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OBJETIVOS

General

Analizar la patologia en intestino delgado, la poblacion celular infiltrada en
mucosa intestinal y la respuesta inmune humoral en ratones infectados con

Giardia lamblia (Genotipos Ay B)
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Analizar los cambios histopatoldgicos en intestino delgado de ratones
C3H/HeJ infectados con las cepas WB, GS y GS-5G8 (+) de Giardia
lamblia.

Caracterizar parcialmente a la poblacion celular infiltrada en lamina propia
de la mucosa intestinal de ratones infectados con Giardia lamblia WB, GS
y GS-5G8 (+).

Evaluar la respuesta inmune humoral local y sistémica de ratones
infectados con Giardia lamblia WB, GS y GS-5G8 +.
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RESUMEN

Giardia lamblia es un organismo unicelular flagelado causante de giardiasis.
La infeccion se produce por la contaminacion fecal-oral, siendo ésta una de
las parasitosis gastrointestinales mas frecuentes en todo el mundo. Existen
8 genotipos de G. lamblia. Las cepas pertenecientes a los genotipos Ay B
son los principales responsables en las infecciones en humanos y otros
mamiferos. En la actualidad, los mecanismos por los cuales G. lamblia
ocasiona dafio al hospedero no son del todo comprendidos, asi como el
efecto que tienen las proteinas inmunogénicas sobre el intestino delgado.
Para poder entender estos mecanismos, una herramienta que nos es de
utilidad es por medio de analisis histopatolégicos. Para ello, en el presente
trabajo, se obtuvieron muestras de intestino delgado, suero y heces de
ratones C3H/HedJ infectados con las cepas WB y GS, pertenecientes los
genotipos Ay B de G. lamblia respectivamete, asi como la cepa GS-5G8 +,
la cual expresa altos niveles de la proteina inmunogénica 5G8. La patologia
de la infeccion fue analizada en cortes histolégicos empleando las tinciones
hematoxilina-eosina; para la caracterizacion de las células en tejido
intestinal, se utilizaron ensayos de inmunohistoquimica; finalmente se evalué
la respuesta inmune humoral mediante ELISA. Los resultados muestran que,
durante la giardiasis, células mononucleares se infiltran en [amina propia de
los ratones infectados con los genotipos A y B de Giardia. El aumento de
este infiltrado se debe a linfocitos B y T CD4 en la zona efectora de la
respuesta inmune en tejido intestinal de ratones infectados con las cepas
WB, GS y GS-5G8 + a los 14 dias post-infeccién. No se encontraron
diferencias en alteraciones histopatoldgicas ocasionadas por los genotipos A
y B de Giardia bajo las condiciones con las cuales se llevd a cabo este
estudio. Ademas, se observé un aumento de anticuerpos especificos de

isotipo IgA local en todos los grupos evaluados, mientras que IgG sistémica



especifica contra Giardia solo fue encontrada en las muestras de ratones
infectados con la cepa GS-5G8 +. Finalmente, estos anticuerpos tuvieron la
capacidad de reconocer a la proteina 5G8 de Giardia. En conclusion, la
infeccion por los genotipos A 'y B de Giardia induce un proceso inflamatorio
agudo, caracterizado por un infiltrado celular en mucosa intestinal. Por otra
parte, la respuesta inmune humoral de los ratones infectados con la cepa

GS-5G8 +, perteneciente al genotipo B, va dirigida en parte a la proteina 5G8.
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INTRODUCCION

Giardia lamblia (que también se le conoce como Giardia duodenalis y Giardia
intestinalis) es un protozoario unicelular multiflagelado. Es un parasito binucleado
que coloniza principalmente la seccién proximal del intestino delgado (duodeno)
(Adam, 2001). G. lamblia presenta un ciclo de vida directo, destacandose dos
estadios: el quiste, que es la forma en la que un hospedero entra en contacto con
el parasito, el cual es capaz de sobrevivir a condiciones desfavorables en el
medio ambiente tales como la falta de nutrientes o el pH acido del estbmago; y
el trofozoito, que es la forma infectiva del parasito y responsable de
desencadenar la patologia. El trofozoito se caracteriza por tener una forma
piriforme, convexa, con una superficie ventral concava. Posee un disco ventral,
el cual tiene por funcion la adhesiéon al lumen intestinal. Mide de 12 a 15
micrémetros de largo y de 5 a 9 micrometros de ancho, consta de dos nucleos,
cuerpo medio y cuatro pares de flagelos. Los quistes son de forma elipsoidal y

miden de 7 a 12 micrémetros de largo (Becerril, 2011; Lujan, 2011).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que mas de 250 millones de
personas estan infectadas con el parasito (Jerlstrdom-Hultqvist, 2010), por lo que
se considerada un problema de salud en diversos paises, en especial los que se
encuentran en vias de desarrollo, por ejemplo, México (AMSE, 2012). El Estado
de Sonora se encuentra dentro de los primeros lugares en los reportes de
giardiasis, ya sea que se presente sintomatologia o no (SUIVE, 2013). A pesar
de la alta incidencia e importancia clinica de infeccién por G. lamblia, el
conocimiento que se tiene acerca de los mecanismos de patogenicidad y
respuesta inmunoldgica no son entendidos en su totalidad (Velazquez y col.,
2005).

Las manifestaciones clinicas de la infeccion pueden llegar a ser muy

variadas, desde total ausencia hasta presentacion de sintomatologia (Chacén y



Jiménez, 2010), donde multiples factores se encuentran involucrados tanto del
hospedero como del parasito (Chacdon y Jiménez, 2010). Los sintomas mas
comunes que se pueden presentar incluyen diarrea, dolor abdominal, nauseas,
vomito y pérdida de peso. La presencia o ausencia del éstos probablemente se
encuentre dada por la virulencia del parasito, el estado nutricional, el sistema

inmune y la microbiota del hospedero (Feng, Y., y Xiao, L, 2011).

A pesar de todo esto, el desarrollo de la inmunidad y dafio a la mucosa
intestinal no se conocen por completo. Se ha propuesto que el dafio tisular podria
ser debido a la adherencia del parasito en las células intestinales, lo cual es
posible debido a su disco ventral (Céu Sousa y col., 2001). Por otro lado, se ha
observado atrofia en vellosidades (Oberhuber y col., 2016), asi como
acortamiento de microvellosidades, infiltracion celular y aumento de células
cebadas (Eckmann, 2003) y caliciformes (Ventura y col., 2013). Es por ello, que
en este trabajo se realiz6 un estudio a nivel histoldgico en intestino delgado de
ratones C3H/HeJ infectados con diferentes cepas pertenecientes a los genotipos
de G. lamblia que causan infeccion en el humano, para sentar bases y esclarecer

los mecanismos y consecuencias de la enfermedad.

Una de las herramientas disponibles para lograr esto, es el modelo de raton;
nos permite estudiar los mecanismos involucrados durante la infeccidén ya que
presenta ventajas sobre otros modelos: el sistema inmune del ratén esta
caracterizado y existe una variedad de tecnologia para estudiarlo, asi como
cepas especificas que estan disponibles para cada tipo de estudio.
Generalmente, en estudios de infeccion in vivo se utilizan las cepas WBC6 y
GS/M-83-H7, pertenecientes a los genotipos A y B. Se han reportado algunas
cepas de ratén susceptibles a la infeccidon por Giardia GS/M-83-H7, tales como
C3H-HedJ, Balb/c y SCID (Byrd y col., 1994). Al ser un parasito patdégeno para el
humano de alta relevancia clinica y que ademas coloniza la mucosa intestinal, es
importante comprender lo que esta pasando en el intestino durante la infeccion,

esto debido a la limitada informacion reportada.
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El analisis a nivel histologico en intestino delgado, especificamente en
duodeno, que es el sitio de colonizacion principal, brindara informacidn sobre los
mecanismos fisiopatologicos involucrados durante la infeccion por G. lamblia,
esto con el fin de generar conocimiento acerca de la relacion hospedero-parasito.
De manera similar, este estudio nos permitira conocer mas sobre los eventos que
son desencadenados en un hospedero con los genotipos A y B de Giardia,

causantes de infeccion en humanos.



ANTECEDENTES

Caracteristicas Generales de Giardia lamblia

G. lamblia es un protozoario intestinal flagelado que habita en la seccion proximal
del intestino delgado de su hospedero (Adam, 2001). Es uno de los principales
responsables en infecciones parasitarias gastrointestinales en el humano. Tiene
un ciclo de vida directo (Figura 1), en el cual destacan dos estadios: el trofozoito,
que es el estadio infectivo, y el quiste, que es la forma en la cual un hospedero
entra en contacto con el parasito, mediante contaminacién fecal-oral. La infeccion
se lleva a cabo cuando el hospedero ingiere quistes contenidos en agua y / o
alimentos (Faubert, 2000). Una vez que el parasito llega al estobmago, inicia el
proceso de desenquistacidon (mediante el estimulo del pH acido, el cual
reblandece la pared del quiste) y concluye en la parte alta del intestino delgado
con la ayuda de enzimas pancreaticas como tripsina, para que finalmente se
liberen dos trofozoitos binucleados, los cuales se adhieren en las vellosidades
intestinales, estableciendo la infeccion. Algunos trofozoitos son arrastrados a lo
largo del intestino, y debido a las condiciones desfavorables para ellos (falta de
colesterol y sales biliares principalmente) inician su proceso de enquistacion,
siendo asi expulsados en las heces, pudiendo contaminar fuentes de agua y

alimentos, cerrando asi el ciclo de vida (Faubert, 2000; Syed y Hill, 2003).

El trofozoito se caracteriza por tener una forma piriforme, convexa y con una
superficie ventral concava. Posee un disco ventral, el cual le sirve para la
adhesion al lumen intestinal en el duodeno. Mide de 12 a 15 microdmetros de largo
y de 5 a 9 de ancho, consta de dos nucleos, cuerpo medio y 4 pares de flagelos

(dos antero-laterales, 2 postero-laterales, 2 ventrales y un par caudal) (Vazquez,



Figura 1. Ciclo bioldgico de G. lamblia. El contacto inicial con el hospedero se da
mediante la ingestidén de quistes presentes en agua y alimentos contaminados (1
y 2). Después, por la exposicion al pH acido del estobmago, se favorece el
desenquistamiento (3). El trofozoito se reproduce por fisiéon binaria longitudinal
(4), y coloniza el intestino delgado (5). Al presentarse condiciones adversas,
como falta de nutrientes, o movimientos peristalticos, se produce el
enquistamiento (6 y 7), para finalmente, los quistes ser expulsados a través de

las heces y cerrar asi el ciclo de vida (8) (Lopez y col., 2015).



2009). Los quistes son de forma elipsoidal y miden de 7 a 12 micrémetros de
largo. Las formas infectivas jovenes contienen 2 nucleos, mientras que las
maduras tienen 4. Debido a la importancia clinica y evolutiva de G. lamblia
(considerado el microorganismo de mas temprana division en linea eucariética)
se ha secuenciado su genoma, lo cual lo convierte en un modelo de estudio para

multiples lineas de investigacion (Adam, 2000; Staffan y col., 2003).

Epidemiologia de la Giardiasis

G. lamblia es un protozoario comun en el humano, siendo cosmopolita. A nivel
mundial se ha estimado que mas de 200 millones de personas se encontraban
infectadas con el parasito, de los cuales, 500,000 tenian sintomatologia (Vazquez
y Campos, 2009). La Organizacién Mundial de la Salud report6é en un boletin de
salud una morbilidad de mas de 28 millones de casos durante un periodo

comprendido entre 2007 y 2015.

En México, se reportan prevalencias variables, con cifras en un intervalo de
2 a 39 %. Un estudio que reunio diferentes trabajos en 14 estados del pais mostro
una prevalencia de 19 %, donde la mayoria de las personas eran infantes. Se
calcula que en México hay nueve millones de personas parasitadas con G.
lamblia segun datos reportados por la SINAVE en el 2009. De acuerdo a estos
mismos datos, la incidencia en el estado de Sonora fue de 33.4 por cada 100,000

habitantes, sumando un total de 849 casos nuevos de infeccion.

En junio del 2015, la Secretaria de Salud, por medio del Sistema de
Notificacion Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades, reportd una incidencia
de 4.74, equivalente a 5,730 casos nuevos, siendo los infantes de 1 a 9 afios los
mas susceptibles, donde las cifras son mayores. De acuerdo a la misma

notificacién, en Sonora se registraron 192 casos en diferentes instituciones



publicas, ocupando el décimo tercer lugar de giardiasis a nivel nacional. Segun
datos preliminares recabados hasta el 2018, Sonora reporta 460 casos de

giardiasis segun la Vigilancia Epidemiolégica Semana 42.

Epidemiologia Molecular

Basandose en andlisis genético, podemos distinguir 8 ensambles o genotipos
moleculares de Giardia (que van desde el genotipo A hasta el H) (Rivero y col.,
2010). Solamente los genotipos A y B son los que se han relacionado con
infecciones en humanos, sin embargo, tienen la capacidad de infectar a mas
mamiferos. Tomando esto en cuenta, se han utilizado como modelos
representativos a las cepas WB y GS, hacia los genotipos A y B, respectivamente
(Adam, 2001).

La prevalencia de estos genotipos varia entre regiones. Parece ser que el
genotipo B es mas comun (Caccio y Ryan, 2007), sin embargo, con los datos que
se cuentan actualmente, no es posible establecer conclusiones. En México, en
un estudio de genotipificacion se logrd identificar muestras de Giardia
pertenecientes al genotipo A (Lalle y col., 2005) segun estudios genéticos de las
B Giardinas (bg).

Histologia de Intestino Delgado: Duodeno

El intestino delgado es el 6rgano que conecta el estdmago con el intestino grueso;
forma parte del aparato gastrointestinal, responsable de la absorcion de
nutrientes (Geneser, 2001). Tiene una longitud aproximada de 7 metros y se

divide en 3 secciones: duodeno, yeyuno e ileon.



En cualquier nivel del intestino delgado, podemos ver que esta conformado,
desde la capa mas externa hasta la luz intestinal, por mucosa, submucosa,

muscular y serosa (Tortora y Reynolds, 2009).

Mucosa

Esta seccién esta conformada por epitelio, lamina propia y muscularis mucosae.
Aqui predominan los llamados pliegues circulares, responsables de la
disminucién del transito intestinal, provocando que la absorcion sea mas

eficiente.

El epitelio se encuentra conformado por proyecciones hacia la luz intestinal
denominadas vellosidades intestinales, repleta de diferentes tipos de células
epiteliales; las células de absorcion son las células mas abundantes que se
encuentran en el epitelio de la vellosidad, mientras que el epitelio de las criptas
de Lieberkuhn (glandulas situadas entre vellosidades), ademas de predominar
las células de absorcién, podemos encontrar células de Paneth, caliciformes y
células endocrinas (Ferrufino y col., 1996). Por otro lado, dentro de la lamina
propia, podemos encontrar una variedad amplia de células inmunoldgicas,
linfocitos (células plasmaticas y linfocitos T), macréfagos, eosindfilos y células

cebadas.

Inmunidad Hacia G. lamblia: Respuesta Inmune en Mucosa Intestinal

El sistema inmunitario en mucosa intestinal constituye la parte mas extensa y
compleja del sistema inmunitario (Abbas, 2012). Recibe diariamente una enorme
carga antigénica y es capaz de discernir entre patdogenos invasivos, antigenos

inocuos de los alimentos y de bacterias comensales (Ramiro y col., 2008).



Inmunidad Innata

El sistema inmune innato representa la primera barrera de defensa contra
diferentes patdégenos. Uno de los primeros retos a los cuales Giardia lamblia se
enfrenta al colonizar el intestino delgado, es a la barrera que forma el moco
producida por un grupo de células epiteliales especializadas, denominadas
caliciformes, el cual se ha asociado con proteccion contra patdégenos intestinales
(Turner, 2009). Ventura y col (2013) observaron que en gerbos infectados con
Giardia, hay incremento en células caliciformes, resultando en un aumento de

moco, sugiriendo un papel defensivo contra el parasito.

Otra de las formas en las que el hospedero trata de controlar la giardiasis, es
por medio de péptidos antimicrobianos. Estos son sintetizados principalmente por
otro tipo de células epiteliales especializadas, denominadas células de Paneth
(localizadas en criptas intestinales o de Lieberkuhn, en la base de la mucosa
intestinal). Estos péptidos, tales como defensinas, criptidinas y cathelicidinas,
pueden inhibir el crecimiento in vitro de trofozoitos, pero se ha observado que no

son esenciales para el control de la infeccion (Faubert, 2000; Ouellette, 2005).

También las células epiteliales intestinales absortivas (o enterocitos) pueden
generar oxido nitrico, al cual se le han demostrado actividades microbicidas y

microbiostaticas durante la giardiasis (Pavanelli y col., 2010).

Respuesta Humoral

Uno de los mecanismos inmunoldgicos capaces de aclarar la giardiasis es la
respuesta humoral (dependiente de anticuerpos). El parasito coloniza la seccion
proximal del intestino delgado, correspondiente al duodeno, y es ahi donde el
tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés),
especificamente el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en

inglés) juega un papel importante (Faubert, 2000).



Anatomicamente, el tejido linfoide en el intestino se divide en GALT
organizado y difuso; el primero lo constituye los inductores de la respuesta
inmunologica tales como las placas de Peyer (agregados o cumulo de células
linfoides) y ganglios linfaticos mesentéricos; el segundo incluye a los efectores
de la respuesta inmunoldgica como los linfocitos intraepiteliales o las demas
células de la lamina propia (Linfocitos B y T, macréfagos, eosindfilos, células
cebadas) (Ramiro y col.,, 2008). Es aqui donde se ha demostrado que los
anticuerpos diméricos del tipo IgA son los predominantes y mas importantes

inmunoglobulinas para controlar la infeccién en el intestino (Eckmann, 2003).

Diferentes trabajos se han enfocado en la evaluacion de la respuesta
humoral y se ha visto que los niveles de anticuerpos secretorios y sistémicos se
incrementan (IgA e IgG respectivamente), los cuales estan relacionados con la

eliminacién de la giardiasis (Velazquez y col., 2005).

Respuesta Celular

La respuesta inmune celular es otra de las formas en las que el hospedero trata
de defenderse cuando entra en contacto con un patdégeno. Los linfocitos T juegan
un papel importante en la erradicacion de la giardiasis. Se ha visto que una
disminucion en los linfocitos T CD4+ en humanos contribuira al desarrollo de la
enfermedad (Singer y Nash, 2000).

Se ha observado que ratones deficientes de células B pueden combatir la
giardiasis, mientras que los deficientes de células T no son capaces de controlar
la infeccion; lo que sugiere que los linfocitos B no son tan necesarios para eliminar

la infeccién (Singer y Nash, 2000).

Por otra parte, los linfocitos T, especialmente los CD8+ se les han atribuido,
aparte de su papel protector, dafo patoldgico en el intestino delgado. En

hospederos inmunocompetentes, en contraste con los que son deficientes en
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células T, se ha correlacionado pérdida del borde de cepillo de las células
epiteliales, asi como una disminucion de actividades enzimaticas, tales como

maltasa y sacarasa (Scott y col., 2000; Buret, 2005).

Proteinas Antigénicas de G. lamblia

A pesar de la importancia de la giardiasis se conoce poco acerca de la
complexion antigénica del parasito. El conocimiento del papel que esos antigenos
de Giardia tienen en la respuesta inmune es importante para el entendimiento de
la infeccidn. Se han identificado proteinas citoplasmaticas y superficiales, que se
cree que tienen funciones especificas, pero no se han caracterizado ni
bioquimica ni inmunolégicamente (Velazquez y col., 2005; Lépez Romero y col.,
2015; Oviedo y Bricefio, 2007).

En pacientes inmunocompetentes, la infeccion es autolimitada, lo que indica
que la presencia de los mecanismos de defensa del hospedero es efectiva contra
el parasito. La respuesta inmune humoral y celular juega un rol importante. Sin

embargo, nuestro conocimiento de antigenos inmunogénicos es limitado.

Las proteinas variables de superficie, VSP por sus siglas en inglés, son una
serie de antigenos de que se encuentran en la superficie del parasito, que tienen
por funcion evadir al sistema inmune del hospedero, asi como garantizar su
supervivencia en el intestino (Von Allmen y col., 2004), al sufrir variacion
antigénica. El fendmeno de variacion antigénica es importante para comprender
la respuesta inmune. Se ha reportado que, durante la infeccién en roedores
inmunologicamente comprometidos, no se encontroé variacion antigénica; por otro
lado, en roedores inmunocompetentes, los trofozoitos recuperados en el intestino
si presentaron cambios en sus VSPs (Gottstein y Nash, 1991). Una de las VSP
mas estudiadas a nivel bioquimico e inmunoldgico es la VSPH7, caracteristica de
la clona GS/M-83-H7 de G. lamblia, perteneciente al genotipo B (Adam, 2001;
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Faubert, 2000; Singer y Nash, 2000). Por otro lado, la VSPAG fue de las primeras
VSP caracterizadas y encontradas en la cepa WB de Giardia (genotipo A) (Adam
y col., 2010).

En nuestro grupo de investigacion se esta trabajando con la caracterizacion
de la proteina 5G8 (un antigeno inmunogénico de Giardia). Mediante analisis de
espectrometria de masas, se determind que la proteina 5G8 pertenece a la
familia de las VSP (Quintero y col., 2017), y que el 5 % de la cepa GS del genotipo
B, expresa la proteina de manera superficial. Tomando esto en cuenta, se
enriquecié esta poblacién de trofozoitos mediante inmunoadsorcidon con un
anticuerpo monoclonal especifico hasta llegar a una expresion del 80 %, a esta
cepa se le denominé GS-5G8 + (Quintero y col., 2013). A partir de aqui se ha
estudiado y caracterizado a la proteina 5G8, asi como la respuesta inmune que

desencadena en el hospedero durante una infeccion.

Fisiopatologia de la Giardiasis

El mecanismo patolégico por el cual Giardia causa dafio a su hospedero aun no
es del todo claro. Diversos estudios se han enfocado en el estudio de patogenia

de la giardiasis.

Existen algunas teorias acerca de como el parasito interactua con su
hospedero. Una de ellas es el daio mecanico que causa debido a la gran
cantidad de trofozoitos que se adhieren a la mucosa, propiciando una
disminucion en el contacto entre las zonas de absorcion con los alimentos,
trayendo como consecuencia malabsorcion de nutrientes (Vega y col., 1982;
Faubert, 2000). Aunado a la malabsorcién, se han reportado anormalidades en
el transporte de electrolitos durante la infeccion crénica por Giardia, generando

hipersecrecion de cloruros (Troeger y col., 2007). La combinacion de estos dos

12



eventos parece explicar la acumulacién de agua en el lumen intestinal que se

observa durante la infeccion (Buret, 2007).

Imagenes tomadas con microscopia electrénica han demostrado que la
adherencia de los trofozoitos al epitelio intestinal es tan fuerte que llega dafar a
las microvellosidades, encargadas de una absorciéon de nutrientes con mayor
eficiencia, resultando en irritacion a la mucosa (Scott, 2000). Por otra parte, se
ha visto que las lesiones en el borde de cepillo de la mucosa intestinal pueden
deberse a la presencia de linfocitos T CD8, mientras que la activacion de linfocitos
T CD4 contribuye a la eliminacion del parasito. Consistentemente a estos
hallazgos, hospederos deficientes en linfocitos T funcionales no muestran

anormalidades en el epitelio intestinal (Eckmann, 2003; Faubert , 2000).

Debido a estas lesiones, el parasito produce descamacion en las células
epiteliales. Para intentar una compensacion, el hospedero sufre un aumento de
indice mitético a nivel de criptas de Lieberkuhn. Todo esto resulta en inmadurez
celular, haciendo que las células superficiales no sean fisiolégicamente
eficientes, provocando actividad decreciente de enzimas tales como las
disacaridasas, lo que quizas explicaria el por qué algunas personas desarrollan

intolerancia a la lactosa (Buret y col., 1991).

Por otro lado, uno de los eventos mayormente descritos es la hiperplasia de
células caliciformes. Estas células son las responsables de sintetizar el moco que
recubre el epitelio intestinal. Se ha visto que las células caliciformes producen
este moco con la finalidad de evitar la adherencia del parasito en la mucosa
intestinal (Lengerich y col., 1994; Ventura y col., 2013). Ademas de funcionar
como una barrera fisica, el moco contiene elementos del sistema inmune, tales
como inmunoglobulinas, lisozimas y péptidos antimicrobianos (Johansson y col.,
2011).
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de G. lamblia

Se utilizaron cultivos axénicos de trofozoitos de las cepas de G. lamblia WBC6
(genotipo A), GS/M-83/H7, (genotipo B) y la cepa GS que expresa altos niveles
de la proteina inmunogénica 5G8 (GS-5G8 +, genotipo B). Los cultivos se
mantuvieron en medio TYI-S-33 con antibidtico ceftriaxona, suplementado con
suero (inactivado a 56 °C por 40 minutos) de ternera recién nacida (NBCS.
MICROLABSU540). Los trofozoitos fueron incubados a una temperatura de 37
°C en condiciones microaerofilicas (Vargas y col., 2014; IAigo y col., 2013;
Keister, 1983).

Evaluacion de la Expresion Superficial de la proteina 5G8 de
Trofozoitos de G. lamblia

Para determinar la expresion de la proteina 5G8 en trofozoitos de G. lamblia, se
utilizaron cultivos confluentes, los cuales fueron sometidos a un bafio de agua-
hielo por 10 minutos, con el fin de despegar los trofozoitos adheridos a la
superficie del tubo, después se realiz6 el conteo de los trofozoitos ajustando a
una cantidad de 5 x 10° células por pozo en una placa de fondo “v”.
Posteriormente, se llevaron a cabo 2 lavados con solucion reguladora de fosfatos
(PBS por sus siglas en inglés, phosphate buffered saline) a centrifugaciones de
800 g, 4 °C por 7 minutos. . Los trofozoitos se incubaron con el AcMo 5G8.B5 (1
pug/mL en PBS-Albumina sérica bovina 0.1 %, BSA, bovine serum albumin, por
sus siglas eninglés, IgG2b), especifico para la proteina 5G8, o con el anticuerpo
control de isotipo aBDC.2 (IgG2b) 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 ratén acoplado a isocianato de fluoresceina (FITC) diluido
1:200 (PBS-BSA 0.1 %) por 1 hora a 4 °C, en oscuridad. Finalmente, las células
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fueron lavadas 2 veces con PBS y resuspendidas en 200 pL de PBS-BSA 0.1 %.
Posteriormente se fijaron con 200 yL de paraformaldehido al 2 % filtrado. El
analisis fue realizado por citometria de flujo (Canto Il FACS, Becton Dickinson,
CA, USA).

Animales de Experimentacion

Para el modelo murino de infeccion, se utilizaron ratones de la cepa C3H/HeJ de
7 a 9 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en el Bioterio del
Departamento de Investigaciones de Posgrado en Alimentos (DIPA) de la
Universidad de Sonora, con fotoperiodos de 14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad a 25°C y alimentados con una dieta comercial para ratones (2018S de
Teklad global diets 18% protein Rodent diet sterilizable). La administracion de

agua fue ad libitum.

Obtenciéon y Cuantificacion de Proteinas Solubles de Trofozoitos de G.
lamblia en Cultivo

Los extractos antigénicos solubles de trofozoitos del parasito se obtuvieron por
el método descrito por Gottstein y col., (1990). Los tubos de un cultivo de
crecimiento en fase logaritmica de trofozoitos de G. lamblia (cepas WB, GS y GS-
5G8 +) se colocaron en agua-hielo por 10 minutos para promover la liberacion de
los trofozoitos adheridos al tubo. Se realizaron tres lavados con PBS 1X (pH 7.2)
a 4 °C y a continuacion los trofozoitos se resuspendieron en 1800 pL de PBS 1X
(pH 7.2). Estos fueron lisados mediante tres ciclos de congelacion-
descongelacion (a -80 °C y a temperatura ambiente, respectivamente). Con la
finalidad de prevenir la degradacion de proteinas, se adicionaron 10 yL a cada

microtubo inhibidores de proteasas antes de la lisis (4-(2-aminoetil)
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bencenosulfonilfluoruro (AEBSF), bestatina, leupetina, pepstatina A, E-64 y 1,10-
fenantrolina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Para asegurar la lisis completa, el contenido celular fue sonicado (Brandson
sonifier 250, Shelton, CT, USA) por tres ciclos de dos minutos a 30 ciclos/s. Por
ultimo, el extracto sonicado se centrifugd a 10,000 xg por 20 minutos a 4 °C. El
sobrenadante con el antigeno soluble se mantuvo en congelacién a -80 °C hasta

su uso (Velazquez y col., 2005).

La cuantificacién de proteinas en la muestra se llevé a cabo mediante el
micrométodo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La concentracion de
proteina por mililitro se estimé a partir de curvas de calibracion utilizando
albumina sérica bovina como estandar; cinco yL de muestra se hicieron
reaccionar con 250 uL del reactivo de Bradford; posteriormente se determiné la
densidad 6ptica a 595 nm en un lector de microplaca, de acuerdo con el método

descrito por Bio-Rad.

Inmunizacién de Animales de Experimentaciéon

Para la obtencion de suero preinmune, se realiz6 extraccion de sangre de la cola
de ratones C3H/Hed. Las muestras fueron mantenidas por 30 minutos a 37 °C
hasta la retraccion del coagulo y centrifugadas a 1000 xg por 10 minutos. La
inmunizacién se llevo a cabo con 230 ug de antigeno total de las cepas WB, GS
y GS-5G8 + en 200 pyL de PBS (Rascon, 2002) en presencia de Adyuvante
completo de Freunds de DIFCO (B.D. Franklin, Lakes, NJ. USA), mediante
administracién intraperitoneal. Posteriormente se dieron refuerzos del antigeno
con Adyuvante Incompleto de Freunds de DIFCO a intervalos de una semana por
seis semanas (Astiazaran y col., 2009; Lee HY y col., 2014). Antes de cada
refuerzo se obtuvo suero de la manera ya descrita. El suero se mantuvo en

congelacién a -80 °C.
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Titulo de Anticuerpos Séricos de Isotipo IgG Mediante ELISA Indirecto

Para determinar el titulo de anticuerpos en los sueros obtenidos, se procedio a
realizar un ELISA indirecto. Se adsorbieron 2.5 ug de antigeno total (Antigeno de
la cepa WB, GS Y GS-5G8 +) en 50 uL de solucion reguladora de carbonatos pH
9.6 en una placa de ELISA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e incubados toda
la noche a 4 °C. Se lavaron en 5 ocasiones con PBS-tween 0.05 %. Se
bloquearon los sitios libres de antigeno con albumina sérica bovina al 1 % en
PBS. Posterior a los lavados se adicionaron diluciones desde 1:1,000 hasta
1:20,000 del suero de los ratones inmunizados y se incubaron por una hora a
temperatura ambiente. Después de los lavados correspondientes, se adiciond
anticuerpo de cabra anti-IgG de raton conjugado a peroxidasa, diluido 1:1000 en
PBS por una hora a temperatura ambiente. Se utilizé ABTS como cromdgeno
para el desarrollo de la reaccién y la densidad 6ptica fue medida a 415 nm en un
lector de ELISA (Microplate reader Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Rascén, 2002;
Valencia, 2013).

Induccién de Giardiasis en el Modelo Murino C3H/HeJ

En el presente estudio se utilizaron 35 ratones de entre 7 y 9 semanas de edad.
Se formaron 6 grupos de infeccién formados por 5 ratones cada uno (machos y
hembras), a los cuales se les administré por via oral 5 x 108 trofozoitos (2 grupos
fueron infectados con la cepa WBCG6; otros 2 grupos con la cepa GSH7; y los 2
restantes con la cepa GS-5G8 +) en 200 pL de PBS estéril. Al grupo 0, (5 ratones,
machos y hembras) denominado sin infeccion, se le administré solamente la

solucion reguladora de fosfatos.
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Diseccion de Ratones y Determinacién de Carga Parasitaria

El cuidado, alimentacion, reproducciéon y sacrificio de los animales de
experimentacion se realizdé con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999. Se diseccionaron 35 cm de intestino delgado (los 5 cm proximal,
perteneciente al duodeno; los siguientes 10 cm, al yeyuno; los 20 cm restantes,
al ileon) (Piper y col., 2012). Se tomd una porcion de cada seccion para ser
procesada y finalmente formar bloques de parafina. El resto de intestino de cada
seccion fue utilizado para la recuperacion de trofozoitos. Esta parte se abrid
longitudinalmente y se realizé un lavado con 3 mL de PBS, se recolectd e incubd
en tubos de vidrio ambar con tapon de rosca en agitacion constante por una hora
a 4°C. Posteriormente, el tejido fue retirado, el medio centrifugado a 1800 rpm
por 7 minutos a 4 °C. Se contd el numero de trofozoitos presentes mediante

microscopia Optica, utilizando una camara de Neubauer.

Procesamiento de Tejido Intestinal

La muestras de intestino obtenida por diseccion fueron procesadas de la
siguiente manera: fijacion en formol 10 % maximo por dos dias, esto con el fin de
evitar la degradacion del tejido; deshidratacion en alcoholes (etanol) en
concentracion creciente (80, 96 y 100 %) para eliminar el exceso de agua debido
a que la parafina no es hidrosoluble; aclaracion en xilol (solubiliza moléculas
lipofilicas y el tejido adquiere la dureza necesaria para realizar cortes finos); e
inclusién en parafina (Ver Anexo 9). La formacion de bloques se llevo a cabo en

un embebedor de parafina (Estay y col., 2008).
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Deteccién Inmunohistoquimica de Trofozoitos de G. lamblia en
Intestino de Ratones Infectados

Para el analisis inmunohistoquimico en las muestras, se obtuvieron cortes
histologicos de 4 pym usando un microtomo a partir de muestras de ratones
infectados. Se desparafinaron las laminillas a 60 °C por una hora y
posteriormente con xilol por 6 minutos. Las muestras se rehidrataron en bafos
de etanol con concentracién descendente (100, 96 y 80 %). La peroxidasa
endégena se inhibié con una solucion de H202 3% (Blocking peroxidasa kit
Hercep Test). Los sitios libres de unién inespecificos fueron bloqueados con una
solucion de leche descremada 5%-BSA 1% en PBS (o suero preinmune de cabra
10 % (Ventura y col., 2013)). Para eliminar el exceso de proteina, las muestras
se lavaron 2 veces con PBS, la muestra se incub6 por una hora en atmdsfera
humeda con solucién de anticuerpos policlonales diluido 1:100. Se realizaron tres
lavados con PBS para eliminar los anticuerpos no unidos. La muestra se incubo
con un segundo anticuerpo (cabra anti-IgG de ratén (1:1000) conjugado con
peroxidasa) durante una hora en atmésfera humeda. La deteccién de color se
realiz6 empleando una solucién de cromégeno DAB-peréxido, la incubacion fue
de 10 minutos. Posteriormente al ultimo lavado, el tejido se contratind con
hematoxilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por cinco minutos. Por ultimo,
la muestra fue deshidratada en bafos de etanol con concentracién creciente (80,
96 y 100 %), aclarada con xilol para finalmente agregarsele medio de montaje
(Ventura y col., 2013). Los controles negativos fueron preparados de igual

manera, pero tratados con suero preinmune.

Determinacion de Alteraciones Histopatolégicas de Intestino de
Ratones Infectados con G. lamblia Mediante Tinciones Hematoxilina-
Eosina (HE), Acido peryédico-Schiff (PAS) y Azul de Toluidina

Para el analisis general por tincion HE, las muestras fueron desparafinadas y

rehidratadas mediante la técnica descrita anteriormente. A continuacion, se
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depositaron en un bafio con hematoxilina por cinco minutos. Para contratenir se
utilizé un bafio de eosina. La deshidratacion y el montaje se realizaron de la

manera ya descrita.

Para la determinacion de células caliciformes, se utilizé la tincion PAS. Las
muestras fueron desparafinadas y rehidratadas. Inmediatamente se hicieron
reaccionar con acido peryédico por cinco minutos y posteriormente con el
reactivo de Schiff por 15 minutos. Se utilizé hematoxilina como contratincion. Las

muestras fueron deshidratadas y montadas de la manera previamente descrita.

Finalmente, para la determinacion de células cebadas, las muestras fueron
desparafinadas y rehidratadas. Posteriormente, fueron sumergidas por inmersién
en azul de toluidina por 20 minutos. Se lavé el exceso de colorantes y después

se deshidrataron y montaron de la manera descrita anteriormente.

Determinacién de Poblacién Celular Infiltrada en Intestino Delgado de
Ratones Infectados con G. lamblia Mediante Inmunohistoquimica
(Linfocitos B, CD4+, CD8+ y macréfagos F4/80 +)

Para determinar la presencia de un tipo de célula en lamina propia de intestino
en ratones infectados, se generaron cortes histologicos de la manera descrita
anteriormente. Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas.
Posteriormente, se llevo a cabo la recuperacidon antigénica en una olla de presion
(Pascal DakoCytomation) por 5 minutos. Después las laminillas se enfriaron por
15 minutos a temperatura ambiente. La peroxidasa enddgena fue inhibida con de
solucién de peroxido de hidrogeno al 3 % (en metanol). Los sitios inespecificos
de union fueron bloqueados con solucion de PBS-BSA 1 %. Las muestras fueron
lavadas con PBS. Posteriormente, se incubaron por una hora en camara humeda,
con los anticuerpos especificos para poblaciones celulares (anticuerpos de rata
anti-CD4 (IGg2b), CD8a (IgG2b), CD19 (IgG2a) para linfocitos CD4+, CD8+ y
linfocitos B de ratdn, respectivamente) (Biolegend, San Diego, California, USA) a

10 ug/mL en PBS-BSA 0.1 %. Para determinar macrofagos, se utilizé el
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sobrenadante del hibridoma que contiene el anticuerpo monoclonal F4/80
(anticuerpo de rata 1gG2b, anti-F4/80 de ratdn) (Austyn y Gordon, 1981). Como
control negativo se utilizé suero de rata y sobrenadante del hibridoma aBDC.2
(lgG2b). Las muestras fueron lavadas con PBS. Posteriormente se incubaron con
el anticuerpo anti-IlgG de rata (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1:100
acoplado a peroxidasa de rabano, por una hora en camara humeda. Se lavo el
exceso de anticuerpo. La deteccion de color se realizé empleando una solucién
de cromogeno DAB-peroxido, la incubacion fue de 10 minutos. Posteriormente al
ultimo lavado, el tejido se contratind con hematoxilina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) por cinco minutos. Por ultimo, la muestra fue deshidratada en bafos
de etanol con concentracion creciente (80, 96 y 100 %), aclarada con xilol para

finalmente agregarsele medio de montaje (Ventura y col., 2013).

Evaluacion de la Respuesta Inmune Humoral de Ratones Infectados
con Giardia lamblia Mediante ELISA Indirecto

Para evaluar la respuesta inmune humoral (mediada por anticuerpos) de los
ratones infectados con las diferentes cepas de G. lamblia, se realizé un ELISA
especifico indirecto. Para esto, se recolectaron muestras de heces (IgA intestinal)
y suero (IgG sistémica) de cada uno de los grupos (Sin infeccion e infectados con
Giardia WB, GS, GS-5G8+ a 7 y 14 dias post-infeccidén). Para la cuantificacion
de IgA total de las muestras de heces se utilizé una curva con IgA comercial de
raton (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Velazquez y col., 2005) (Ver Anexo
22).

Se adsorbieron 2.5 ug de antigeno total de cada una de las cepas o0 0.5 ug
de elucién de banda de 70 kDa donde se encuentra la proteina 5G8 (Ver Anexos
23, 24 y 25), en 50 pL de solucién reguladora de carbonatos pH 9.6, a una placa
de ELISA. Después de una incubacion a 4 °C toda la noche, la placa se lavd con

PBS-Tween 0.05 %. Posteriormente se procedi6 a bloquear los sitios
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inespecificos de unidn con solucién bloqueadora (PBS-BSA 1 %) por una hora a
temperatura ambiente. La placa fue lavada después de este paso. Se afadié por
triplicado, muestras de suero 1:10, 100 ng y 200 ng de IgA total de las muestras
de heces de ratones infectados y no infectados. Se incubd la placa por una hora
a temperatura ambiente. Después del lavado correspondiente, se anadié
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano, anti-IgG (Sigma A9037)
1:1000 y anti-IgA (Abcam 97235) 1:7500 de ratdn; esto se incub6 durante una
hora a temperatura ambiente. Para la deteccion de la reaccion antigeno
anticuerpo, las placas fueron lavadas e incubadas con 1 mM ABTS en solucion
reguladora de citratos con 0.03% H20,, por 15 minutos a temperatura ambiente.
La densidad optica fue leida a 415 nm en un lector de microplaca. El analisis
estadistico fue llevado a cabo empleando la prueba no paramétrica de U de
Mann-Whitney.

Analisis Estadistico

El analisis de los resultados de carga parasitaria y titulo de anticuerpos de ratones
inmunizados e infectados se llevo a cabo, de acuerdo a la naturaleza de los datos,
mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para grupos
independientes, la cual consiste en un disefio donde se encuentran dos variables
independientes, de tipo cuantitativo, con variables continuas y discretas, cuya
distribucion no se asemeja a la curva normal. (Valenzuela, 2006). El analisis fue
realizado por el programa estadistico IBM ® SPSS ® Statistics Version 20 y
GraphPad Prism 5.01.
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RESULTADOS

80.1 % de la Cepa GS-5G8 + Expresa a la Proteina 5G8 de Manera
Superficial

Estudios anteriores han reportado que la proteina 5G8 se expresa en la superficie
de trofozoitos de G. lamblia (Quintero y col., 2013). Con el objetivo de realizar el
analisis histopatologico y la evaluacion de la respuesta inmune, primeramente,
teniamos que confirmar que trofozoitos de Giardia expresaran a la proteina 5G8
de manera superficial. Con base en esto, se llevd a cabo una tincién superficial
empleando al anticuerpo monoclonal especifico para la proteina 5G8.B5,

evaluando la expresion mediante citometria de flujo.

El analisis demuestra que el 80.1 % de los trofozoitos de la cepa GS-5G8 +
expresa la proteina 5G8; El anticuerpo control de isotipo aBDC.2 (IgG2b) no
muestran un reconocimiento hacia la superficie de los trofozoitos (Figura 2). Cabe
recalcar que, en estudios previos, el anticuerpo monoclonal no reconocié a la
proteina 5G8 en la cepa WB de Giardia (datos no mostrados); mientras que en
la cepa GS, solamente reconocio aproximada mente el 5 % de la poblacion
(Quintero y col., 2013).

Los Sueros Provenientes de Animales Inmunizados con Lisados de
Trofozoitos de G. lamblia de Inmunizacion Reconocen Antigenos del
Parasito
Con el fin de generar anticuerpos policlonales especificos contra antigenos de G.
lamblia en ratones, se obtuvo un extracto antigénico del parasito, el cual fue

utilizado para inmunizar a los animales de experimentacion de semanalmente en
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Figura 2. 80.1 % de la Cepa GS-5G8 + Expresa a la Proteina 5G8 de Manera
Superficial. Analisis de expresion de la proteina 5G8 en la superficie de G.
lamblia. Analisis de citometria de flujo utilizando trofozoitos de la cepa GS-5G8 +
y el anticuerpo monoclonal 5G8.B5. A) Control sin tedir, B) Anticuerpo
monoclonal control de isotipo (IgG2b) y C) Anticuerpo monoclonal 5G8.B5
(IlgG2b) purificado.
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un periodo de 6 semanas. Se recolectd suero preinmune antes de realizar la
primera inmunizacién. De igual forma se obtuvo suero de ratones antes de cada
refuerzo de inmunizacion. Para determinacion del titulo de anticuerpos se utilizé

el ensayo de inmunoadsorcion ELISA indirecto.

De los sueros recolectados, se observé que el titulo de anticuerpos anti G.
lamblia tuvo un aumento significativo a partir de la segunda semana post-
inmunizacién (Figura 3, 4 y 5). Por otra parte, se encontré que el titulo maximo
de anticuerpos fue en los sueros de la semana 4, 6 y 5 post-inmunizacion (para
suero hiperinmune anti WB, GS y GS-5G8, respectivamente). Como se esperaba,

el suero preinmune no mostré anticuerpos especificos anti-G. lamblia.
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Figura 3. Anticuerpos Policlonales Especificos Reconocen Proteinas de G.
lamblia WB. Anticuerpos IgG séricos de ratones C3H/HeJ inmunizados con
proteinas de G. lamblia WB. * p< 0.05 de acuerdo a la prueba no paramétrica U

de Mann-Whitney, con respecto al suero preinmune.
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Figura 4. Anticuerpos Policlonales Especificos Reconocen Proteinas de G.
lamblia GS. Anticuerpos IgG séricos de ratones C3H/HeJ inmunizados con
proteinas de Giardia lamblia GS. * p< 0.05 de acuerdo a la prueba no paramétrica

U de Mann-Whitney, con respecto al suero preinmune.
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Figura 5. Anticuerpos Policlonales Especificos Reconocen Proteinas de G.
lamblia GS-5G8 +. Anticuerpos IgG séricos de ratones C3H/HedJ inmunizados con
proteinas de G. lamblia GS-5G8 +. * p< 0.05 de acuerdo a la prueba no

paramétrica U de Mann-Whitney, con respecto al suero preinmune.
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G. lamblia Coloniza el Duodeno de Ratones Infectados a los 7 dias
Post-infeccion
Con el objetivo de evaluar el establecimiento de la infecciéon con G. lamblia, en
cada uno de los ratones de cada grupo de estudio, se realizé el conteo de la

carga parasitaria en cada seccion de intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon).

Se encontrd que a los 7 dias post-infeccion, Giardia es capaz de colonizar el
intestino delgado en el hospedero de una manera estable, especificamente en el
duodeno, con menor capacidad de hacerlo en el yeyuno, mientras que en ileon
no se encontraron trofozoitos. Por otra parte, se encontrd que la carga parasitaria
encontrada en los ratones infectados con la cepa GS-5G8 + fue menor
comparada con la cepa que no expresa la proteina 5G8. Giardia WB no fue capaz
de generar una infeccion estable bajo condiciones similares a GS y GS-5G8+
(Figura 6A).

Finalmente, a los 14 dias post-infeccion se observd que hay una disminucion

en la carga parasitaria (Figura 6B).

No se Detectaron Trofozoitos de G. lamblia en Cortes Histolégicos de
Duodeno de Ratones Infectados Mediante Inmunohistoquimica

Con el objetivo de abundar mas en el proceso patolégico inducido por Giardia, se
realizaron tinciones inmunohistoquimicas a partir de cortes histologicos de
duodeno de ratones infectados y sacrificados a los 7 dias post-infeccion
(Infecciodn por Giardia GS, ya que en este grupo se encontré una mayor carga
parasitaria). Se utilizaron los anticuerpos policlonales generados previamente
mediante inmunizacion, su capacidad para reconocer trofozoitos de Giardia fue
evaluada en inmunohistoquimica a partir de cortes histolégicos de intestino de

gerbo infectado (Ver anexo 26).
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Carga parasitaria de intestino delgado de ratones infectados con Giardia lamblia 7 dias post-infeccion
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Carga parasitaria de intestino delgado de ratones infectados con Giardia lamblia 14 dias post-infeccion
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Figura 6. G. lamblia coloniza y establece infeccion en duodeno de ratones a los
7 dias post-infeccion. Ratones C3H/HeJ fueron infectados con 5x10° de
trofozoitos de Giardia WB, GS y GS-5G8 + y sacrificados a 7 (A) y 14 (B) dias
post-infeccion. Se diseccionaron duodeno, yeyuno e ileon. El analisis estadistico
consistid en la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para grupos
independientes. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas
cuando p<0.05 (*).
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La tincion no mostré trofozoitos adheridos en el epitelio o en luz intestinal.
Como control positivo se utilizaron cortes histolégicos de gerbos donde se habia
demostrados previamente la presencia de trofozoitos. El suero preinmune no

mostré reconocimiento de trofozoitos (Figura 7).

La Infeccién por G. lamblia Genera Inflamacién Aguda en Mucosa
Intestinal de Ratones

Con el fin de analizar la mucosa intestinal de ratones infectados con diferentes

genotipos de Giardia, se realizaron cortes histolégicos de los ratones infectados.

La evaluacion del dafo patologico consistio en la tincion general
hematoxilina-eosina. La primera de ellas mostré que los cambios histopatolégicos
mas sobresalientes fueron infiltracion celular en lamina propia de minimo a leve
y acumulacion de liquido (edema) en duodeno de los ratones infectados tanto
con WB, GS y GS-5G8 +, a los 7 (Figura 8) y 14 (Figura 9) dias post-infeccion.
En yeyuno e ileon no se observaron cambios histopatolégicos comparado con el

grupo control sin infeccion.

Por otra parte, con el objetivo de determinar si existe o no hiperplasia de
células caliciformes, se llevo a cabo la tincidn acido peryddico-Schiff a partir de
cortes histologicos de los ratones infectados a los 7 y 14 d.p.i (Figura 10 y 11).
La tincion muestra que no existe aumento en el niumero de células caliciformes
en mucosa intestinal en ninguna region anatomica evaluado en ninguno de los

grupos comparados con el grupo sin infeccién (Figura 12).

En las tablas | y || se resumen los hallazgos histopatolégicos mas relevantes

encontrados.
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Figura 7. No se detectaron trofozoitos de Giardia en mucosa intestinal de ratones
infectados mediante inmunohistoquimica. Tincion inmunohistoquimica de Giardia
lamblia GS en intestino delgado de ratones infectados. Ratones fueron
sacrificados a 7 dias post-infeccion. A) y D) Yeyuno de gerbo infectado con
Giardia. Células positivas tenidas de color café. B), C), E) y F) Duodeno de

ratones infectados. Contratincion con hematoxilina. 400 X.
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Figura 8. La infeccion por G. lamblia genera respuesta inflamatoria en lamina propia en duodeno de ratones a los
7 d.p.i. Andlisis patoldgico por cortes histolégicos de duodeno, yeyuno e ileon de ratones infectados con Giardia
WB, GS y GS-5G8 + 7 d.p.i. Tinciéon H.E. 400 X
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Figura 9. La infeccion por G. lamblia genera respuesta inflamatoria en ldmina propia en duodeno de ratones a los
14 d.p.i. Analisis patoldgico por cortes histolégicos de duodeno, yeyuno e ileon de ratones infectados con Giardia
WB, GS y GS-5G8 + 14 d.p.i. Tincién H.E. 400 X
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Figura 10. La infeccion por G. lamblia no genera hiperplasia de células caliciformes a los 7 d.p.i. Analisis patolégico

por cortes histoldgicos de duodeno, yeyuno e ileon de ratones infectados con Giardia 7 d.p.i. Tincion PAS. 400 X.
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Figura 11. La infeccion por G. lamblia no genera hiperplasia de células caliciformes a los 14 d.p.i. Analisis patoldgico

por cortes histolégicos de duodeno, yeyuno e ileon de ratones infectados con Giardia 14 d.p.i. Tinciéon PAS. 400 X.
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Figura 12. Andlisis cuantitativo de células caliciformes en mucosa intestinal de ratones infectados con G. lamblia.
A partir de cortes histolégicos, se cuantificaron el nimero de células caliciformes por vellosidad intestinal. Cada
simbolo representa la seccién evaluada de un ratén (n=5 por grupo). A) Duodeno, B) Yeyuno y C) lleon de ratones
infectados con las cepas WB, GS y GS-5G8 + de G. lamblia 7 y 14 d.p.i. Se consideraron diferencias

estadisticamente significativas cuando p<0.05 segun la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.
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Tabla I. Andlisis histopatolégico de intestino delgado de ratones infectados con G. lamblia

Dafio patolégico

Grupo de Infiltracion celular en Numero de células caliciformes
Presencia de Edema
ratones lamina propia por vellosidad intestinal
Duodeno Yeyuno Illeon Duodeno Yeyuno |lleon Duodeno Yeyuno lleon
Sin infeccidn + + +/++ No No Si 7-10 7-10 7-10
WB 7 d.p.i +/++ + +/++ Si Si Si 7-9 7-9 7-9
GS 7 d.p.i +/++ + +++ Si Si Si 8-10 5-10 7-10
GS-5G8 + 7 d.p.i +/++ + +/++ Si Si Si 8-10 6-9 7-9
WB 14 d.p.i +++ + + Si Si No 7-10 6-11 7-9
GS 14 d.p.i ++ + + Si No No 7-10 7-9 7-9
GS-5G8 + 14
doi ++ + + Si No No 9-10 8-10 7-11
p.i

+ = infiltrado minimo; <50 células en lamina propia, <25 % de espacio total; ++ = infiltrado leve; <75 células en
lamina propia, <50 % de espacio total. El andlisis fue llevado a cabo mediante doble ciego. Se analizaron 10

vellosidades de cada raton de cada grupo de experimentacion
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Tabla Il. Alteraciones histopatolégicas en mucosa intestinal de ratones infectados con G. lamblia (genotipos A
yB)

N“’I‘em de Numero de Numero de Nuamero de
. L. células . . . i .
Infiltracion . g linfocitos B linfocitos T macréfagos
P Presencia de caliciformes
en lamina edema* or por CD4 por por
Grupo propia* por vellosidad vellosidad vellosidad
vellosidad . e . L ek . e ek
. s e intestinal intestinal intestinal
intestinal
Sin infeccion
+ No 7-10 0-1 3-5 10-16
Genotipo A
(WB) +++ Si 6-11 1-2 6-12 9-15
Genotipo B
(GS) +++ Si 5-10 1-2 10-12 11-20
Genotipo B .
(GS-5G8 +) +++ Si 6-11 5-6 11-12 11-16

+ = infiltrado minimo; <50 células en lamina propia, <25 % de espacio total; ++ = infiltrado leve; <75 células en
lamina propia, <50 % de espacio total. El analisis fue llevado a cabo mediante doble ciego. *Se analizaron 10
vellosidades de cada raton de cada grupo de experimentacion. **Se analizaron 5 vellosidades de 2 ratones

pertenecientes a los grupos de 14 dias post-infeccion.



Células CD19+ y CD4+ se Infiltran en Lamina Propia de Mucosa Intestinal
en Ratones Infectados con G. lamblia

Con la finalidad de caracterizar el infiltrado mononuclear observado en lamina
propia de ratones infectados, se procedié a la identificacion células CD19+,
CD4+, CD8 +y F4/80+ mediante técnicas inmunohistoquimicas; asi como células
cebadas mediante tincién azul de toluidina, en los grupos de 14 dias post-

infeccion, al ser éstos los que presentaron un mayor infiltrado celular.

El analisis inmunohistoquimico demostré que las células CD19 participan en
el infiltrado de Iamina propia de ratones infectados con Giardia (Figura 13). Los
grupos de ratones infectados presentaron un mayor numero de este tipo de
células por vellosidad comparado con el grupo sin infeccion; ademas el grupo
infectado con la cepa GS-5G8+ presentdé un mayor numero de células,
comparado con el infiltrado presente en los ratones infectados con WB y GS
(Figura 14).

De manera similar, se demostroé la presencia de células CD4 en lamina propia
(Figura 13). El numero de células presentes por vellosidad intestinal en las
muestras de ratones infectados fue mayor al comparar con el grupo sin infeccion.

No se observaron diferencias entre los grupos de infeccion (Figura 15).

Ademas, se identificaron células F4/80 en lamina propia intestinal, sin
embargo, el numero presente no fue diferente al momento de comparar con el
grupo control (Figura 16). Por otra parte, no se identificaron células CD8 ni

células cebadas como parte del infiltrado celular (Figura 17).
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Figura 13. Linfocitos By T CD4+ se infiltran en [dmina propia durante la infeccién
por G. lamblia. Andlisis patolégico por cortes histoldgicos de duodeno de ratones
infectados con Giardia 14 d.p.i. Células positivas tenidas de color café.
Inmunohistoquimica CD19 y CD4. 1000 X
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Figura 14. Analisis cuantitativo de células CD19 en lamina propia de mucosa
intestinal de ratones infectados con G. lamblia. Se analizé la presencia de células
positivas a CD19 por vellosidad intestinal mediante inmunohistoquimica en cortes
histolégicos de ratones infectados con Giardia. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando p<0.05 mediante la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney.
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Figura 15. Analisis cuantitativo de células CD4 en lamina propia de mucosa
intestinal de ratones infectados con G. lamblia. Se analizé la presencia de células
positivas a CD4 por vellosidad intestinal mediante inmunohistoquimica en cortes
histolégicos de ratones infectados con Giardia. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando p<0.05 mediante la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney.
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Figura 16. Macrofagos no se infiltran en lamina propia durante la infeccion por
Giardia. A) Analisis patologico por cortes histologicos de duodeno de ratones
infectados con Giardia 14 d.p.i. Células positivas tenidas de color café.
Inmunohistoquimica F4/80. 1000 X. B) Se analizé la presencia de células
positivas a F4/80 por vellosidad intestinal mediante inmunohistoquimica en cortes
histolégicos de ratones infectados con Giardia. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando p<0.05 mediante la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney.
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Figura 17. Células cebadas y Linfocitos CD8 + no se infiltran en lamina propia
durante la infeccidon por G. lamblia. Analisis patolégico por cortes histolégicos de
duodeno de ratones infectados con Giardia 14 d.p.i. Tinciéon azul de toluidina

Células cebadas. Inmunohistoquimica CD8 +. 1000 X
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G. lamblia (Genotipos A y B) Induce una Respuesta Inmune Humoral
(Local y Sistémica) en Ratones Infectados

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune humoral local y sistémica de
ratones infectados con Giardia, se realizaron ensayos de ELISA indirecto, a partir

de muestras de heces y suero.

Los resultados mostraron que existe un aumento estadisticamente
significativo en el nivel de IgA local especifica contra antigenos de Giardia, en las
muestras de heces de ratones infectados, de todos los grupos, comparados con
el grupo control sin infeccion. No se observaron diferencias entre IgA local entre
los grupos de infeccion (Figura 18). Ademas, se observé que hubo un aumento
en el nivel de 1gG sérica en las muestras de ratones infectados con la cepa GS-
5G8+ alos 7 y 14 d.p.i con respecto al grupo control. No se observé un aumento

de IgG en los demas grupos de infeccién (Figura 19).

Por otra parte, con la finalidad de caracterizar si esta respuesta inmune
humoral observada tenia la capacidad de reconocer especificamente a la
proteina 5G8, se llevé a cabo un ensayo de ELISA especifico contra la proteina
en cuestion. Se observé que tanto para IgA (Figura 20) e IgG (Figura 21), en las
muestras de heces y suero existe un reconocimiento especifico hacia la proteina
5G8 en las muestras de los ratones infectados con GS-5G8+ a los 14 d.p.i. No

se observaron diferencias entre los otros grupos de infeccion.
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Figura 18. La infeccion por G. lamblia induce una respuesta inmune humoral
secretora. Titulo de anticuerpos IgA especificos contra antigeno total de Giardia
lamblia. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas con respecto
al grupo control, cuando p<0.05 de acuerdo a la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney.
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Figura 19. La infeccion por G. lamblia induce una respuesta inmune humoral
sistémica. Titulo de anticuerpos IgG especificos contra un lisado de trofozoitos
de Giardia lamblia. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas
con respecto al grupo control, cuando p<0.05 de acuerdo a la prueba no

paramétrica U de Mann-Whitney.
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Figura 20. La proteina 5G8 es reconocida por la respuesta inmune humoral local.
Evaluacion de anticuerpos IgA especificos contra 5G8 de G. lamblia. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo
control, cuando p<0.05 de acuerdo a la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney.
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Figura 21. La proteina 5G8 es reconocida por la respuesta inmune humoral
sistémica. Evaluacion de anticuerpos IgG especificos contra 5G8 de Giardia
lamblia. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas con respecto
al grupo control, cuando p<0.05 de acuerdo a la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney.
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DISCUSIONES

El presente trabajo describe el analisis histopatoldgico y respuesta inmune
humoral en mucosa intestinal durante el proceso infeccioso generado por dos
genotipos diferentes de Giardia lamblia en el modelo murino C3H/Hed. En
nuestro grupo de investigacién, este es el primer trabajo que describe en parte la

histopatologia de los genotipos que pueden causar infeccién en humanos.

Toda la informacién que se tiene sobre histologia y fisiologia nos permiten
entender como funcionan las células en un ambiente considerado normal y el
efecto que recae sobre ellas al recibir ciertos estimulos durante procesos
patolégicos. Las lesiones caracteristicas de las enfermedades comienzan con
alteraciones moleculares, que al final seran traducidas a cambios estructurales,

con la aparicién de sintomatologia caracteristica de la patologia en cuestion.

Para llevar a cabo el analisis histopatolégico en el presente estudio, se
utilizaron ratones C3H/HedJ, los cuales fueron infectados con cepas
representativas de G. lamblia de los genotipos A y B, capaces de infectar una
gran variedad de mamiferos, incluidos a humanos y ratones; éstas fueron las
cepas WB (genotipo A), GS (genotipo B). Por otra parte, el objetivo del estudio
fue caracterizar la respuesta que el hospedero genera frente a la proteina
inmunogénica 5G8 de Giardia (presente en la cepa GS-5G8 +). Primeramente,
se lograron recuperar trofozoitos en intestino delgado de los ratones infectados.
El primer resultado nos muestra que las cepas pertenecientes al genotipo B
logran establecer infeccién a los 7 dias. Esto concuerda con lo reportado por
Byrd, 1994, en donde se utilizaron diferentes cepas de ratones, y éstos fueron
infectados con diferentes dosis del parasito, observandose que aquellos que
tienen deficiencias en el sistema inmune son mas propensos a adquirir infeccion.
Por otra parte, bajo condiciones similares, no se lograron recuperar trofozoitos

en ratones infectados con el genotipo A. Se ha reportado que la cepa GS es mas
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patogénica y que WB tiene menor capacidad de establecer un proceso infeccioso
(Adam, 2001), probablemente se deba a que la cepa GS cambia mas
rapidamente sus antigenos de superficie que la cepa WB (variacién antigénica),
evitando de esta manera, en parte, a la respuesta inmunoldgica del hospedero
(Nash, 1990). Ademas, se observé una mayor carga parasitaria en duodeno de
los ratones infectados, seguido del yeyuno, y finalmente, en ileon no se
recuperaron trofozoitos. Esto se debe principalmente si tomamos en cuenta la
anatomia y fisiologia del intestino delgado, es en duodeno donde se lleva a cabo
principalmente la absorcion de nutrientes, comparandolo con yeyuno e ileon
(Treuting y col., 2012; Tortora y Reynolds, 2009). Ademas, algunos conductos,
tales como el colédoco o el conducto de Wirsung, secretan sustancias que son
importantes para el crecimiento y proliferacién de trofozoitos de Giardia. El
colédoco desemboca en el duodeno y secreta bilis, un componente esencial para
el crecimiento in vitro del parasito (Keister, 1983); mientras que el conducto
pancreatico libera enzimas que ayudan a digerir los alimentos, facilitando de esta

manera, que los trofozoitos tengan acceso mas disponible a los nutrientes.

Adicionalmente, se encontré una menor recuperacion de carga parasitaria en
el grupo de ratones infectados con la cepa GS-5G8+, comparada con la cepa GS
(ambas pertenecientes al genotipo B). Esta diferencia pudiera deberse a que la
presencia de la proteina esté jugando un papel importante durante el desarrollo
del proceso infeccioso. Se ha reportado en estudios previos que la proteina 5G8
es altamente inmunogénica (Quintero y col., 2013; Quintero y col., 2017). Al tener
capacidad de estimular el sistema inmunoldgico del hospedero, se esperaria que
se desarrollen mecanismos efectores que tengan accién sobre los trofozoitos,
provocando una disminucidn en la carga parasitaria, a tal grado que a los 14 dias
post-infeccion, practicamente la infeccion fue aclarada, hecho que ha sido
reportado en algunos estudios que afirman que la giardiasis es una enfermedad
autolimitada y que se resuelve por si misma por en individuos

inmunocompetentes. Por otra parte, en modelos animales se ha visto que tanto
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las cargas parasitarias en intestino delgado, asi como la expulsion de quistes
tienden a tener un patrén intermitente a partir de las dos semanas después de
haber sido expuestos al parasito, desapareciendo rastros del parasito hasta el
dia 30 (Belosevic y col., 1983; Amorim y col, 2010).

Para complementar esta parte del trabajo, se analizé la presencia del
parasito mediante técnicas inmunohistoquimicas. Es por esto que se generaron
anticuerpos policlonales especificos contra G. lamblia por medio de inoculacion
intraperitoneal de extracto proteico del parasito (de las cepas WB, GS y GS-5G8
+). Se encontré que a partir de la segunda semana post-inmunizacion, el suero
de los ratones contenia anticuerpos en cantidad suficiente como para ser
detectado por medio de un ELISA. Sin embargo, mediante microscopia 6ptica, no
se detectaron trofozoitos de G. lamblia en cortes histolégicos de mucosa
intestinal de los ratones infectados con los dos genotipos. La baja carga
parasitaria encontrada puede que no sea lo suficiente como para que logren
detectar. Hay muchos factores que pueden influir para que un hospedero sea
susceptible a adquirir la infeccion, tal como la virulencia del parasito, el estadio
nutricional del individuo y su respuesta inmune en general (Faubert, 2000; Cotton
y col., 2011; DuPont, 2013). Se ha visto que los ratones cuentan con mecanismos
efectores para eliminar la infeccién (Jiménez y col., 2004), a diferencia de otros,
tales como el modelo gerbil, que son altamente susceptibles a infectarse y

presentan cargas parasitarias mas elevadas (Ventura y col., 2013).

Posteriormente se evalud el estado histopatoldgico de intestino delgado en
ratones infectados con las diferentes cepas de G. lamblia. Debido a la
discrepancia que existen en la manera de reportar cuantitativamente el dafio
patoldgico, se utilizé el sistema propuesto por el Grupo de Estandarizacion de la
Asociacion Veterinaria de Animales Pequenos del Mundo (WSAVA, por sus
siglas en inglés) (Day y col., 2008). Se observé que las cepas de G. lamblia
representativas de los genotipos A y B, asi como la cepa que expresa a la

proteina inmunogénica 5G8, fueron capaces de inducir inflamacion aguda,
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caracterizada por infiltracién de tipo mononuclear en la lamina propia de la
mucosa intestinal en los ratones infectados. Los ratones sin estimulo solamente
presentaron un infiltrado basal considerado basal. Esto pone de manifiesto que,
a pesar de la baja carga parasitaria, la respuesta inmune es activada. Ademas,
en duodeno se observé acumulacion de liquido intersticial en forma de edema.
Fisiolégicamente, esto es caracteristico de un proceso inflamatorio de tipo agudo.
Este mecanismo del hospedero es de los primeros eventos observados cuando
existen patdogenos que pudieran alterar la homeostasis. La principal funcién de
esta acumulaciéon de agua es la de llevar una mayor cantidad de células al sitio

de infeccion.

Otro aspecto general evaluado en este estudio fue la determinacién y
cuantificacion de células epiteliales especializadas en la produccion de
mucindégeno, que una vez excretada a la luz intestinal se convierte en mucina y
al combinarse con agua forman al moco intestinal. Se ha propuesto que
posiblemente uno de los mecanismos en los que el hospedero responde a la
infeccion por Giardia es mediante la sintesis de moco, considerado uno de los
primeros mecanismos de la respuesta innata que le hace frente a la infeccion.
Contrario a lo esperado, las muestras de ratones infectados no presentaron
diferencias con respecto al grupo control sin infeccion. Al encontrarnos en una
etapa aguda de infeccion y aunado a esto, el bajo estimulo propiciado por la carga
parasitaria no sea suficiente para lograr aun la hiperplasia de células caliciformes.
En un estudio similar realizado en el grupo de trabajo, se observé que, a tiempos
cronicos de infeccion a 28 dias, existe una disminucion en el niumero de células
caliciformes en modelo murino (Dominguez, 2016). Se ha reportado que Giardia
es capaz de evadir a este elemento de la inmunidad innata mediante la hidrdlisis
del moco intestinal (Kim y Khan, 2013; Amat y col., 2016). Asi, de esta manera,

el parasito puede asegurar mas su supervivencia dentro del hospedero.

Una vez observado que existe acumulaciéon de células durante la infeccién

por Giardia, nos dimos a la tarea de caracterizar parcialmente a esta poblaciéon
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en lamina propia. Se hicieron ensayos de inmunohistoquimica para lograr esto.
Estos analisis mostraron que principalmente la poblacién infiltrada se debe a
linfocitos B y linfocitos T CD4. En modelos animales, se ha visto que el infiltrado
linfocitario es tanto, que incluso llega a alterar la forma de las vellosidades,
principalmente afecta la anchura de éstas, en ratones infectados con el genotipo
A de Giardia (Pavanelli y col., 2017). Estos datos son consistentes con lo que se
ha encontrado en giardiasis crénica humana. Un estudio morfométrico que
incluyé a individuos sintomaticos y no sintomaticos, infectados con el parasito,
reportd diferentes grados de atrofia de las vellosidades, asi como infiltrado
linfoide en la lamina propia, con la presencia de trofozoitos en la mucosa (Gra,
2011). Adicionalmente, Oberhuber y col, (2016) realizaron un estudio que incluyo
a 11 pacientes de ambos sexos con diagnéstico de giardiasis crénica por medio
de biopsias de ileon, se encontrd principalmente un incremento de células

plasmaticas y linfocitos en la mucosa.

Contrario a lo esperado, no se observé un aumento de macréfagos, células
cebadas ni linfocitos T CD8 en las muestras de ratones infectados. A pesar de
que se lograron identificar macréfagos en las muestras de ratones infectados, el
numero no difiridé del grupo control. Por otro lado, no se logré la identificacion de
células cebadas. El bajo estimulo de trofozoitos y el hecho de que nos
encontramos en una etapa aguda del proceso infeccioso pudiera ser una
explicacion de estos hechos, ya que se ha observado el papel que tienen los
macrofagos durante la giardiasis, en donde se ha visto que éstos tienen
participacion tanto como en la induccion de la respuesta inmune (Fink y col.,
2018), asi como en la respuesta efectora (Li y col.,, 2018). Ademas, se ha
observado que ratones deficientes en células cebadas presentan cargas
parasitarias mayores, con respecto a aquellos que no lo son. Las células cebadas
juegan un papel importante durante la infeccion por Giardia, al liberar citocinas
como factor de necrosis tumoral alfa, que favorece a la fase aguda de la

respuesta inflamatoria, al aumentar la permeabilidad vascular, el reclutamiento
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celular y la activacién de linfocitos (Li y col., 2004). Por otra parte, no se
observaron linfocitos T CD8 en el estudio. La falta de dafio patologico pudiera
estar relacionado con este hecho. Se ha visto que los linfocitos T CD8 estan
implicados en la pérdida del area de superficie del borde del cepillo de la
vellosidad intestinal, asi como la reduccién de actividad enzimatica de la
disacaridasa y el aumento de la relacién cripta de Lieberkuhn y vellosidad
(hiperplasia de glandulas intestinales) (Scott y col., 2004). La etapa aguda del

proceso infeccioso puede estar relacionado con la falta de dafio histopatoldgico.

Por ultimo, una vez determinado que existen linfocitos By T CD4 en el
epitelio (cuya funcion favorece la respuesta humoral), nos dimos a la tarea de
evaluar la respuesta inmune humoral tanto IgA local e IgG de manera sistémica.
Se observo que existe un aumento en los niveles de IgA local en todos los grupos
de infeccion. Esto es consistente con otros estudios, al ser Giardia un parasito
intestinal, se estimula el epitelio lo suficiente como para obtener una respuesta
inmune, en donde la IgA es la inmunoglobulina principal en intestino (Velazquez
y col., 2005; Bartelt y Sartor, 2015).

En el presente trabajo encontramos que los ratones infectados con las cepas
WB y GS no indujeron una respuesta IgG especifica en suero con respecto al
grupo control. Se ha observado que en infecciones por Giardia, la respuesta
inmune sistémica no es estimulada (Faubert, 2000). Sin embargo, el grupo de
ratones infectados con trofozoitos que expresaron altos niveles de la proteina
5G8 presentaron niveles elevados de anticuerpos sistémicos, comprobando asi

la inmunogenicidad de la proteina.

Aunado a esto, la respuesta inmune humoral presentada en los ratones
infectados con la cepa GS-5G8 + se encuentra dirigida en parte a la proteina
5G8. Se observo que la IgG sistémica y la IgA local es capaz de reconocer a la
proteina presente en la banda de 70 kDa, mientras que las otras muestras, control

sin infeccion e infeccion con las cepas WB y GS que no expresan la proteina, no
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reconocen a la proteina. Esto es consistente con lo reportado anteriormente en
el grupo de trabajo, en donde la respuesta inmune de ratones infectados esta
dirigida hacia diferentes bandas de pesos moleculares, especialmente hacia la
banda de 70 kDa (Velazquez y col., 2005; Quintero y col., 2013)

A pesar de que Giardia no provoca un dafo a nivel histolégico, es evidente
que existe una respuesta inmune. Este es de los primeros trabajos en nuestro
grupo de investigacién que describe un analisis histopatoldgico y respuesta
inmune de la infeccidén por Giardia por diferentes genotipos, asi como el efecto
que tiene la proteina 5G8 en el en el modelo murino. Esto con el objetivo de

conocer acerca de la relacién hospedero-parasito.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se llegaron a las

siguientes conclusiones:

* La infeccidn por Giardia, tanto por ensambles A como el B, no
desencadenan diferentes alteraciones histopatolégicas en mucosa

intestinal, bajo las condiciones que se llevo a cabo el estudio.

* La infeccion por G. lamblia en el modelo murino C3H/Hed induce un
proceso inflamatorio agudo, caracterizado principalmente por la presencia
de un infiltrado mononuclear en la zona efectora de la respuesta inmune

de intestino delgado.
» Elinfiltrado mononuclear observado se debe a linfocitos By T CD4+.

» La proteina 5G8 de Giardia es capaz de generar una respuesta inmune en

el hospedero durante el proceso infeccioso.
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ANEXOS

Anexo 1: Cultivo de Giardia lamblia
Materiales y Equipo

e Incubadora a 37 °C

e Tubos de ensayo 13x100 mm con tapdn de rosca estériles

e Pipetas serolégicas de 10,5y 1 mL

e Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO)

e Mechero de alcohol

e Sistema de filtracidn (Steril aseptic system, Millipore, Bradfore MA01730)

e Filtros de poro 0.45 um

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

Reactivos
Medio de cultivo TYI-S-33

L I 0] (o= T 209
(BBL Trypticase Peptone Pancreatic Digest of Casein, BD 211921,
445 g, LOT 0097483)
e Extractodelevadura.............oooiiiiiiii 1049
(Bacto Yeast Extract Technical BD 288620, 500 g, LOT 0055682)

0 DEXIrOSa. .. i 1049
(D-(+)-Dextrose SigmaD 9434, 500 g, Batch #108K0014)

0 NaACl . 24
Sigma 5-5886

o L-Cisteina. .. .o, 29

(L-Cisteine Hidrochloride Monohydrate from non-animal Source)
Sigma C6852-1006 Batch #019K10362

69



o Fosfato de sodio diDASICO.........c.ouuiiiiiiii 19
Sigma S0876-1Kg Batch #05K0040

e Fosfato de sodio MoNObASICO. ..........oiviiiiiiiii 06g
Sigma S0751-500 g Batch #067K0110

O BiliS e 0649
(Bile from Bovine and Ovine) Sigma B831-1006 Batch #098K0012

o ACIdO @SCOMDICO.......evie e 0.1g
(L-Ascorbic Acid) Sigma A5960-25 g, Batch #065K0181

e Citrato férrico amoniacal...............coooiiiiiiiii 0.023 g

Estas cantidades son para preparar 1 L de medio TYI-S-33, para ello se
disuelven los reactivos en 900 mL de agua milli-Q, se ajusta el pH de la solucién
a 6.9 con hidroxido de sodio (3 N). En campana de flujo laminar, agregar 1 mL
de antibidtico Ceftriaxona (100 pg/mL, IM, 1 g. Roche). Suplementar al 10% con
suero de ternera recién nacida (NBCS. GIBCO. Invitrogen 16010, inactivado a 56
°C por 30 minutos). Filtrar en un sistema con motor al alto vacio con filtro de 0.45

um.

Nota: pasar aproximadamente de 2 a 3 mL de medio recién filtrado a un tubo
coénico de 15 mL para prueba de esterilidad. Incubar a 37 °C para prueba de
esterilidad por dos dias. El resto del medio guardar en refrigerador a 4 °C hasta

Su uso.
Método de cultivo

e Colocar 7.5 mL TYI-S-33 suplementado al 10 % con NBCS en un tubo de
ensayo 13x100 mm.
e Adicionar 0.5 mL de cultivo confluente de G. lamblia (<5X10° trofozoitos).

e Colocar tubo en incubadora a 37 °C.
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Anexo 2: Tincién Superficial de Trofozoitos de G. lamblia
Soluciones:
PBS 1X, pH 7.2 frio.
PBS-BSA 0.1 % (BSA Sigma Aldrich A2153))

Paraformaldehido 2 % (Sigma P6148)

Procedimiento:

1. Lavar cultivo confluente de Giardia (2 veces) con PBS frio (1800 rpm, 4

°C, 7 minutos en placa de fondo “v”)

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 PBS-BSA 0.1 %). (Sigma
F9512)

5. Lavar 2 veces con PBS frio.

6. Analizar la expresion de la proteina 5G8 por medio de un citémetro de flujo
Becton Dickinson (Canto Il FACS, CA, USA).
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Anexo 3: Obtencion de Proteinas Solubles de Giardia lamblia

Reactivos
Solucion reguladora de fosfatos 10X, pH 7.2

e Fosfato de sodio dibasico: 12 g
e Fosfato de sodio monobasico: 1.9 g
e NaCl:85¢g
Disolver en 800 mL de agua desionizada, ajustar 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

Inhibidores de proteasas (4-(2-aminoetil) bencenosulfonilfluoruro (AEBSF),

bestatina, leupetina, pepstatina A, E-64 y 1,10-fenantrolina., Sigma P8340)
Método

e Colocar cultivo confluente de G. lamblia en un bafo de agua-hielo por 20
minutos, lo cual permitira que los trofozoitos adheridos al vidrio del tubo
se despeguen.

e Juntar los cultivos en tubos conicos de 50 mL.

e Lavar por 3 ocasiones los tubos de cultivo con 1 mL de PBS 1X y juntar
con los cultivos en los tubos coénicos. Centrifugar (Maraton 3000r, Fisher
Scientific) a 1800 rpm por 10 minutos a 4 °C y descartar sobrenadante.

e Lavar los trofozoitos por 2 ocasiones con 10 mL de PBS 1Xy resuspender
en 1 mL de PBS 1Xy colocar en microtubos de 1.5 mL, adicionar 5 uL de
inhibidores de proteasas. (Se recomienda hacer conteo en camara de
neubauer con azul de tripano para revisar viabilidad celular)

e Lisar las células sometiendo el microtubo a congelacién (Thermo Fisher
Scientific model 703) y descongelacion a -80 °C temperatura ambiente

respectivamente (repetir 4 veces).
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Sonicar 30 ciclos/s por 2 minutos. Repetir 2 veces mas.

Centrifugar a 10,000 xg por 15 minutos a 4 °C y colectar el sobrenadante

(proteina soluble).
Cuantificar proteina mediante el micrométodo de Bradford.

Almacenar el extracto antigénico en congelacion a -80 °C hasta su uso.

73



Anexo 4: Determinacién de Proteina por el Micrométodo de Bradford
Reactivos

e Reactivo de Bradford (Sigma B-6916)

Material y Equipo

e Microtubos de 1.5 mL

e Micropuntas de 1y 100 pyL

e Micropipetas

e Placa de 96 pozos de fondo plano

e Lector de microplacas con filtro de 570 nm (Multiskan EX,

Thermolabsystem)
Método

e Preparar diluciones seriadas a partir de un estandar de albumina (BSA,
Biorad, Quick Start Bradford Protein Assay Kit 1 #500-0201) a una
concentracion de 2 mg/mL en PBS 1X. Obtener las siguientes
concentraciones en mg/mL: 1, 0.5, 0.25y 0.125.

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

e Adicionar por pozo, 250 pL del reactivo de Bradford, incubar por 15
minutos a temperatura ambiente y medir la densidad optica en un lector
de microplacas a 570 nm.

e Graficar la curva de calibracion de BSA y obtener la ecuacion de la recta,
asi como su coeficiente de correlacion lineal.

e Obtener la concentracion de la muestra problema.
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Anexo 5: Generacion de Anticuerpos policlonales: Inmunizacién de
Animales de Experimentacion

Reactivos

Proteinas solubles
Adyuvante completo de Freunds de DIFCO (B.D. Franklin, Lakes, NJ.
USA)

Adyuvante Incompleto de Freunds de DIFCO

Materiales y Equipo

Vértex
Frasco pequeno de vidrio con tapén de rosca
Micropipetas y micropuntas

Jeringas

Método

Para la inmunizacion inicial, administrar 230 ug de proteina soluble por via
intraperitoneal con ayuda de una jeringa (200 uL). El antigeno esta en
presencia de Adyuvante completo de Freunds (100 pL de antigeno + 100
ML de adyuvante, Mezclar con vortex antes de administrar el antigeno).
Para las inmunizaciones siguientes (5 a 6 semanas), repetir el
procedimiento del punto anterior. Sustituir por Adyuvante Incompleto de
Freunds.

Antes de cada inmunizacion, obtener muestras de suero:

. Limpiar la punta de la cola de ratones con una torunda impregnada de

etanol al 70 % y permitir secar.
Con una navaja de un filo, cortar la punta de la cola y recoger las gotas de

sangre en un microtubo de 1.5 mL.
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. Dejar reposar las muestras de sangre por 30 minutos y posteriormente
centrifugarlas en una microcentrifuga (Labnet Spectrafuge 7M) a 1000 xg
por 10 minutos.

. Extraer el suero de las muestras y mantenerlos a -80 °C hasta su uso.
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Anexo 6: Evaluacion de Titulo de Anticuerpos Especificos: Ensayo
Inmunoadsorbente Ligado a Enzima (ELISA) Indirecto

Reactivos

Soluciones reguladoras para ELISA

Solucion reguladora de citratos pH 4.2
Acido citrico: 3.2 g
KH2PO4: 3.2 g
Adicionar 200 mL de agua desionizada, ajustar pH a 4.2 con NaOH.
Aforar a 250 mL con agua desionizada
e Solucion reguladora de carbonatos pH 9.6
Na>CO3: 0.795 g
NaHCO3: 1.465 g
Adicionar agua desionizada hasta un volume de 400 mL, ajustar pH a
9.6. Aforar a 500 mL con agua desionizada.
e Solucion reguladora de fosfatos pH 7.2 (PBS 10X)
Fosfato de sodio dibasico: 12 g
Fosfato de sodio monobasico: 1.9 g
NaCl: 85 g
Disolver en 800 mL de agua desionizada, ajustar 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.
e Solucion de lavado
PBS 1X/Tween-20 (0.05 %). A 1 L de PBS 1X, adicionar 0.5 mL de
Tween-20
e Solucion bloqueadora
PBS 1X/BSA 1 %. Disolver 0.1 g de BSA en 10 mL de PBS 1X.
e Solucion ABTS
ABTS: 137 g
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Solucién reguladora de citratos: 250 mL

Solucién reveladora
A 10 mL de ABTS adicionar 10 uL de H202 al 30 %

Material y Equipo

Lector de microplacas con filtro de 415 nm
Agitador horizontal con capacidad minima de 50 rpm
Micropipetas

Vortex

Método

Adsorber a los pozos de la placa de ELISA, 2.5 ug de extracto de proteinas
antigénicas, o 0.5 ug de proteina 5G8 en 50 uL de solucién reguladora de
carbonatos pH 9.6 por pozo.

Incubar por una hora a 37 °C o toda la noche a 4 °C.

Lavar cada pozo de la placa con 250 pL de PBS 1X-Tween 20 (0.05 %), 5
veces.

Llenar cada pozo con 50 uL de solucion bloqueadora (PBS 1X-BSA 1 %),
incubar una hora a temperatura ambiente y en constante rotacion.

Lavar cada pozo de la placa con 250 yL PBS 1X pH 7.2-Tween 20 (0.05
%), 5 veces.

Adicionar 50 uL del primer anticuerpo. Para muestra de suero de ratones
infectados, hacer dilucion 1:10 con PBS-BSA 0.1 %; para muestras de
heces, adicionar 200 ng de IgA total. Incubar una hora a temperatura
ambiente y en constante rotacion.

Lavar cada pozo de la placa con 250 uL PBS 1X pH 7.2-Tween 20 (0.05
%), 5 veces.

Adicionar 50 uL del segundo anticuerpo (anticuerpo de cabra anti-IgG de
ratbn conjugado a peroxidasa diluido 1:1000 para determinar IgG
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especifica; anticuerpo de cabra anti-IgA de ratén conjugado a peroxidasa
133 ng/mL para determinacion de IgA especifica). Incubar una hora a
temperatura ambiente y en constante rotacién.

Lavar cada pozo de la placa con 250 yL PBS 1X pH 7.2-Tween 20 (0.05
%), 5 veces.

Adicionar 50 uL de solucién reveladora.

Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Medir la densidad 6ptica a 415 nm en el lector de ELISA.
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Anexo 7: Infeccion de Animales de Experimentacion
Reactivos

e PBS 1X pH 7.2 esterilizado por filtracién al vacio con poro de 0.45 ym, o

por autoclave 121 °C, 15 Ib por 20 minutos
Método

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

e Mantener el cultivo de trofozoitos de G. lamblia por 10 minutos en agua-
hielo para liberar las células adheridas a la pared del tubo.

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

e Disolver pastilla en 1 mL de PBS 1X frio y estéril.

e Para su cuantificacion en hemacitometro, tomar una alicuota y hacer
diluciéon adecuada con PBS 1X 'y azul de tripano.

e Después del ultimo lavado, resuspender los trofozoitos en PBS 1X y
ajustar la concentracion a 5x10° de trofozoitos en 200 uL de PBS 1X.

e Con ayuda de una jeringa para alimentacion forzada, inocular por via oral,

200 pL de la suspensién de trofozoitos a temperatura ambiente.

Nota: mantener trofozoitos a 4 °C durante toda su manipulacion y antes

de inocular.
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Anexo 8: Disecciéon de Ratones y Recuperacion de Trofozoitos de G.
lamblia de Intestino Delgado

Materiales y Reactivos

e Formol 10 % pH 7.0 (Sigma F1635)

e Etanol 70 % (Fermont 06065)

e Equipo de diseccion estéril (pinzas y tijeras)
e Cama de hielo seco

o Alfileres

e Medio TYl 0 PBS

e Vaso de plastico de boca ancha con tapa

Método

e Someter a los ratones de 6 a 9 horas de ayuno, esto con el fin de evitar
contaminacioén con restos de alimento en el intestino.

e Sacrificar a los ratones por medio de dislocacion cervical, de acuerdo a la
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

e Con ayuda de los alfileres, clavar al ratéon en la cama de hielo seco y
limpiarlo con etanol al 70 %.

e Ultilizar el equipo de diseccion para obtener los 35 cm de intestino delgado.

e Diseccionar duodeno (5 cm), yeyuno (10 cm) e ileon (20 cm). Tomar un
cm de cada seccion y colocarlos en formol 10 %.

Los cm restantes de intestino seran utilizados para la recuperaciéon de

trofozoitos.

e En frascos pequefios de color ambar con tapon de rosca estériles,

adicionar 2 mL de medio TYI (se puede utilizar PBS 1X)
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A una caja Petri estéril, adicionar 1 mL de medio TY| y sumergir la muestra
de intestino.

Con ayuda de las pinzas vy tijeras, realizar un corte longitudinal en el
intestino.

Colocar la muestra dentro del frasco ambar.

Con ayuda de una micropipeta, pasar el mL de la caja Petri al frasco.
Mantener en un rotador por una hora a 4 °C.

Transferir el medio a un tubo falcon estéril de 15 mL.

Centrifugar a 1800 rpm a 4 °C por 7 minutos.

Descartar sobrenadante y resuspender en 1 mL de PBS 1X y colocar en
agua-hielo.

Realizar conteo en céamara de neubauer, realizando una dilucion

adecuada con PBS 1X 'y azul de tripano.
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Anexo 9: Evaluacion de la Proliferacion y Viabilidad Celular Utilizando
Camara de Neubauer

Equipo

e Campana de flujo laminar (Purifier Class Il Biosafety Cabinet, delta series,
LABCONCO
e Microscopio Invertido (Leica)

e Microscopio Optico (Leica)

Equipo Auxiliar

e Puntas estériles para micropipeta Micropipeta de volumen variable de 100-
1000 pL.

e Micropipeta de volumen variable de 2-20 pL.

e Camara de Neubauer bright light hemacytomether (Hausser scientific)

e Tubos eppendorf de 1.5 mL.

e Azul de tripan (SIGMA. T8154)

e Gradilla para tubos eppendorf

Procedimiento

e Tomar un tubo de cultivo y observarlo al microscopio invertido:
descartando si hay contaminaciéon y verificando el estado del cultivo
celular.

e Desprender las células adheridas a la superficie del tubo en agua con hielo
por 10 minutos.

e Se transfiere el contenido del tubo de cultivo a un tubo cénico de 15 mL.

e Se centrifugan a 800 xg por 10 minutos a 4° C. Se decanta el
sobrenadante.

e Se resuspende el pellet en 1 mL de medio TYI-S33 limpio.
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Con ayuda de una micropipeta, se toman 5 uL se y agregan a un microtubo
al cual previamente se le agregaron 95 pL de colorante azul de tripan
obteniendo asi una dilucién 1:20 (factor dilucion).
Se agita el contenido del tubo eppendorf con una micropipeta, y se toman
10 uL para ser analizados en el hematocitometro dejando que la
suspension celular fluya por debajo del cubreobjetos hasta llenar el area
de la cuadricula, evitando que se derrame o entren burbujas en el area de
conteo, si esto sucede, montar la cdmara de nuevo.
Una vez montada la camara dejarla reposar por unos segundos
permitiendo que las células se asienten y se observen en el mismo plano.
Posteriormente se inicia el conteo de las células contenidas en los 4
cuadrantes. Para conocer la viabilidad celular se empleara el colorante
azul de tripan. Este es un colorante que penetra a las células muertas es
decir a las células no viables tiiéndolas de color azul; permitiendo
distinguir entre las células viables que no son tenidas.
El porcentaje de viabilidad se calcular de la siguiente manera:
% de viabilidad = Numero de células viables contadas x 100 Total de
células contadas/ Numero de células totales
La proliferacion se evaluara con el uso de la siguiente formula:
Proliferacién celular = Numero de células contadas x dilucién x 10,000/

Numero de cuadros contados
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Anexo 10: Procesamiento de Tejido Intestinal

Reactivos

Formol 10 % pH 7.0
Etanol 80, 96 y 100 %
Parafina histologica Sigma 327212

Materiales y Equipo

Cassetes y moldes
Embebedor de parafina
Horno a 65 °C

Método

La muestra a ser procesada debe de permanecer como maximo 2 dias en
formol 10 % tamponado a pH 7.0 para fijar el tejido.

Depositar la muestra en cassetes.

Deshidratar las muestras en los siguientes bafos de etanol por una hora:
inmersion en etanol 80 %, 96 %, 3 de 100 %

Sumergir en dos bafios de etanol 100 %-xilol (1 + 1) por una hora cada
uno.

Aclarar la muestra en 3 bafos de xilol por una hora cada uno.

Incluir en dos bafos de parafina de dos horas cada uno a 65 °C.

Con ayuda de un embebedor de parafina, realizar los bloques con las
muestras.

Dejar solidificar y guardar los bloques en refrigeracion a 4 °C hasta su uso
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Anexo 11: Silanizacion de Laminillas

Reactivos

3-aminopropyltrimethoxysilano Sigma 440140
Acetona Sigma 179124

Materiales y Equipo

Laminillas

Campana de extraccion
Método

Lavar portaobjetos con agua caliente y detergente.

Enjuagar con agua destilada.

Lavar con alcohol acido (99 mL alcohol etilico 100% + 1 mL HCI 1 N).
Secar porta por porta con papel o dejar que se sequen al aire.

Lavar en acetona.

Sumergir las laminillas en solucion de silano (10 mL de silano + 490 mL
de acetona) por 2 minutos.

Secar por 12 horas a temperatura ambiente.

Mantener las laminillas en un lugar seco y oscuro.

Esto es para preparar 500 laminillas.
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Anexo 12: Microtomia Tipo Minot

Material y Equipo

Microtomo
Cuchillas
Laminillas silanizadas

Bano de flotacion
Método

Colocar el bloque de parafina en su seccion correspondiente.

Programar el bano de flotacién a 45 °C. Usar agua destilada (Se puede
sustituir con agua de la llave siempre y cuando se caliente a ebullicién y
se le agregue 5 mL de HCI 1 N, esto para 1 L).

Realizar cortes con un grosor de 3 pm.

Colocar la muestra cortada en una laminilla y aplicar etanol 50 % para
extender el tejido.

Depositar la muestra en bafio de flotacion hasta la extension maxima del
tejido, cuidando que el bafio no tenga burbujas.

Recolectar la muestra con una laminilla silanizada, teniendo cuidado de
que no queden burbujas en la muestra.

Escurrir el exceso de agua y dejar secar toda la noche a 40 °C.
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Anexo 13: Prueba de Tinciéon Inmunohistoquimica de Trofozoitos de G.
lamblia en Intestino Delgado de Animales Infectados

Reactivos

e Xilol

e Etanol

e Solucién de H-O2a 3% (en metanol) JT. Baker 2186-03

e PBS 1X

e Suero preinmune de cabra

¢ Anticuerpos policlonales anti-G. lamblia

e Anticuerpo de cabra anti-lgG de ratdon conjugado a peroxidasa Sigma
07812

e DAB, diaminobencidina
Método

e Desparafinar laminillas silanizadas con secciones de intestino embebido
en parafina. Estas se colocaron en horno a 60 °C toda la noche anterior.

¢ Rehidratar el tejido en los siguientes bafnos:

Solucion Tiempo de incubacion (min)
Xilol 6
Xilol 6
Alcohol 100% 5
Alcohol 95% 5
Alcohol 80% 5
Agua 3
destilada o]
desionizada
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Incubar con solucion de H202 3% durante 5 min a temperatura ambiente,
para inhibir la peroxidasa enddgena del tejido (Blocking peroxidasa kit
Hercep Test)
Lavar las laminillas, sumergirlas en PBS durante 3 min
Bloquear los sitios de unidn inespecificos del tejido con suero preinmune
al 10 % de cabra (kit Invitrogen).
Lavar con PBS (solo agitamiento para eliminar exceso de suero no inmune
10% cabra)
Incubar de las secciones con 100 uL solucién de suero (raton) de
anticuerpos policlonales de anti-G. lamblia en diferentes diluciones con
PBS 1X durante 1 h a temperatura ambiente en camara humeda.
Lavar las laminillas con PBS 2 veces por 3 min.
Incubar con 100 uL solucién de anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén
(1:1000 en PBS) conjugado con peroxidasa durante 1 hora.
Lavar las laminillas con PBS 2 veces por 3 min.
La deteccidn del color se realiza empleando 0.05% de diaminobencidina y
0.2% de solucion H20., agregar 100 pL de solucion cromégeno DAB,
incubar por 10 minutos. Kit Hercep Test
o Preparacion de DAB
Transferir 1 mL de DAB Buffered Substrate del Vial 5 a un

criovial, agregar una gota (25-30 pL) de DAB cromogeno del vial 6.

Mezclar y aplicar al tejido con una pipeta.
Lavar las laminillas con PBS 2 veces por 3 min (agitar laminilla en PBS
antes de reposar).
Contratenir el tejido con Hematoxilina, incubar de 5 minutos.
Posteriormente lavar con un bafo de agua destilada o desionizada de 3
min.

Deshidratar las laminillas en los siguientes bafos:
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Solucion Tiempo de incubacion (min)
Agua 3
desionizada
80% 3
96% 3
100% 3
Xilol 6

e Sacar laminillas de xilol, quitar exceso en zonas libres de tejido, agregar
medio de montaje sobre tejido y cubrir con cubreobjetos, deslizara

facilmente con ayuda del xilol.
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Anexo 14: Tincion Hematoxilina-Eosina

Reactivos

e Hematoxilina Sigma HHS16
e Eosina Sigma E4009

e Etanol

e Xilol

e Bicarbonato de sodio

e HCI

Método

e Desparafinar las laminillas por una hora a 60 °C

e Sumergir en dos bafos de xilol de 3 minutos cada uno.

e Sumergir y agitar por unos segundos en bafios de etanol 100 %, 96 % y
80 %.

¢ Eliminar exceso de etanol con un bafo de agua destilada.

e Teifir con hematoxilina (Dako).

e Sumergir en bano de etanol 70 %- HCI 12 M, para remover exceso de
colorante de estructuras que no se tifieron (49.5 ml etanol 70 % + 0.5 mL
HCI 12 M)

e Virar al color azul, utilizando agua de la llave o solucion de bicarbonato de
sodio 2 %.

e Sumergir en dos bafos de agua destilada por un minuto cada uno.

e Contratefiir con eosina, sumergir una vez y retirar laminilla.

Para la preparacion de eosina amarilla (eosina Y)
Stock: 1 g de eosina Y + 20 mL de agua destilada + 80 mL Etanol 96
%.
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Dilucién 1:4 con etanol 80 %. Antes de usar, agregar 0.5 mL de acido
acético glacial por cada 100 mL de colorante. Esta solucion es estable
aproximadamente por una semana.

Deshidratar el tejido en bafios de etanol, sumergir, agitar y sacar. (80, 96
y 100 %).

Sumergir en bafio de xilol por 6 minutos.

Sacar laminillas de xilol, quitar exceso en zonas libres de tejido, agregar
medio de montaje sobre tejido y cubrir con cubreobjetos, deslizara

facilmente con ayuda del xilol.
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Anexo 15: Tincion PAS
Reactivos

e Acido peryédico 2% Sigma P7875
e Hematoxilina

e Reactivo de Schiff Sigma 3952016
e Etanol

e Xilol

Método

e Desparafinar las laminillas por una hora a 60 °C

e Sumergir en dos bafos de xilol de 3 minutos cada uno.

e Sumergir y agitar por unos segundos en bafios de etanol 100 %, 96 % y
80 %.

¢ Eliminar exceso de etanol con un bafo de agua destilada.

e Oxidar con acido perydédico por 5 minutos.

e Sumergir en agua.

e Hacer reaccionar con el reactivo de Schiff por 15 minutos.

e Sumergir en bafo de agua.

e Contratefir con hematoxilina por 5 minutos.

e Sumergir en bano de etanol 70 %- HCI 12 M, para remover exceso de
colorante de estructuras que no se tifieron (49.5 ml etanol 70 % + 0.5 mL
HCI 12 M)

e Virar al color azul, utilizando agua de la llave o solucion de bicarbonato de
sodio 2 %.

e Deshidratar el tejido en bafos de etanol, sumergir, agitar y sacar. (80, 96
y 100 %).

e Sumergir en bafo de xilol por 6 minutos.
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e Sacar laminillas de xilol, quitar exceso en zonas libres de tejido, agregar
medio de montaje sobre tejido y cubrir con cubreobjetos, deslizara

facilmente con ayuda del xilol.
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Anexo 16: Tincion Azul de Toluidina

Reactivos

e Azul de toluidine Sigma 89640
e Hematoxilina

e Etanol

e Xilol

e Diaminobencidina

e Metanol
Método

e Desparafinar las laminillas por una hora a 60 °C

e Sumergir en dos bafos de xilol de 3 minutos cada uno.

e Sumergir y agitar por unos segundos en bafios de etanol 100 %, 96 % y
80 %.

¢ Eliminar exceso de etanol con un bafo de agua destilada.

e Depositar laminillas por inmersion en azul de toluidina 0.1 % en metanol
por 20 minutos.

e Sumergir en agua.

e Contratefir con hematoxilina por 5 minutos.

e Sumergir en bano de etanol 70 %- HCI 12 M, para remover exceso de
colorante de estructuras que no se tifieron (49.5 ml etanol 70 % + 0.5 mL
HCI 12 M)

e Virar al color azul, utilizando agua de la llave o solucion de bicarbonato de
sodio 2 %.

e Deshidratar el tejido en bafos de etanol, sumergir, agitar y sacar. (80, 96
y 100 %).

e Sumergir en bafo de xilol por 6 minutos.
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e Sacar laminillas de xilol, quitar exceso en zonas libres de tejido, agregar
medio de montaje sobre tejido y cubrir con cubreobjetos, deslizara

facilmente con ayuda del xilol.
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Anexo 17: Cultivo de Lineas Celulares e Hibridomas

Material:

* Incubadora a 37°C.

* Cajas de cultivo estériles.

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

* Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO).

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

» 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)

NaHCO3 (SIGMA S-5761)

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

Penicilina/estreptomicina (SIGMA P-4333).

2-mercaptoetanol (Merck. 4213005)
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Equipo:

Bascula digital

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

Pipetas seroldgicas.

Micropipetas.

Puntas para micropipetas.

Procedimiento:

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

contenga agua ultrapura, agitar un poco asegurando que quede bien disuelto.

Para preparar 1 litro de DMEM:

DMEM. ..ot 13.37 ¢
L-arginina HCI......................e 0.116 g
L-asparagina anhidra....................... 0.036 g
NaHCOS......o 20g
(a)Piruvato de sodio........................ 10.0 mL
(b)L-glutamina...................oooil . 7.5mL

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

2.- Los reactivos liquidos (a, b y ¢) y el polvo DMEM se deben de afadir

dentro de la campana, utilizando pipetas estériles para evitar contaminacion.

98



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

medio de filtracion empleando un filtro Millipore de 0.45 um.

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

nombre de quién lo prepard y la fecha.

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

esté contaminado.

6.- Almacenar el medio de cultivo bajo refrigeracién a 4 °C hasta su uso.
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Anexo 18: Aislamiento y Purificacién de Anticuerpos Monoclonales

Material:

* Incubadora a 37 °C.

* Cajas de cultivo estériles.

* Pipetas seroldgicas 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 Il 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.

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 1 M
(pH 8).
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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 19: Deteccidn Inmunohistoquimica de Poblacién Celular en
Intestino Delgado de Ratones

Procedimiento:

e Desparafinar laminillas silanizadas con secciones de intestino embebido
en parafina. Colocarlas en horno a 60 °C toda la noche anterior.

e Rehidratar el tejido en los siguientes bafios:

Solucion Tiempo de incubacion (min)
Xilol 6
Xilol 6
Alcohol 100% 9]
Alcohol 95% 3
Alcohol 80% 5
Agua 3
destilada o]
desionizada

e Incubar con solucion de H202 3% durante 5 min a temperatura ambiente,
para inhibir la peroxidasa enddgena del tejido (Blocking peroxidasa kit
Hercep Test)

e Lavar las laminillas, sumergirlas en PBS durante 3 min

e Bloquear los sitios de union inespecificos del tejido con suero preinmune
al 10 % de cabra (kit Invitrogen).

e Lavar con PBS (solo agitamiento para eliminar exceso de suero no inmune
10% cabra)

e Incubar las secciones con 100 uL de anticuerpos policlonales (anticuerpos
de rata anti-CD4, anti-CD8a, anti-CD19 y anti-F4/80 de ratén 1 ug/mL)

durante 1 h a temperatura ambiente en camara humeda.
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Lavar las laminillas con PBS 2 veces por 3 min.
Incubar con 100 pL solucion de anticuerpo anti-lgG de rata (1:200)
conjugado con peroxidasa durante 1 hora.
Lavar las laminillas con PBS 2 veces por 3 min.
La deteccidn del color se realiza empleando 0.05% de diaminobencidina y
0.2% de solucion H20., agregar 100 yL de solucién cromégeno DAB,
incubar por 10 minutos. Kit Hercep Test
o Preparacion de DAB
Transferir 1 mL de DAB Buffered Substrate del Vial 5 a un

criovial, agregar una gota (25-30 pL) de DAB cromdgeno del vial 6.

Mezclar y aplicar al tejido con una pipeta.
Lavar las laminillas con PBS 2 veces por 3 min (agitar laminilla en PBS
antes de reposar).
Contratenir el tejido con Hematoxilina, incubar de 5 minutos.
Posteriormente lavar con un bafo de agua destilada o desionizada de 3
min.

Deshidratar las laminillas en los siguientes bafios:

Solucion Tiempo de incubacion (min)
Agua 3
desionizada
80% 3
96% 3
100% 3
Xilol 6
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e Sacar laminillas de xilol, quitar exceso en zonas libres de tejido, agregar
medio de montaje sobre tejido y cubrir con cubreobjetos, deslizara

facilmente con ayuda del xilol.
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Anexo 20: Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones
Ligeramente Desnaturalizantes y Reductoras (SDS-PAGE)

Reactivos:
*Acilamida/Bisacrilamida 30%
Acrilamida...........ccoiiiiiinnn. 30g

N,N-metilen-bisacrilamida.......... 08g

Mezclar en 100 mL de agua MiliQ. Filtrar la solucion 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 neurotoxica por lo cual se debe usar

mascarilla y guantes durante su preparacion.

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

Trizma-base......................... 6.05¢g

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

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

Mm de diametro de poro y adicionar 0.4 g de SDS. Almacenar a 4°C.

*Trizma-base/SDS pH 8.8 4X (Trizma-base 1.5 M conteniendo SDS al 0.4%).

Trizma-base..................oo 91¢g
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Agua ultrapura...................... 100 mL

Ajustar el pH a 8.8 con HCI 1N, aforar a 500 mL. Filtrar con un filtro de 0.45

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

*Persulfato de amonio (APS) al 10%

(NH4)2S208........coeoveereren, 10 pg

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

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

*Buffer de corrida 1X, pH 8.3

Glicina.......cooooiiiii 72 g
Trizma-base....................... 151¢
SDS.. 5¢

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

1 X diluir 1:5 la solucion stock con agua ultrapura y ajustar el pH a 8.3. Almacenar
a4 °C.

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

Acrilamida/Bisacrilamida 30 %/ 8 %.......cccceeveuen..... 6.0 mL

Buffer Tris 4X con SDSpH 8.8.........ccooeeiiiiii 3.75 mL
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Agua des-ioNizada.........ccceeeeeiiiiiiiiie 5.25 mL
de amonio (PSA).......cccovvviiiiiiiiiiii, 0.08 mL

TEMED. ... .o 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.........ovvviiiiieieieeeeeeee. 1.25 mL
Agua ultrapura.............eevveiiiiiii e 3.05 mL
Persulfato de amonio.............ccceeveiiiiiiiii, 0.07 mL
TEMED......oiiiiieeeeee 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 pequeio volumen de agua ultrapura disolver 0.38 g de Trizma-base.

Ajustar pH a 6.8 y adicionar los siguientes reactivos en campana ventilada:

SDS.. 19
Glicerol.......c.cooviiiiinnnn. 5mL
2-Mercaptoetanaol................ 2.5 mL
Azul de bromofenol............. 0.5mg

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 %)....... 72917 mL

Agua ultrapura ..o 270.83 mL

*Soluciéon Azul de Coomassie

Metanol.........ooooiiiiiii 50 % (viv)
Azul de Coomassie brillante R-250......... 0.05 % (viv)
Acido acético...........coceevueiiiiiii 10 % (V/v)
Agua ultrapura ... 40 % (v/v)

*Solucién Destenidora |

Metanol..........c.oooiiiii 50 % (v/v)
Acido acético...........ccceeevvieieiiiinnn, 10 % (VIv)
Agua ultrapura ..., 40 % (v/v)

*Solucién Destenidora |l

Metanol............cooiii 5 % (viv)
Acido acético...........cooevviiiiiii, 7 % (VIV)
Agua ultrapura ..., 88 % (v/iv)
Procedimiento:

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

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

Buffer Tris 4X/SDS pH 8.8................. 3.75 mL
Agua ultrapura ..., 5.25 mL
Persulfato de amonio......................... 0.08 mL
TEMED.....cooiiiii, 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 4AX/SDS pH 8.8................. 1.25 mL

Agua ultrapura..............oooi, 3.05 mL
Persulfato de amonio......................... 0.07 mL
TEMED.... ..ot 0.01 mL

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

los pocillos y dejar polimerizar a temperatura ambiente.

1. Adicionar el gel de separacién 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 burbuijas.
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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 dilucién del extracto antigénico soluble de G. lamblia 1:5 con
solucién de buffer muestra 6X en un microtubo. Mezclar muy bien la solucion de

antigeno en el vortex.
5. Tomar 8 p 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 21: 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......cocooviiiiiiiiiiii, 30.3¢
Glicina........cooviiiii 1440¢

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.....cooooviiiiiinnnn. 100 mL
Metanol ..., 200 mL
SDS. 19
Agua deionizada......................... 800 mL

Ajustar pH antes de aforar con NaOH o HCI

* Solucion de bloqueo (PBS pH 7.2, leche descremada svelty ® 5 %)
PBS1IXPH7.2. ..o 20 mL
Lechesvelty®...............c.oeeeeee. 249

Mezclar en vortex. Usar esta solucidn recién preparada.

PBS-BSA 1 %

PBS1IXPH7.2...ccciiiiiiiiienn 10 mL

BSA e, 0.1g

Reactivos para el sistema de revelado
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Solucién luminol-H202. Mezclar un volumen de luminol con un volumen igual
de H202. Para una membrana control se requiere 200 uL de dicha mezcla, para

un control de dot-blotting se requieren 50 pL.
Solucion reveladora Kodak. Para preparar 400 mL:
1. Agregar 200 mL de agua destilada.
2. Adicionar 87 mL de la solucion 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 solucion en recipientes ambar y protegidos de la luz a

temperatura ambiente.

Solucion Fijadora Kodak. Para preparar 400 mL:
1. Agregar 200 mL de agua destilada.
2. Adicionar 87 mL de solucion fijadora GBX y mezclar bien.

3. Llevar a un volumen final de 400 mL con agua destilada y mezclar

perfectamente (113 mL de agua).

4. Almacenar la solucidn en recipientes ambar y protegidos de la luz a

temperatura ambiente.

Materiales:

Tubos de ensaye 13X100
Micropuntas de 100 uL
Micropipetas de 10-100 uL

Pinzas
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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.

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 mas de 0.1 A. (para geles de 1.5

mm).
6. Almacenar la membrana de NC a -20 °C hasta su uso.

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

transferencia del antigeno.
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Inmunodeteccion:

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

bloqueadora.

3. Adicionar el primer anticuerpo a una concentracion de 1 pyg/mL (AcMo
5G8.B5 y Ac Control de Isotipo aBDC.2, IgG2b) con PBS-ABS 0.1 %.

4. Incubar en agitacién 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 a-IgG 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

9. Colocar las tiras de membrana en papel transparente y adicionar 100 uL
de la solucién quimioluminiscente: una parte de luminol mas una parte de H202.

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 oscuro:
- Exponer la pelicula 10 segundos en la solucién reveladora.
-Enjuagar en agua por 10 segundos.
-Exponer la pelicula 10 segundos en la solucién fijadora.

-Enjuagar en agua por 10 segundos y deje secar.
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Anexo 22: Cuantificacion de IgA Total
Reactivos:
Anti-IgA Biolegend 407001
IgA de raton Sigma M8769
PBS
PBS-Tween 0.05 %
PBS-BSA 1%
Anti-IgA-HRP Abcam 97235
ABTS

Perdxido de hidrégeno

Procedimiento:

1. Adsorber a una placa de ELISA 50 ng de anti-IgA. Incubar la placa toda la
noche a 4 °C.

2. Lavar la placa 5 veces con PBS-Tween 0.05 %.

3. Bloquear los sitios libres de union de anticuerpo con 50 uL de PBS-BSA
1%. Incubar por una hora a temperatura ambiente.

Lavar la placa 5 veces con PBS-Tween 0.05 %.

5. Adicionar 50 uL del primer anticuerpo. Para la curva de calibracion,
adicionar 3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.1875 y 0 ng de IgA de raton (Estas
cantidades en un volumen de 50 uL). Para la muestra problema, probar
diferentes diluciones. Incubar la placa por una hora a temperatura
ambiente.

6. Lavar la placa 5 veces con PBS-Tween 0.05 %.

115



7. Adicionar 50 pyL de anticuerpo secundario anti-IgA de raton acoplado a
peroxidasa (133 ng/mL; 1:7500). Incubar por una hora a temperatura
ambiente.

8. Lavar la placa 5 veces con PBS-Tween 0.05 %.

9. Adicionar 50 pL de solucién reveladora (por cada mL de ABTS, adicionar
1 uL de perdxido de hidrégeno). Incubar por 15 minutos a temperatura
ambiente.

10.Leer absorbancia a 415 nm.
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Anexo 23: Separacién de Proteinas de Membrana de Trofozoitos de
Giardia lamblia

Reactivos:

TBS (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7.5)

Tritén X-114

Inhibidor de proteasas

Azul de bromofenol

Procedimiento:

1.

Recolectar todos los pellets de trofozoitos de Giardia proveniente de un

cultivo confluente de aproximadamente 500 mL de volumen.

. Resuspender en 2 mL de TBS (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7.5)-

Triton X-114 2 % + 5 pL de inhibidor de proteasas.

3. Incubar en hielo por 20 minutos, homogenizar constantemente.

4. Centrifugar 4000 xg, 5 minutos a 4 °C (Remover componentes del

citoesqueleto).
Guardar pellet y tomar alicuota de sobrenadante. A éste, adicionar una
pequena cantidad de azul de bromofenol (0.001 %)

Mezclar e incubar en hielo por 10 minutos y después 10 minutos a 37 °C.

7. Centrifugar a 2500 xg, 5 minutos a temperatura ambiente (Se forman 2

9.

fases, tomar alicuota)

Adicionar a la fase acuosa, TBS para que el triton quede al 1 %. Repetir el
paso 6 hasta la incubaciéon en hielo y después adicionar la fase de
detergente e incubar 10 minutos a 37 °C.

Repetir condiciones de centrifugacion (Tomar alicuota)

10.Se forman 2 fases: a la fase de detergente realizar 2 lavados con 4

volumenes de TBS-tritbn 0.05 % (Respetando las condiciones de

centrifugacion e incubacion).
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Anexo 24: Cuantificacion de Proteinas de Membrana por Acido
Bicinconlnico (BCA)

Reactivos:

Stock BSA 2000 pg/mL

Micro BCA protein Assay Kit Thermo scientific

Procedimiento:

. Colocar 150 yL de la muestra problema y del estandar de BSA (40, 20, 10,
5, 2.5, 1y 0 ug/mL, para curva de calibracién) a una placa de 96 pozos de
fondo plano.

2. Adicionar 150 pL de solucién de trabajo (Se prepara colocando 25 partes

del reactivo MA, 24 partes del reactivo MB y 1 parte del reactivo MC).

3. Mezclar, cubrir con aluminio e incubar la placa a 37 °C por dos horas.

4. Leer la absorbancia a 570 nm (ideal es a 562 nm).
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Anexo 25: Elucion Pasiva de la Banda de 70 KDa

Reactivos

PBS 1:20

Equipo y material para electroforesis
Procedimiento:

. Correr geles de electroforesis a 100 V(4 en total, con un grosor de 1.5).
2. Cortar la banda de 70 KDa en donde se encuentra la proteina 5G8.

3. Triturar la banda, la mitad de un gel en 500 uL de PBS 1:20. En total,
recolectar 8 fracciones por 4 geles.

4. Concentrar por speed vac, 20 veces.
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Anexo 26: Deteccidn Inmunohistoquimica de Trofozoitos de Giardia
lamblia en Mucosa Intestinal Mediante Anticuerpos Especificos

Cortes histolégicos de gerbos infectados con diferentes cepas de Giardia y
Anticuerpos policlonales especificos contra antigenos de Giardia lamblia. A)
Gerbo infectado con la cepa WB de Giardia, suero preinmune 1:100. B) Gerbo
infectado la cepa WB de Giardia, suero hiperinmune anti-WB 1:100. C) Gerbo
infectado con la cepa GS de Giardia, suero preinmune 1:100. D) Gerbo infectado
la cepa GS de Giardia, suero hiperinmune anti-GS 1:100. E) Gerbo infectado con
la cepa GS-5G8 + de Giardia, suero preinmune 1:100. F) Gerbo infectado la cepa
GS-5G8 + de Giardia, suero hiperinmune anti-GS-5G8 + 1:100. Contratincion con
hematoxilina. Ay B, 400 X. C,D, E, y F, 100 X.
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Anexo 27
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