANEXO 17

Andlisis de Proliferacién Celular
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Evaluacién cuantitativa por MTT de la proliferacion celular a diferentes tiempos. A) 72
horas, B) 120 horas y C) 144 horas. *El asterisco indica la diferencia significativa entre
el grupo tratado con la proteina 5G8 y/o el extracto proteico P8 con respecto a los

grupos control (SE y HEL).
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ANEXO 18

Expresion de CD69" en Esplenocitos Estimulados Con la Proteina 5G8 y Extracto
Antigénico de G. lamblia (P8)

Sin Tefiir Control de Isotipo

(1,000
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|||||||| T |||||||I T |||||||| T ||||||I| |||||||| T |||||||| T ||||||||d. T ||||||||s T
10° 10 10t 10° 10 10 10 10

FE-A PE-A

Sin Estimulo PHA (200 nM)

3 1,000)

55C-A
S5C-A

||||||||2 TT ||||||| T |||||||I‘ T |||||||| T |||||||| TT ||||||| T |||||||| T |||||||| T
10 10 10 10 10° 10? ' 10®
PE-A PE-A
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P8 (10 pg/mL) P8 (5 ug/mL) P8 (2.5 pg/mL)
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La proteina 5G8 induce la activacion de esplenocitos provenientes de ratones infectados
con G. lamblia. Evaluacion de la expresion de CD69" a las 72 horas.

132



ANEXO 19

Prediccion de Epitopes Para Células T

Pos Péptido score
67 TKQDTQNGTCKSCAA |26
95 QSPGSLICQTASNTD |22
186 YYTDDTSSEPNGKTC |20
114 TCKDGYFTVSDATAT |18
121 TVSDATATQDSCVAC |18
182 AAKDYYTDDTSSEPN |18
308 LCADGFYGSSCSKCY |18
370 KACDLTIDGTKYCSA |18
533 DKSDGSIAGVKDCLS |18
941 GVKDCLSCAAPSGST |18
28 CKDGACNVQIGGETY |16
87 KGGCYQIGQSPGSLI |16
127 ATQDSCVACGDENCA |16
130 DSCVACGDENCATCT |16
136 GDENCATCTVGAEQQ |16
142 TCTVGAEQQKCSKCK |16
171 TGTCVTADECTAAKD |16
200 CKACSAKVENCASCS |16
212 SCSSEGACQKCASGF |16
266 TPTGQCIDECVTISG 16
270 QCIDECVTISGYYGT 16
293 EVANCVVCGATGACD |16
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391 YPONGVCATPTARAS |16
402 ARASSCQSQNVASGA |16
422 NGFFKMNGGCYSTSQ |16
475 ECTNSDSCTTCASGY |16
564 RDSASVNKGGLSSGA |16
4 KFALVAVILQIARAA |14
5 FALVAVILQIARAAC |14
6 ALVAVILQIARAACT |14
21 PGTETTNCKDGACNV |14
31 GACNVQIGGETYCSQ |14
70 DTQNGTCKSCAANYF |14
94 GQSPGSLICQTASNT |14
105 ASNTDGICQTCKDGY |14
116 KDGYFTVSDATATQD |14
193 SEPNGKTCKACSAKYV |14
201 KACSAKVENCASCSS |14
203 CSAKVENCASCSSEG |14
221 KCASGFVLEGSNCVK |14
228 LEGSNCVKSDCSTEN |14
247 TNPKAANEACTACVT |14
304 GACDLCADGFYGSSC |14
346 IYGDDPTKGTCGEGC |14
405 SSCQSQNVASGACNT |14
484 TCASGYVKLTSAATC |14
499 TKCDAGCATCTTAAS |14
520 DGYYLSNSKCIACDK |14

524

LSNSKCIACDKSDGS

14
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536 DGSIAGVKDCLSCAA |14
556 GPVLCYLVRDSASVN |14
557 PVLCYLVRDSASVNK |14
567 ASVNKGGLSSGAIAG |14
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ANEXO 20

Modelado Molecular de la Interaccion Entre Los Epitopes Inmunodminantes de
Células T Con Moléculas Del MHC-II

Péptido 67 Péptido 186
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