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RESUMEN 

 

 

La giardiasis es una de las enfermedades gastrointestinales más frecuentes alrededor del 

mundo. El agente causal es G. lamblia, un parásito que infecta y coloniza el duodeno de 

los seres humanos, otros mamíferos y algunos ovíparos. México, es un país endémico 

con prevalencias que varían desde el 5 al 60 % y según el Sistema Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica, en el primer semestre del 2012, Sonora se ubicó en el quinto 

lugar con 654 casos.  

En la actualidad, el tratamiento farmacológico contra la giardiasis tiene algunas 

limitantes importantes, como ejemplo de ellas son la generación de cepas resistentes y 

efectos secundarios en el organismo. No se cuenta con una vacuna contra G. lamblia en 

humanos, esto es en gran medida por los limitados conocimientos que se tienen de la 

respuesta inmune durante la enfermedad. Se han identificado y descrito algunos 

antígenos inmunogénicos del parásito, sin embargo, muy pocas de estas moléculas han 

sido estudiadas para conocer su papel protector. El presente trabajo está enfocado en la 

identificación y caracterización inmunoquímica de la proteína inmunogénica 5G8 de G. 

lamblia, a través de la técnica analítica de espectrometría de masas y el posterior análisis 

por herramientas bioinformáticas, así como también, la evaluación de su efecto 

inmunoprotector en un modelo gerbil y la predicción de los potenciales epítopes de 

activación de linfocitos B y T. 

Con el propósito de aislar la proteína 5G8 a partir de un lisado de trofozoítos de 

G. lamblia, se realizó una cromatografía de afinidad. La proteína 5G8 aislada (~ 71 kDa) 

fue analizada mediante espectrometría de masas. Se identificaron dos proteínas con 

masas moleculares relativas de ~ 28 kDa y ~ 38 kDa pertenecientes a la familia de 

Proteínas Variables de Superficie (VSPs), ambas proteínas al ser analizadas por medio 

de herramientas bioinformáticas para alineamientos de secuencias, se logró comparar e 

identificar las zonas de homología con otras proteínas, indicando una posible relación de 

tipo funcional o evolutiva entre ellas. Así mismo, se localizaron ambas proteínas en el 

genoma de G. lamblia, siendo encontradas de forma adyacente compartiendo un sitio en 
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común. Posteriormente, se generó un constructo de ambas secuencias, el cual fue 

traducido en un solo producto proteico de una cadena polipeptídica compuesta de 607 

aminoácidos y una masa molecular de ~ 61 kDa. Adicionalmente, la proteína 5G8 fue 

sometida y analizada en condiciones desnaturalizantes y reductoras por medio de un 

corrimiento electroforético, dando como resultado la presencia de una sola banda en el 

gel de poliacrilamida, sugiriendo fuertemente que es constituida de una sola cadena 

polipeptídica.  

Por último, se evaluó el papel inmunoprotector del anticuerpo monoclonal 

(AcMo) 5G8.B5 (anti-5G8) específico para esta proteína, mediante ensayos de infección 

en un modelo gerbil. La administración del AcMo 5G8.B5 a gerbos infectados, mostró 

una disminución estadísticamente significativa de la carga parasitaria (p < 0.05) con 

respecto a los grupos de animales control (Grupo uno, tratados con solución reguladora 

de fosfatos salinos (PBS): 7.21 x 10
6 

± 6.11 x 10
6 

células/mL; Grupo dos, tratados con el 

AcMo control de isotipo (aBDC.2): 5.99 x 10
6 

± 6.80 x 10
6 

células/mL; Grupo tres, 

tratados con el AcMo 5G8.B5: 0.84 x 10
6 

± 0.20 x 10
6 

células/mL). Adicionalmente, se 

realizó la predicción de un epítope potencial de reconocimiento tanto para la respuesta 

humoral como la celular, el cual consistió en el traslape de 11 residuos de aminoácidos 

entre el epítope No. 5 de células B y el epítope No. 1 de células T, a partir de un análisis 

vía simulación computacional (In silico) de la proteína 5G8. 

En conclusión, nuestros datos sugieren que la proteína 5G8 es una VSP (~ 71 

kDa) codificada por un solo gen. Esta proteína puede inducir una respuesta inmune 

protectora en el modelo gerbil de infección por G. lamblia, así como también, el 

presentar en su secuencia un epítope potencial de reconocimiento que desencadena una respuesta 

inmune de tipo humoral y celular, el cual podría considerarse como blanco de futuros estudios. 

El presente trabajo, contribuirá en el conocimiento de los posibles mecanismos 

de protección del organismo, así como en el desarrollo de bases experimentales para la 

futura caracterización de proteínas con capacidad inmunoprotectora, siendo de gran 

utilidad en un futuro para el diseño de una vacuna contra este parásito.
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INTRODUCCIÓN 

 

 

G. lamblia, reconocido como el protozoo patógeno intestinal responsable de la 

giardiasis, una patología que se presenta con manifestaciones clínicas que varían desde 

la infección asintomática a la enfermedad aguda o crónica asociada con diarrea y mala 

absorción de nutrientes, afectando principalmente a niños y sujetos 

inmunocomprometidos. La infección por G. lamblia es una de las enfermedades 

parasitarias más comunes en todo el mundo, principalmente en países en vías de 

desarrollo (Lujan, 2006, WHO, 1996, SINAVE, 2015). Esta parasitosis posee mayor 

incidencia en lugares donde el saneamiento es deficiente. Las áreas específicas de alto 

riesgo reconocido para los viajeros se encuentran en la Unión Soviética, el sudeste y el 

sur de Asia, África tropical, México y el oeste de América del Sur (Wolfe, 1992). Por lo 

tanto, es importante implementar nuevas medidas de prevención e higiene para evitar el 

aumento desmedido de estas cifras. 

Este parásito habita en las primeras porciones del intestino delgado, donde el pH 

es ligeramente alcalino, el cual aumenta en gran medida la capacidad de las sales biliares 

y los ácidos grasos para inducir la diferenciación de los trofozoítos de G. lamblia en 

quistes resistentes al agua (Gillin y col., 1988; Eckmann y col., 2000). Su ciclo de vida 

se caracteriza por la existencia de dos formas morfológicamente distintas: trofozoíto y 

quiste. El trofozoíto mide 12-15 µm de longitud por 5-9 µm de ancho (Ankarklev y col., 

2010), posee una superficie dorsal convexa y una superficie plana en la que se encuentra 

el disco ventral que le facilita la adhesión a la mucosa del intestino delgado. Cuenta con 

2 núcleos y 4 pares de flagelos. El quiste es relativamente resistente, lo que permite la 

supervivencia prolongada en una variedad de condiciones ambientales (Adam, 2001; 

Keserue y col., 2011) es de forma ovalada, mide aproximadamente 8-14 µm de largo y 7-

10 µm de ancho, su superficie es lisa y su pared es doble y altamente resistente. La parte 

exterior de la pared del quiste está cubierta por una red de filamentos de 7 a 20 nm 

(Erlandsen y col., 1989; Erlandsen y col., 1990; Johnston y col., 2003; Keserue y col., 

2011). Cuatro importantes proteínas se han identificado en la pared exterior del quiste de 
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masas moleculares alrededor de los 29, 75, 88 y 102 kDa (Erlandsen y col., 1990). El 

componente de azúcar de la porción externa es predominantemente galactosamina en 

forma de N-acetilgalactosamina (GalNAc) (Jarroll y col., 1989; Karr y col., 2004). 

Afirmaciones anteriores de que la pared del quiste está compuesta de quitina (N-

acetilglucosamina) han sido refutadas (Adam, 1991). 

El quiste constituye la forma infectante de este protozoo, acceden a los 

hospederos susceptibles al ser ingeridos con el agua de consumo, los alimentos o 

directamente de persona a persona por contaminación a través de heces fecales. Una vez 

ingeridos los quistes, el proceso de desenquistamiento se inicia en las primeras porciones 

del intestino delgado, como resultado aparecen dos nuevos trofozoítos, los cuales son la 

forma vegetativa que viven y se replican por fisión binaria longitudinal en la mucosa del 

intestino delgado. En humanos, los efectos clínicos de una infección por G.lamblia van 

desde un portador en estado asintomático hasta un síndrome severo de malabsorción. 

Los factores que posiblemente contribuyen a la variación en las manifestaciones clínicas 

pueden ser: La virulencia de la cepa, el número de quistes ingeridos, la edad del 

hospedero y el estado del sistema inmune en el momento de la infección (Faubert, 

2000). 

 Después de la exposición al fluido biliar, los cambios bruscos de pH entre el 

estómago y el duodeno y posiblemente, la acción de enzimas digestivas, algunos de los 

trofozoítos forman quistes en el yeyuno y pasan hacia las heces, lo que permite la 

terminación del ciclo de transmisión mediante la infección de un nuevo hospedero 

(Adam, 2001). Existen muchas razones que justifican el desarrollo de una vacuna contra 

Giardia, las tres posiblemente más importantes son las siguientes: Primera, Giardia ha 

sido reconocida como un patógeno oportunista reemergente, que afecta a los grupos de 

alto riesgo como niños pequeños, ancianos y aquellas personas inmunocomprometidas. 

Segunda, la giardiasis es una infección debilitante que afecta a miles de personas 

anualmente, especialmente en países en desarrollo. Tercera, Giardia tiene un potencial 

zoonótico y su principal vía de transmisión es a causa del agua no tratada, la cual se usa 
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para beber, lavar alimentos y para la higiene personal, especialmente en países en 

desarrollo donde el acceso al agua pura no está garantizado (Lee y col., 2011). 

Actualmente el tratamiento para la giardiasis es utilizando medicamentos cuyos 

principios activos no son altamente eficaces, como ejemplo encontramos a metronidazol 

que puede presentar un gran número de efectos secundarios tales como cefalea, nauseas, 

vértigo, entre otros (Gardner, 2001). También se han registrado cepas de Giardia 

resistentes a dichos medicamentos. Además, es frecuente la re-infección luego del 

tratamiento debido a que estos individuos no generan mecanismos de defensas eficaces 

para eliminar el parásito (Lujan, 2006).  

Entre los tratamientos para dicha protozoosis se utilizan ampliamente tres 

antiparasitarios: El metronidazol, tinidazol y la furazolidona (Vázquez y col., 2009). Con 

base en lo anterior, surge la necesidad de conocer qué tipo de moléculas están presentes 

en el parásito y cuáles participan en la respuesta inmune de tipo humoral y celular en el 

hospedero. Lo cual permitirá generar el conocimiento para el desarrollo de una vacuna 

que elimine por completo la infección de manera segura y no agresiva para el 

organismo. 
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ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

 

 

Giardia lamblia 

 

G. lamblia es un protozoario eucariote unicelular y flagelado, que comúnmente ocasiona 

enfermedades de tipo diarreicas en todo el mundo. Se caracteriza por que sus miembros 

son diplozóicos flagelados que poseen orgánulos pares, entre ellos dos núcleos similares 

(Samuelson, 2002). 

Este parásito coloniza el intestino delgado superior y se adhieren a la superficie 

del epitelio intestinal mediante un organelo característico llamado disco ventral o de 

adhesión (Lujan, 2006). 

El ciclo de vida de G. lamblia alterna entre dos formas morfológicas, el quiste y 

el trofozoíto (Wolfe, 1992) (Figura 1). El trofozoíto es la forma vegetativa y mide 

aproximadamente 12-15 µm de longitud por 5-9 µm de ancho (Ankarklev y col., 2010), 

tiene forma de pera y posee un disco de succión cóncava ventral formado por 

microtúbulos. El quiste, es la forma infecciosa y mide aproximadamente de 8-14 µm de 

largo y 7-10 µm de ancho (Johnston y col., 2003; Ali y col., 2003; Keserue y col., 2011) 

se caracterizan por poseer una rígida pared glicoproteica externa que les permiten 

sobrevivir inclusive frente a la acción de los desinfectantes más comunes. Otro de los 

mecanismos de adaptación de este parásito es la variación de los antígenos de superficie 

que le permite a los trofozoítos evadir la respuesta inmune del hospedero y generar 

infecciones tanto agudas como crónicas o recurrentes en individuos infectados (Lujan, 

2006). 

 

 

 

 



 

 

5 
 

CICLO DE VIDA 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de G. lamblia. 1.-Expulsión de quistes y trofozoítos a través de 

las heces, 2.- Ingestión de los quistes de G. lamblia, 3.- Desenquistamiento y liberación 

de los trofozoítos, 3.- Reproducción por fisión binaria longitudinal del trofozoíto, 4.- 

Colonización del intestino delgado, 5.- Enquistamiento de trofozoítos que serán 

liberados nuevamente, iniciando el ciclo (Center for Disease Control and Prevention, 

2013). 
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Giardiasis 

 

G. lamblia, es el agente responsable de la giardiasis, una patología que se presenta con 

manifestaciones clínicas que varían desde la infección asintomática a la enfermedad 

aguda o crónica asociada con diarrea y mala absorción de nutrientes (Lujan, 2006). Esta 

infección, ocurre por la ingestión de la forma quística del parásito a través de agua, 

alimentos contaminados o por contacto directo fecal-oral entre personas (Franco y col., 

2001; Marshall y col., 1997).  Tan sólo de 10-25 quistes son suficientes para ocasionar la 

infección por G. lamblia (Vesy y col., 1999). Una vez que el parásito llega al estómago, 

se inicia el proceso de desenquistamiento mediante el estímulo inducido por el pH, ácido 

y concluye principalmente en la parte alta del intestino delgado (Wolfe, 1992). 

 

Epidemiología 

 

México se reporta como una zona endémica de giardiasis, Según el Sistema Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica (SINAVE) en el primer semestre del 2012, Sonora se ubicó 

en el quinto lugar con 654 casos, afectando principalmente a niños de entre 1 y 9 años de 

edad (SINAVE, 2012).  

El empleo simultáneo de diversas medidas para la prevención y control de la 

infección como sistemas de educación sanitaria para promover la higiene personal, 

control sanitario de animales reservorios de Giardia, así como sistemas de distribución 

de agua potable y uso de sistemas adecuados de depósito de excretas, podrían 

interrumpir el ciclo de transmisión de esta parasitosis (Tesis de Maestría; Rascón, 2008). 

Otra fuente importante de infección por este parásito, son los alimentos contaminados.  

Los recursos están disponibles para educar a los consumidores sobre el manejo 

adecuado, almacenamiento y cocción de los alimentos. El diagnóstico y tratamiento de 

una enfermedad transmitida por alimentos, se basa en el historial y el examen físico del 

afectado. Los síntomas comunes de enfermedades transmitidas por alimentos incluyen 

vómitos, diarrea (con o sin sangre), fiebre, dolores abdominales, cefalea, deshidratación, 
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mialgias y artralgias. Sin embargo, estos resultados no deben retrasar el tratamiento 

empírico si se sospecha de una enfermedad transmitida por los alimentos, el tratamiento 

empírico debe centrarse en el manejo de los síntomas como la rehidratación si el 

paciente está clínicamente deshidratado. Las enfermedades transmitidas por alimentos 

deben ser reportados a las agencias locales y estatales de salud (Switaj y col., 2015) 

 

Antígenos de G. lamblia 

 

La caracterización molecular de los antígenos de G. lamblia, es importante para 

comprender los mecanismos de patogenicidad del parásito y los mecanismos de defensa 

del hospedero. Dentro de los antígenos más estudiados se encuentra una familia de 

proteínas características de G. lamblia, conocidas como giardinas, estas se definen como 

una familia de proteínas estructurales (~ 30 kDa) que se encuentra en forma de pequeñas 

hebras adjuntas a los microtúbulos en el disco del citoesqueleto de los trofozoítos del 

parásito, más de una giardina se encuentra presente en los bordes del disco y fueron 

nombradas como α1- giardina, α2- giardina y γ-giardina. El interés en las proteínas 

giardinas como antígeno principal en la respuesta inmune hacia Giardia, se basa en el 

hecho de ser únicas de este parásito, sin embargo, no se han reportado estudios del papel 

de estas proteínas en la inmunidad en la giardiasis (Faubert, 2000). Las α-giardinas 

forman una amplia clase de proteínas codificadas por 21 genes diferentes (denominados 

α-1 a α -19). Estos 21 genes en la cepa WB, se encontraron conservados en la cepa GS. 

(Steuart y col., 2008; Feliziani y col., 2011). 

Para sobrevivir dentro del hospedador y evadir la respuesta inmune, este parásito 

manifiesta lo que se conoce como variación antigénica. Los trofozoítos expresan una 

determinada proteína de superficie que forma una verdadera interfaz entre el parásito y 

el medio, la cual pertenece a una familia de proteínas denominadas proteínas variables 

de superficie (Variant-Specific Surface Protein, VSPs)  (Gillin y col. 1990; Mowatt y 

col., 1991). En la cepa GS-M-83-H7 de G. lamblia, la VSP mejor caracterizada a nivel 

molecular es la VSP-H7, esta es una proteína de superficie de 56 kDa, la cual corre en la 

banda de 72 kDa mediante su separación por SDS-PAGE (Faubert, 2000; Biez y col., 
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2001). Es probable que la variación antigénica participe en la determinación del espectro 

clínico de la giardiasis y la capacidad de los trofozoítos para reinfectar al hospedero, el 

cual debe ser capaz de prevenir la infección mediante el desarrollo de respuestas 

inmunes específicas de forma simultánea a todas las moléculas variables de superficie. 

Por lo que una desregulación de la variación antigénica podría ser útil en la generación 

de vacunas eficaces (Svärd y col., 1998; Rivero y col., 2010).  

Las VSPs son escasamente glicosiladas (Papanastasiou y col., 1997a) ricas en 

cisteína, con pesos moleculares documentados de 22,3 kDa a más de 200 kDa. El 

contenido de cisteína es generalmente cerca del 11 al 12 % comúnmente encontrado en 

los motivos CXXC (Nash, 2002). En las VSPs, la secuencia del N- terminal es variable, 

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

incluyendo la región que atraviesa la membrana citoplasmática son altamente 

conservados (Mowatt y col., 1991), finalizados por una cadena invariable de cinco 

aminoácidos hidrofílicos CRGKA. 

Son varios los antígenos de G. lamblia en los que se ha demostrado su 

inmunorreactividad, dando como resultado la producción de anticuerpos anti-Giardia de 

los isotipos IgA, IgM e IgG en las secreciones mucosas y suero. Dicha producción de 

anticuerpos específicos está relacionado con el aclaramiento de este parásito (Faubert, 

2000; Nash y col., 1987; Heyworth, 1989; Daniels y col., 1994; Snider y col., 1986). 

 

Mecanismos Efectores de la Respuesta Inmune 

 

Usualmente la giardiasis es una infección autolimitada en donde alrededor del 85 % de 

los casos, desaparece en 2 a 4 semanas, lo cual indica que existen mecanismos de 

defensa efectivos en el hospedero contra este parásito (Eckmann y col., 2000; Ankarklev 

y col., 2010). Varias citocinas poseen funciones sobrepuestas en la regulación de la 

respuesta inmune innata y adaptativa. Las citocinas IL-6 e IL-17 desempeñan un papel 

importante durante la infección (Lopez-Romero y col., 2015). 
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La respuesta inmunológica humoral es un mecanismo especializado para la 

eliminación de microorganismos extracelulares y moléculas antigénicas. G. lamblia, al 

colonizar el duodeno, se producen inmunoglobulinas del tipo IgA. Sin embargo, aun 

tratándose de un parásito no invasivo, este es capaz de inducir una respuesta sistémica 

mediante la producción de anticuerpos tipo IgG e IgM generados por linfocitos B, los 

cuales se ha evidenciado que en conjunto con las células T CD4 + y la liberación de 

citocinas incluyendo IL-6, TNF-α, IFN-γ e IL-4, son fundamentales para el proceso de 

aclaramiento de la giardiasis en el hospedador (Singer y col., 2000; Kamda y col., 2012; 

Jimenez y col., 2014). 

Se sugiere que las células T CD4 + desempeñan un doble papel durante la 

respuesta inmune anti-Giardia. En primer lugar, activan y estimulan la diferenciación de 

células B para generar anticuerpos específicos de Giardia. En segundo lugar, las células 

T CD4+ actúan a través de un mecanismo independiente de células B que probablemente 

es mediado por células Th17 (Lopez-Romero y col., 2015). 

 

Inmunidad Innata 

 

En la primera línea de defensa contra la colonización por patógenos, intervienen los 

mecanismos de la inmunidad innata, algunos de estos mecanismos incluyen al moco, el 

peristaltismo, factores citotóxicos, óxido nítrico (NO), microbiota, mastocitos y células 

dendríticas (DC). Asímismo, las citocinas son consideradas como un tipo de  enlace 

entre la respuesta inmune innata y adaptativa. La IL-6, derivada de las DC, es una 

citocina importante en la defensa contra la giardiasis que modula la maduración y 

conmutación de las células B para producir IgA, también media la diferenciación de las 

células T (Lopez-Romero y col., 2015). 

Algunos estudios, muestran que la producción de NO puede contribuir en la 

defensa del hospedero en contra de G. lamblia. Varios donantes de NO, mas no sus 

componentes base, inhiben el crecimiento del parásito sin afectar la viabilidad, lo que 

sugiere que el NO actúa como citostático más que como un citotóxico para G. lamblia 

(Eckmann y col., 2000). Adicionalmente, estudios in vitro han demostrado que la 
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infección por G. lamblia de células epiteliales de intestino humano, inhibe la producción 

de NO. Esto ocurre debido a la presencia limitada del sustrato fundamental arginina 

(aminoácido esencial para la producción de NO), generando como consecuencia, un 

descenso en la producción de NO. Por lo tanto, el equilibrio entre el consumo de 

arginina por giardia y la producción de NO epitelial, podría contribuir a la variabilidad 

en la duración y gravedad de las infecciones por este parásito (Pavanelli y col., 2010). 

Durante la infección, los trofozoítos de G. lamblia residen en el lumen intestinal 

y se adhieren al epitelio, pudiendo provocar una leve o nula inflamación en el tejido lo 

cual indica que los mecanismos de defensa del hospedero actúan localmente (Eckmann, 

2003; Lopez-Romero y col., 2015). Los macrófagos han sido identificados como una de 

las células efectoras en giardiasis humana y animal. Owen y col. en 1981, demostraron 

que los macrófagos de la mucosa son capaces de ingerir trofozoítos in vivo. Esto fue 

confirmado por Hill & Pohl en 1990, quienes mostraron que trofozoítos de G. lamblia 

fueron ingeridos por macrófagos de placas de Peyer, mejorando la actividad del estallido 

oxidativo de los macrófagos de la mucosa. También se han reportado varios estudios in 

vitro en los que macrófagos tienen la capacidad de ingerir trofozoítos de Giardia y 

posteriormente eliminarlos mediante mecanismos oxidativos (Smith, 1985; Solaymani-

Mohammadi y col., 2010). Adicionalmente, se observó que los macrófagos tratados con 

interferon-gamma recombinante (IFN-y) y lipopolisacárido bacteriano (LPS) ingirieron 

un número significativamente mayor de trofozoítos en crecimiento in vitro que los 

macrófagos no tratados (Belosevic y col. 1992). 

Otro mecanismo de defensa ante este parásito consiste en el efecto protector de 

los anticuerpos anti-Giardia, presentes en la leche materna por adquisición a través de la 

infección con G. lamblia. Una diferencia significativa se observa entre los niños nacidos 

de madres con y sin presencia de anticuerpos respecto a la edad en que fue adquirida la 

primera infección por el parásito. Los niños nacidos de madres no inmunes están en 

mayor riesgo de contraer giardiasis y desarrollar síntomas graves en comparación con 

los hijos de madres inmunes (Tellez y col., 2003). 
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Inmunidad Adquirida 

 

Si los mecanismos de inmunidad innata no pueden eliminar al patógeno, éste continúa 

desarrollándose, expresando y liberando antígenos, lo que desencadena la respuesta 

inmune adaptativa. Debido a que G. lamblia es un parásito no invasivo, el proceso 

infeccioso se limita al lumen intestinal, el principal mecanismo de defensa inmune está 

mediado por tejido linfoide asociado a mucosas a través de la producción de IgA 

secretora.  

El control de la giardiasis por el hospedero, requiere de la respuesta inmune 

humoral asociada a mucosas y de la respuesta celular, así como también de una 

respuesta equilibrada de las células T CD4 + antígeno-específicas y de una liberación de 

citocinas incluyendo IL-4, IL-6, TNF-α e IFN-γ. Adicionalmente, requiere de la 

producción de anticuerpos IgA o IgG específicos contra los antígenos del parásito 

(Roxstrom-Lindquist y col., 2006). Se ha demostrado la presencia de anticuerpos IgG e 

IgM específicos a G. lamblia en suero de personas infectadas (Wolfe, 1992; Soliman y 

col. 1998). Por lo que en aquellos pacientes con hipogammaglobulinemia, cuando los 

niveles de IgG e IgA se encuentran reducidos, las infecciones se presentan de forma 

crónica (Soliman y col., 1998; Palm y col., 2003).  

Otro efecto letal en los trofozoítos de G. lamblia, es dependiente de la vía clásica 

del complemento en el suero de humano, sin embargo, para conservar dicha capacidad 

letal, el suero debe contar con un sistema de complemento intacto, decir, sin deficiencias 

en los componentes que lo integran. Los sueros humanos conteniendo anticuerpos anti-

G. duodenalis, eliminan a más del 98 % de los parásitos in vitro (Hill y col., 1984). Por 

lo que dichos sueros con anticuerpos de la clase IgM y complemento provocan la lisis de 

los trofozoítos y por lo tanto, su eliminación (Deguchi y col., 1987). 

 

Antecedentes del Laboratorio de Inmunología y Biología Celular 

 

Una de las líneas de nuestro grupo de trabajo, se ha enfocado en el estudio de la 

respuesta inmune anti–G. lamblia, utilizando un modelo murino (C3H/HeJ) y gerbil 
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(Meriones unguiculatus). Se ha estudiado la identificación y caracterización bioquímica 

e inmunológica de antígenos inmunodominantes que inducen una respuesta humoral y 

celular. En el caso de la respuesta inmune humoral, esta se dirigió a un número limitado 

de proteínas (8 bandas proteicas, de masa molecular relativa: 48, 55, 63, 71, 86, 106, 131 

y 149 kDa), dentro de las cuales, cabe destacar las proteínas de  70 kDa y 86 kDa que 

fueron reconocidas tanto por la respuesta humoral secretora (IgA) como la sistémica 

(IgG) (Velázquez y col., 2005). En cuanto a la respuesta inmune celular, se identificaron 

proteínas con masa molecular relativa de 40-64, 65-77 y 90-110 kDa (Astiazarán y col., 

2009). Es de resaltar, que tanto la respuesta inmune celular como la humoral fueron 

activadas por una proteína de  70 kDa (la cual se denominó 5G8).  

Estudios de citometría de flujo mostraron que  5 % de la población de 

trofozoítos expresa la proteína 5G8 en la superficie, mientras que la mayoría de la 

población de trofozoítos (˃ 90 %) expresa la proteína en el interior de la célula.  

Adicionalmente, se evaluó in vitro la capacidad aglutinante del AcMo específico 

para la proteína 5G8 en trofozoítos de G. lamblia (Quintero y col., 2013). Los datos 

obtenidos sugirieren a la proteína 5G8 como candidato de estudio, la cual podrá 

contribuir a un mejor entendimiento de la relación G. lamblia-hospedero. 

 

Generación de Anticuerpos Monoclonales  

 

Los hibridomas de células B son una herramienta poderosa para la caracterización 

bioquímica e inmunológica de antígenos, ya que son células inmortales productoras de 

AcMos que se generan a partir de la fusión de esplenocitos provenientes de ratones 

(infectados o inmunizados) con células de mieloma, obteniendo finalmente una célula 

híbrida productora de AcMos. Otra gran utilidad de los AcMos es la distinción de 

subconjuntos de células B y células T. Este conocimiento es beneficioso no sólo para la 

investigación básica, sino también en medicina para la identificación de los diferentes 

tipos de leucemias y linfomas, lo que permite a los médicos adaptar el tratamiento 

adecuado (Pandey, 2010).  
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En cuanto al tratamiento de enfermedades autoinmunes, existen estudios donde la 

administración parenteral del anticuerpo-CD3 induce un efecto inmunomodulador en 

modelos animales de autoinmunidad (Chatenoud y col. 2007). Así como en seres 

humanos con diabetes autoinmune (Herold y col., 2002; Keymeulen y col., 2005). 

Adicionalmente, el AcMo anti-CD3 murino (OKT3) está aprobado como terapia en el 

rechazo agudo de trasplantes, aunque los efectos secundarios pueden llegar a ser severos 

(Friend y col., 1999). Nuevos hallazgos han demostrado que la administración por vía 

oral del AcMo anti-CD3, es seguro y biológicamente activo en los seres humanos, 

presentando una nueva alternativa para el tratamiento de enfermedades autoinmunes 

(Ilan y col., 2010). 

Previamente en nuestro grupo de investigación, se generaron hibridomas de 

células B específicos para proteínas de G. lamblia, a partir de ratones infectados 

(C3H/HeJ) con la cepa GS/M-83-H7, que produjeron AcMos, los cuales son específicos 

hacia una proteína inmunogénica de G. lamblia (Astiazarán y col., 2009).  

Por otra parte, los estudios realizados utilizando AcMos conjugados con 

compuestos fluorescentes, ofrecen la capacidad de detectar más rápidamente la presencia 

de organismos infecciosos en muestras problema. Dicha detección de moléculas de 

superficie celular marcadas por anticuerpos monoclonales o policlonales conjugados con 

un fluorocromo, es probablemente la aplicación más utilizada de la citometría de flujo 

(Dick, 1985; Holmes y col., 2001). La detección de quistes de G. lamblia en las heces 

humanas a través de la técnica con el AcMo fluorescente, puede llegar a ser una 

herramienta útil. Sin embargo, es importante la comparación de múltiples métodos para 

el diagnóstico de éste y otros parásitos, con el objetivo de desarrollar un protocolo de 

laboratorio basado en dicha comparación (Zell y col., 1990; Manser y col., 2013). 

 

Proteínas Inmunogénicas de G. lamblia 

 

La identificación de antígenos de G. duodenalis que juegan un papel en la inmunidad 

adquirida ha sido de gran dificultad por varias razones: 1. Usualmente los trofozoítos no 
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invaden los tejidos (si hay una estimulación del sistema inmunitario, esta permanece 

localizada), 2. Se ha reportado la existencia de variación antigénica en la membrana 

superficial de los trofozoítos, 3. Los investigadores han utilizado diferentes cepas de 

Giardia, así como también distintos reactivos de anticuerpos, 4. Por todo lo anterior, es 

difícil comparar los resultados obtenidos entre los diferentes laboratorios de 

investigación (Faubert, 2000). Algunos autores han identificado proteínas 

inmunogénicas de G. lamblia, las cuales son reconocidas durante la respuesta inmune 

sistémica y humoral en humanos y ratones infectados con trofozoítos de G. lamblia. 

(Palm y col., 2003; Gottstein y col. 1990; Nash, 1990). 

Con base en lo anterior, la identificación de proteínas inmunogénicas de G. 

lamblia que induzcan una respuesta inmunológica humoral, así como una respuesta 

inmune celular, ha sido uno de los objetivos primordiales de investigación, pues dichos 

conocimientos son la clave para el desarrollo de vacunas (Quintero y col., 2013). Se ha 

descrito que en el modelo murino adulto (C3H/HeJ), durante la giardiasis, se muestran 

elevaciones en los niveles de anticuerpos intestinales (IgA) y séricos (IgG) específicos 

para proteínas de G. lamblia en la infección primaria y secundaria, en donde fueron 

observadas diferencias en la respuesta de ambos tipos de anticuerpos, lo cual podría 

deberse a una gran variedad de factores tanto del hospedero como del parásito, tales 

como la naturaleza y capacidad inmunogénica de los antígenos a inducir una respuesta 

inmune y la variación antigénica, etc. Sin embargo, la carga parasitaria de los ratones 

infectados decrece considerablemente, lo cual indica que la respuesta de anticuerpos 

juega un papel importante para el aclaramiento de la infección por G. lamblia 

(Velázquez y col., 2005). 

La caracterización de los antígenos de Giardia es importante para comprender 

los mecanismos de patogenicidad del parásito y defensa del hospedero. En este contexto, 

varios investigadores se han dado a la tarea de identificar antígenos capaces de inducir 

respuestas inmunes especificas contra el parásito. Los más ampliamente caracterizados 

son las proteínas VSPs, las cuales pueden verse afectadas en su expresión por la 

respuesta inmune adaptativa y otros factores (Ankarklev y col., 2010). Se ha reportado 
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también la identificación de antígenos no variables. (Einfeld y Stibbs 1984; Moss y col., 

1990; Farthing, 1992; Palm y col., 2003). Otras proteínas inmunogénicas como las de 

choque térmico (HSP, Heat Shock Protein), las cuales se liberan en respuesta a estrés 

por cambios bruscos de temperatura y pH como ocurre en estomago e intestino delgado. 

Dentro de esta clasificación de proteínas se encuentra el grupo de las HSP70, es una 

familia compleja y conservada de proteínas constitutivas y reguladas, funcionalmente 

distintas del grupo HSP60 (Reiner y col., 1992). 

La familia HSP70 incluye proteínas constitutivamente sintetizadas y de estrés 

regulado con diversas localizaciones celulares (Schlesinger, 1990). Estas HSP 

generalmente funcionan como chaperonas moleculares, uniendo a proteínas recién 

sintetizadas o dañadas en su forma desplegada y permitiendo su importación en 

compartimentos celulares membranosos como las mitocondrias, cloroplastos, retículo 

endoplasmático, y lisosomas (Reiner y col., 1992). 

Algunas de las proteínas descritas se encuentran relacionadas en diversos 

procesos dentro de la biología de Giardia, como lo son las  α- 1 giardinas, 7 giardinas, β- 

giardina, α y β –tubulina, localizándose en el citoesqueleto y flagelos (Adam, 2001; 

Abdul-Wahid y Faubert, 2004; Tellez y col., 2003). 

El estudio y caracterización de las proteínas inmunogénicas de G. lamblia, 

representan una herramienta muy importante para el conocimiento de los mecanismos 

implicados tanto en la patogenicidad del parásito como en la respuesta del hospedero, 

por lo que el presente trabajo está enfocado específicamente en la caracterización de una 

proteína altamente inmunogénica de ~ 71 kDa denominada 5G8, así como también, en la 

evaluación de su capacidad inmunoprotectora a través de un modelo in vivo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Modelo Experimental 

 

Se utilizaron gerbos (Meriones unguiculatus) de 8 a 14 semanas de edad, estos fueron 

adquiridos a través del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto 

Politécnico Nacional (CINVESTAV). Los animales fueron mantenidos en el Bioterio del 

Departamento de Investigaciones de Posgrado en Alimentación de la Universidad de 

Sonora (DIPA), con fotoperíodos de 12 horas a 25 °C,  acceso a agua y alimentación ad 

libitum, con una dieta comercial para roedores (2018S de Teklad global diets 18 % 

protein Rodent diet sterilizable). Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo los 

términos y condiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-033-ZOO-1995, 

concerniente al sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres. 

La selección de esta especie se basó en estudios previos que reportan una mayor 

susceptibilidad a la infección intestinal por G. lamblia en este modelo (Belosevic y col., 

1983).  

Cultivo Axénico de G. lamblia 

 

Se utilizaron cultivos axénicos de trofozoítos de la cepa de G. lamblia clona GS/M-83-

H7, obtenidos de American Type Culture Collection (ATCC), los cuales fueron 

cultivados en medio TYI-S-33, suplementado con 10 % de suero de ternera recién 

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

Laboratorios, solución inyectable, 1G/1M/3.5mL) e incubados a 37 C (L-C Incubator, 

Barnstead, Lab-Line) en condiciones microaerofílicas. Adicionalmente, bajo las mismas 

condiciones, se utilizó la cepa enriquecida por la técnica de inmunoadsorción (Anexo 

10) a partir de la clona GS/M-83-H7, denominada 5G8 (+). 
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Obtención del Extracto Proteico 

 

El extracto proteico soluble de G. lamblia, se obtuvo a partir de cultivos confluentes y 

axénicos cultivados e incubados a 37 °C (L-C Incubator, Barnstead, Lab-Line) los cuales 

fueron desprendidos de un frasco de 500 mL, en agua-hielo por 20 minutos. Después, los 

trofozoítos fueron lavados por 2 ocasiones con solución reguladora de fosfatos salinos 

(PBS), pH 7.2, bajo las condiciones de 800 g, 4 °C, por 5 minutos. Una vez contenidos 

los trofozoítos en una pastilla, se resuspendieron en 700 μL de PBS y se  agregaron 5 μL 

de una solución de inhibidores de proteasas [4-(2-aminoetil) fluoruro benceno sulfonilo 

(AEBSF)] 23 mM, pepstatina A 0.3 mM, E-64 0.3 mM, bestatina 2 mM, y  EDTA 

sódico 100 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA), después fueron sometidos a 3 ciclos de 

congelación y descongelación en un congelador (Thermo Fisher Scientific) a -80 °C y 

temperatura ambiente respetivamente. Acto seguido, la muestra se sonicó (Brandon 

Sonifier 250, Shelton, CT, USA) por 3 ciclos de 20 segundos, a una amplitud de 10 % 

manteniendo el recipiente con el lisado de trofozoítos frío durante el sonicado, pues la 

muestra tiende a calentarse en el proceso. Finalmente el detrito fue removido por 

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

conteniendo la muestra proteica solubilizada, se cuantificó por el método de Bradford 

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

1990). 

 

Aislamiento de la Proteína Inmunogénica 5G8 de G. lamblia 

 

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

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

4B (Sigma, Cyanogen Bromide Activated Sepharose 4B) y partiendo de un lisado de 

aproximadamente 670 millones de trofozoítos de G. lamblia, 5G8 (+), del cual se 

obtuvieron 16 mg absolutos de proteína, dicho lisado se pasó 3 veces a través de la 

columna cromatográfica (12 gotas por minuto, 4 °C), después fueron recolectadas las 

fracciones eluidas por cambios de pH, utilizando 416 μL de glicina 0.1 M (pH 2.5) y en 

tubos Eppendorf conteniendo 83.4 μL de Trizma 1 M (pH 8.0) lo cual generó un total de 
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10 fracciones que fueron evaluadas por dot blotting (utilizando el AcMo 5G8.B5) con la 

finalidad de conocer aquellas que contenían la proteína 5G8 (Tesis de licenciatura, 

Cisneros-Romero, Glaus-Garzón, 2008).   

  

Acoplamiento del Anticuerpo Monoclonal 5G8.B5  

 

Para lograr el acoplamiento eficiente del AcMo 5G8.B5 a las esferas de sefarosa, 

primeramente, se hidrataron con HCl 1 mM por 15 minutos a temperatura ambiente. 

Después, dichas esferas fueron lavadas con aproximadamente un litro de HCl 1 mM y 

con solución reguladora de acoplamiento. Al terminar los lavados, las esferas fueron 

transferidas a una solución que contiene al AcMo 5G8.B5 y se incubaron por 2 horas a 

temperatura ambiente, con movimiento constante para permitir la unión covalente del 

anticuerpo a las esferas de sefarosa. A continuación, se recuperaron las esferas en un 

embudo de vidrio sinterizado y el líquido eluído fue analizado en un espectrofotómetro 

(o cuantificado por técnica de Bradford) a una DO280nm con la finalidad de conocer el 

rendimiento del acoplamiento del anticuerpo. Enseguida, se transfirieron las esferas a 

otro tubo cónico que contenía glicina 0.2 M, pH 8.0, esto para bloquear cualquier sitio 

no reactivo en la sefarosa. Se mantuvo en incubación por dos horas a temperatura 

ambiente en movimiento constante. Por último, las esferas fueron lavadas con solución 

reguladora de acoplamiento y de CH3COONa-NaCl (pH 4.2) de manera alternada y con 

PBS 0.02 % de azida de sodio. (Tesis de licenciatura, Cisneros-Romero, Glaus-Garzón, 

2008). 

 

Infección de Meriones unguiculatus con Trofozoítos de G. lamblia Cepa 5G8 (+) 

 

Para evaluar el establecimiento de la giardiasis en el modelo de infección elegido, se 

formaron dos grupos de tres gerbiles cada uno. Al grupo 1, considerado grupo control 

negativo, se le proporcionaron 200 μL de PBS, pH 7.2, y al grupo 2 se le administraron 

5 X 10⁶ de trofozoítos de G. lamblia, 5G8 (+) resuspendidos en 200 μL de PBS estéril a 

un pH 7.2. Después de 7 días, los gerbiles fueron sacrificados y se diseccionaron 10 cm 
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de la parte alta de intestino (duodeno), a este fragmento del intestino se le realizó un 

corte longitudinal y se efectuó un ligero lavado con medio de cultivo para G. lamblia, 

después se recolectó e incubó en tubos de vidrio de 2 mL en agitación constante por una 

hora a 4 °C. Posteriormente, el tejido fue retirado y el medio fue centrifugado a las 

condiciones de 800 g a 4 °C, por 5 minutos. Finalmente, se realizó el conteo celular de 

los trofozoítos presentes en el precipitado por microscopía óptica utilizando una cámara 

de Neubauer. 

 

Evaluación de la Capacidad Inmunoprotectora del AcMo 5G8.B5  

 

Para analizar la respuesta protectora generada de forma indirecta por la proteína 

inmunogénica 5G8 de G. lamblia, mediante la evaluación de la capacidad protectora del 

AcMo 5G8.B5 por inmunización pasiva, se formaron 3 grupos compuestos de 4 gerbiles 

cada uno, los cuales primeramente, fueron inoculados con una cantidad de 1 x 10
6 

de 

trofozoítos de G. lamblia, en un tiempo determinado, para posteriormente recibir un 

tratamiento específico.  

 

Ensayo de Inmunoprotección con AcMo 5G8 (Inmunización Pasiva) 

 

Al grupo 1 se le administraron 200 μL de PBS. Al grupo 2 se le suministraron 100 μg 

del AcMo irrelevante aBDC.2, utilizado como control de isotipo (Kanagawa y col., 

2002) resuspendidos en 200 μL de PBS, ambos grupos considerados como controles 

negativos. Por último, al grupo 3 se le administraron 100 μg de AcMo 5G8.B5 

resuspendidos en 200 μL de PBS. Dos horas después, se inocularon los tres grupos con   

1 x 10⁶ trofozoítos de G. lamblia 5G8 (+), resuspendidos en 200 μL de PBS estéril a un 

pH 7.2. Posteriormente, a los días 1, 3 y 5 se reforzó cada tratamiento y en la misma 

cantidad tanto de PBS (grupo 1) como de AcMos (grupos 2 y 3) suministrada 

inicialmente. A los 7 días después, los gerbiles fueron sacrificados y se evaluó la carga 

parasitaria de la parte alta del intestino delgado (duodeno) diseccionando 10 cm de este, 

realizando cortes longitudinales, posteriormente, se adicionó 1 mL de medio de cultivo 

TYI-S-33 frío para lavar suavemente los cortes de intestino, después, se incubó por 1 
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hora a 4 °C en agitación, llevando lo anterior a un volumen final de 2 mL de medio de 

cultivo en un tubo de vidrio con tapa de rosca. Por último, el contenido de los frascos se 

centrifugó a 800 g, 4 °C por 7 minutos, se descartó el sobrenadante y se contaron los 

trofozoítos encontrados en el precipitado utilizando cámara de Neubauer. 

 

Separación y Reconocimiento de la Banda Proteica por la Técnica 

 Western Blotting 

 

Antes de procesar y analizar una muestra por espectrometría de masas, es indispensable 

conocer con exactitud en cuál banda (en un gel SDS-PAGE) se encuentra la proteína a 

ser secuenciada. Para esto, se llevó a cabo la técnica de western blotting.  

Las proteínas fueron separadas por SDS-PAGE a 12 % y transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa en un sistema semi-seco de electrotransferencia a corriente 

constante (Modelo No. Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell, No. de serie 221BR 

51543, 50W, 25 VDC). Enseguida, dichas proteínas transferidas fueron teñidas con rojo 

de Ponceau por 10 minutos con el propósito de observar el patrón de bandas, indicando 

una transferencia eficiente. Después de desteñir la membrana con agua al flujo directo, 

esta fue bloqueada con una solución de PBS al 5 % de leche en polvo Svelty libre de 

grasas, por una hora. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS hasta quitar 

completamente los residuos de la solución de bloqueo, después la membrana de 

nitrocelulosa fue incubada con el AcMo 5G8.B5 por una hora a temperatura ambiente y 

en movimiento constante. A continuación, se realizaron 5 lavados de 5 minutos con 

PBS. Al terminar, la membrana fue incubada con anticuerpo anti- IgG de ratón acoplado 

a peroxidasa de rábano (diluido 1:7500 con PBS-0.1 % ABS) (ABS, albúmina bovina 

sérica) (Sigma, St. Louis MO, USA), por una hora a temperatura ambiente en 

movimiento constante. Después se lavó nuevamente la membrana con PBS (5 lavados de 

5 minutos) y se le agregó una mezcla 1:1 de luminol y peróxido de hidrógeno (Super 

Signal, West Pico Signal Chemiluminescent, Thermo scientific 34080) por 10 minutos a 

temperatura ambiente y se procedió a revelar la reacción antígeno-anticuerpo por 

quimioluminiscencia, utilizando soluciones reveladoras y fijadoras.  
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Identificación de Péptidos a Partir del Análisis por Espectrometría de Masas ESI-

MS/MS 

 

Espectrometría de masas (EM) es una técnica analítica que provee información 

cualitativa (estructura, secuencia de aminoácidos) y cuantitativa (masa molecular o 

concentración) acerca de una muestra. El análisis de EM se llevó a cabo utilizando un 

sistema de HPLC Microbore (Surveyor, Thermo. San Jose, CA), y un ESI-MS/MS 

(Electrospray tandem mass spectrometer) LCQ Deca (Finnigan, San Jose, CA). Las 

muestras fueron introducidas a la columna analítica utilizando un inyector automático 

Surveyor (Topógrafo, Thermo, San Jose, CA), el eluyente de la columna de HPLC fue 

directamente sometido a la fuente de ionización de electrospray de un espectrómetro de 

masas Thermo LCQ Deca con trampa de iones.  

Los datos de MS/MS fueron analizados utilizando el sistema computarizado 

SEQUEST (Bioworks 3.1, Thermo) (Tesis de Doctorado; Quintero, 2013). 

 

 

Análisis Bioinformático de las Secuencias Identificadas por Espectrometría 

de Masas ESI-MS/MS 

 

Para llevar a cabo el análisis bioinformático de los resultados generados por 

espectrometría de masas, se utilizaron algunas bases de datos y algoritmos en los que se 

realizaron comparaciones tanto de las secuencias individuales (~ 28 y 38 kDa) como del 

constructo denominado 5G8.  

Algunos ejemplos de los procesos realizados fueron los siguientes: 

Alineamientos de secuencias, BLASTn (secuencia de nucleótidos), BLASTp (secuencia 

de aminoácidos), localización dentro del genoma de G. lamblia, transcripción y 

traducción de secuencias nucleotídicas, estimación de masa molecular de proteínas, 

modelado de la estructura primaria, ubicación de motivos y dominios, predicción de 

epítopes para linfocitos B y T, etc. 
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1. http://giardiadb.org/giardiadb/ 

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

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

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

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

6. http://tools.immuneepitope.org/bcell/ 

7. http://www.iedb.org/  

8. www.syfpeithi.de 

 

Evaluación de la Expresión Superficial de la Proteína 5G8 en Trofozoítos de G. 

lamblia por Citometría de Flujo 

 

Para analizar el patrón de expresión de la proteína 5G8 superficialmente, se utilizaron 

cultivos confluentes de G. lamblia, los cuales se desprendieron utilizando agua-hielo por 

10 minutos, después se realizó el conteo de los trofozoítos ajustando a una cantidad de   

5 x 10
5 

células por pozo en una placa de fondo cónico. Posteriormente, se llevaron a 

cabo 2 lavados con PBS a centrifugaciones de 800 g, 4 °C por 5 minutos. Después, se 

incubaron los trofozoítos con el AcMo 5G8.B5 (1 μg/mL) por 1 hora a 4 °C. Al terminar 

la incubación, se realizaron 2 lavados con PBS (800 g, 4 °C por 5 minutos) y se 

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

(FITC) diluido 1:200 con 0.05 % de NaN3-D5F por 1 hora a 4 °C, en total oscuridad. 

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

D5F al 0.05 % de NaN3. Posteriormente se fijaron con 200 μL de paraformaldehído al    

2 % filtrado. El análisis fue realizado por citómetro de flujo (Canto II FACS, Becton 

Dickinson, CA, USA) (Figura 2).  

Análisis Estadístico  

 

El análisis de los datos resultantes por conteo de la carga parasitaria en cada grupo de 

gerbiles (Grupo 1: PBS, Grupo 2: AcMo C.I. aBDC.2 y Grupo 3: AcMo 5G8.B5) se 

llevó a cabo, según la naturaleza de los datos, por medio de la prueba no paramétrica  

http://giardiadb.org/giardiadb/
http://www.uniprot.org/
http://www.expasy.org/
http://wlab.ethz.ch/protter/start/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://tools.immuneepitope.org/bcell/)
http://www.syfpeithi.de/
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Figura 2.- Reconocimiento de la proteína 5G8 en la superficie de trofozoíto de G. 

lamblia. Análisis de citometría de flujo utilizando trofozoítos de la cepa 5G8 (+). A) 

Fluorescencia basal de la población de interés. B) Control de isotipo aBDC.2 (IgG2b). 

C) Reconocimiento por el AcMo 5G8.B5 (IgG2b). 
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Kruskal-Wallis, la cual consiste en un diseño donde se encuentra una variable 

independiente o antecedente, de tipo cualitativo nominal con más de 2 modalidades; 

dichas modalidades definen la existencia de los grupos de valores que, por ser parte de 

varios conjuntos distintos de individuos, se denominan grupos independientes. Por otra 

parte, se encuentra una variable dependiente o consecuente, de tipo cuantitativo continuo 

con distribución no semejante a la de la curva normal o de tipo cuantitativo discreto 

(Valenzuela, 2006).  

El análisis fue realizado por el programa estadístico IBM® SPSS® Statistics 

Version 21. 

 

Predicción de Epítopes de Células B y T 

 

Con el fin de obtener una predicción de los posibles epítopes de células B, se basó 

principalmente en las propiedades de los aminoácidos que los conforman. Por lo tanto, la 

secuencia de la proteína 5G8 de G. lamblia fue analizada con base en el algoritmo 

―Bepipred‖ para epítopes lineales, el cual combina los métodos descritos por 3 autores: 

Markov, basado en la predicción de la localización de los residuos del epítope según el 

ambiente en el que se encuentren y dependiendo de sus residuos vecinos (Larsen y col., 

2006); Levitt, basado en la predicción de la estructura secundaria de la región que 

conforma el epítope, dependiendo de la naturaleza de sus residuos (Levitt, 1978); Parker, 

en este método se construyó la escala hidrofílica basada en los tiempos de retención del 

péptido durante la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en una columna de 

fase inversa (Parker y col., 1986). Dicho algoritmo fue empleado utilizando la base de 

datos ―Immune Epitope Database‖ (IEDB) (http://tools.immuneepitope.org/bcell/), 

donde se obtuvo el promedio de los puntajes de cada aminoácido en conjunto 

correspondientes a los epítopes con una longitud  mayor a 5 residuos, los cuales pueden 

ser reconocidos por la región variable de la molécula de anticuerpo (McLennan y col. 

2012) tomando posteriormente los epítopes de mayor puntaje con respecto al valor del 

umbral (valor de 1).  

http://tools.immuneepitope.org/bcell/)
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Para analizar los posibles epítopes de células T, se realizó una predicción 

sometiendo la secuencia de la proteína 5G8 a la base de datos SYFPEITHI 

(www.syfpeithi.de). La predicción se basa en las características químicas de las cadenas 

residuales de los aminoácidos que constituyen los epítopes generados y el algoritmo 

califica los aminoácidos que tienen mayor afinidad al surco de unión a péptidos del 

MHC clase II (haplotipo I-A
k
). Los ligandos predichos para el haplotipo I-A

k
 por 

SYFPEITHI, tienen una longitud de 15 aminoácidos, donde los 3 aminoácidos amino-

terminal y 3 aminoácidos carboxilo-terminal, representan los residuos que flanquean el 

surco y los nueve aminoácidos centrales representan el nonámero de unión al surco del 

MHC clase II.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.syfpeithi.de/
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RESULTADOS 

 

 

Aislamiento de la Proteína Inmunogénica 5G8 de G. lamblia 

 

Con la finalidad de aislar la proteína inmunogénica 5G8 a partir de un lisado de 

trofozoítos de G. lamblia, se realizó una cromatografía de afinidad utilizando el 

anticuerpo monoclonal 5G8.B5. De las fracciones recolectadas por cromatografía de 

afinidad, se identificaron aquellas que contenían la proteína 5G8 mediante ensayos de 

dot-blotting. El proceso de aislamiento de la proteína 5G8, fue realizado mediante la 

recolección de fracciones cromatográficas en tres ocasiones consecutivas [recolección 1 

(R1), recolección 2 (R2) y recolección 3 (R3)]. 

En la primera recolección (R1), la proteína 5G8 fue identificada en las fracciones 

2, 3 y 4 (F2, F3 y F4). De igual manera se encontraron positivas las fracciones F3, F4 y 

F5 de la segunda recolección (R2) y finalmente, en la F3 y F4 de la tercera recolección 

(R3) (Figura 3A). Se utilizó el AcMo aBDC.2 (IgG2b) como un control de isotipo, el 

cual al ser incubado con las fracciones obtenidas, no mostró un reconocimiento hacia la 

proteína 5G8 contenida en éstas. (Figura 3B).  

Las fracciones que resultaron positivas para la proteína 5G8 fueron agrupadas en 

una sola, para su subsecuente análisis por SDS-PAGE y western blotting con la finalidad 

de comprobar la pureza y el aislamiento específico de la proteína de interés en la 

muestra obtenida. Únicamente una banda proteica de ~ 71 kDa fue identificada en el gel 

de poliacrilamida (Figura 4) y reconocida por el AcMo 5G8.B5 (Figura 5, A2). Esta 

banda proteica fue extraída del gel y procesada para su posterior análisis por 

espectrometría de masas. 
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Figura 3. Inmunorreconocimiento de la proteína 5G8 en fracciones cromatográficas. 

Panel A, fracciones reconocidas por el AcMo 5G8.B5 (IgG2b, 1 µg/mL). Panel B, 

control negativo, fracciones incubadas con el AcMo control de isotipo aBDC.2 (IgG2b, 

1 µg/mL). F: Fracciones eluídas (1 µL de muestra por cada punto); R: Recolección del 

lisado de trofozoítos; LT: Lisado de trofozoítos, como control de cada fracción eluída (2 

µg por punto). 
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Figura 4. Perfil Electroforético (SDS-PAGE) de la proteína 5G8 de G. lamblia.  El 

carril A corresponde al marcador de peso molecular, el carril B a la proteína 5G8 aislada 

y en el carril C el lisado de trofozoítos de G. lamblia 5G8 (+). 
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Figura 5. Inmunorreconocimiento de la proteína 5G8 (banda de ~ 71 kDa) en la mezcla 

de fracciones positivas (MFP). A1. Reconocimiento por el AcMo 5G8.B5 en el lisado de 

trofozoítos de G. lamblia. A2. Reconocimiento de banda única por el AcMo 5G8.B5 

(IgG2b, 1 µg/mL) en la mezcla de fracciones positivas. B-3 y B-4. Controles negativos, 

lisado de trofozoítos y mezcla de fracciones positivas incubadas con el AcMo control de 

isotipo aBDC.2 (IgG2b, 1 µg/mL) respectivamente. LT: Lisado de trofozoítos; MFP: 

Mezcla de fracciones positivas. 
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Análisis por Espectrometría de Masas ESI-MS/MS de la Proteína Inmunogénica 

5G8 de G. lamblia 

 

Con el fin de identificar la proteína inmunogénica 5G8 de G. lamblia, se utilizó 

espectrometría de masas. La banda proteica de ~ 71 kDa aislada, fue procesada a través 

de alquilación, reducción y digestión enzimática (tripsina). Después de separar los 

péptidos por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), estos fueron inyectados en 

un espectrómetro de masas ESI-MS/MS para ser analizados. 

A partir del análisis de esta banda proteica de ~ 71 kDa se identificaron péptidos 

provenientes de dos proteínas de masas moleculares diferentes (~ 28 y ~ 38 kDa) (Figura 

6). Las cuales al ser comparadas con secuencias reportadas en la base de datos de G. 

lamblia (GiardiaDB), arrojaron los siguientes resultados. 

En la proteína de masa molecular de ~ 28 kDa, se identificaron un total de 11 

péptidos provenientes de una proteína de G. lamblia, perteneciente a la familia 

denominada Proteínas Variables de Superficie, VSP (gi|559179812) con un 76 % de 

cobertura. En la segunda proteína identificada, con una masa molecular de ~ 38 kDa, 

fueron identificados un total de 12 péptidos, provenientes de otra proteína de G. lamblia, 

también perteneciente a la familia de VSP (gi|559177553) mostrando un 46 % de 

cobertura.  

 

Análisis Bioinformático de la Proteína 5G8 de G. lamblia 

 

El análisis de la banda proteica de ~ 71 kDa por medio de espectrometría de masas ESI-

MS/MS, generó como resultado la identificación de péptidos provenientes de dos 

proteínas de masas moleculares diferentes (~ 28 y ~ 38 kDa). Lo que ha llevado a 

formular algunas hipótesis al respecto, la primera consiste en lo siguiente, si se realiza la 

sumatoria de ambas masas moleculares; se asemeja a un valor alrededor de los 70 kDa, 

lo cual coincide con la masa molecular descrita de la proteína de interés. Con base a lo 

anterior, es posible especular la existencia de 2 cadenas polipeptídicas conformando a la  
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Figura 6. Péptidos identificados a partir de la banda proteica de ~ 71 kDa por 

Espectrometría de Masas ESI-MS/MS. A): Proteína Variable de Superficie (Giardia 

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

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

de Superficie (Giardia intestinalis), gi|559177553 (100 %) masa molecular ~ 38 kDa, 12 

péptidos exclusivos (segmentos amarillos), 175/379 aminoácidos (46 % de cobertura). 
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proteína 5G8. Para comprobar o descartar dicha hipótesis, se llevaron a cabo una serie 

de experimentos que consistieron en someter a la proteína 5G8 aislada, bajo condiciones 

reductoras y desnaturalizantes con el propósito de favorecer la disociación de estas 

subunidades potenciales y analizarlas mediante electroforesis (SDS-PAGE). El resultado 

de este experimento fue la presencia de una sola banda en el gel de poliacrilamida, con 

masa molecular alrededor de los 71 kDa, descartando la hipótesis que la proteína 5G8 

está constituida por dos subunidades (Figura 7). 

Previamente se mencionó que las secuencias polipeptídicas de ~ 28 y ~ 38 kDa, 

son consideradas productos de dos genes independientes. Sin embargo, al analizar ambas 

secuencias de aminoácidos, se observa que el segmento carboxilo terminal de la 

secuencia perteneciente a la de ~ 28 kDa, coincide con el segmento amino terminal de la 

secuencia de ~ 38 kDa. Con base en lo anterior, se ha planteado una segunda hipótesis 

que establece que la proteína 5G8 es el producto de la expresión de un único gen (Figura 

8). 

Con el propósito de comprobar la hipótesis anterior, se realizó un análisis 

bioinformático empleando las secuencias de nucleótidos reportadas para las cadenas 

polipeptídicas de ~ 28 y ~ 38 kDa. A partir de una comparación de secuencias 

nucleotídicas por medio de BLASTn 

(http://giardiadb.org/giardiadb/showApplication.do) se identificó una región de 

homología entre ambas, coincidiendo con lo observado en su contraparte aminoacídica. 

Por otro lado, para ubicar en el genoma de Giardia las secuencias de nucleótidos 

correspondientes a las cadenas de ~ 28 y ~ 38 kDa, empleando la herramienta BLASTn, 

se encontró una región que cubre en su totalidad la secuencia reportada para la proteína 

de ~ 28 kDa con un 100 % de identidad y una región adyacente que cubre la secuencia 

reportada para la proteína de ~ 38 kDa con un 96 % de identidad, además, un sitio 

intermedio en común de 132 nucleótidos (Anexo 12.2). 

 Posteriormente, se identificaron los marcos de lectura abiertos en la secuencia 

continua localizada en el genoma. Por lo que siguiendo con este análisis, se encontraron  

http://giardiadb.org/giardiadb/showApplication.do
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Figura 7. Perfil Electroforético (SDS-PAGE) de la proteína 5G8 aislada de G. lamblia, 

bajo condiciones reductoras y desnaturalizantes. El carril A corresponde al marcador de 

peso molecular, el carril B a la proteína 5G8 aislada, sometida a condiciones reductoras 

y desnaturalizantes (~ 2 µg), teñido por el método de plata. 
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Figura 8. Péptidos identificados a partir de la banda proteica de ~ 71 kDa por 

Espectrometría de Masas ESI-MS/MS y su relación a nivel génico. 1): Proteína Variable 

de Superficie (Giardia intestinalis), masa molecular ~ 28 kDa, segmento final de la 

secuencia (señalado con rojo) que coincide con la sección inicial de la segunda proteína 

(sitio de homología). 2): Proteína Variable de Superficie (Giardia intestinalis), masa 

molecular ~ 38 kDa, segmento inicial de la secuencia (señalado con rojo). Se considera 

que en conjunto forman una sola proteína a nivel génico. 
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ciertas mutaciones, tanto como deleciones y sustituciones, que al ser corregidas de 

manera puntual en el segmento de nucleótidos, se obtuvo un marco de lectura completo 

que genera un producto proteico compuesto de 607 aminoácidos y una masa molecular 

de ~ 61 kDa. Adicionalmente, al analizar esta secuencia completa de aminoácidos, se 

encuentran todos los péptidos que fueron identificados por espectrometría de masas con 

un 60.2 % de cobertura.  

Estos resultados sugieren fuertemente que la proteína 5G8 está constituida de una 

sola cadena polipeptídica, y además, forma parte de la familia de VSPs. Las VSPs son 

una familia de proteínas que cubren la superficie completa del parásito (Nash, 2002) y se 

caracterizan por la presencia de numerosos motivos CXXC (donde X representa 

cualquier aminoácido) (Adam y col., 1988), finalizados por una cadena invariable de 

aminoácidos hidrofílicos CRGKA, uno o dos motivos GGCY, una conservada cola de 

aminoácidos hidrofóbicos (Nash, 2002) y un motivo ―Zn finger‖ ó CXXCXXXCXXC 

los cuales están estrechamente relacionados. La proteína 5G8 posee todas características 

descritas anteriormente para las VSP (Figura 9). 
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Figura 9. Estructura primaria y características de la proteína 5G8. Cadena polipeptídica (607 aminoácidos), péptido señal 

(color rojo), motivos CXXC (color azul), motivo CXXCXXXCXXC (color verde), motivos GGCY (color amarillo), porción 

citosólica CRGKA (color café), dominio transmembrana (color morado). 
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Evaluación del Papel Protector del AcMo 5G8.B5 en un Modelo 

de Infección Gerbil (Meriones unguiculatus) Utilizando Trofozoítos de G. lamblia 

Cepa 5G8 (+) 

 

Con el objetivo de evaluar la actividad protectora del AcMo 5G8.B5, se realizó un 

ensayo in vivo de protección utilizando trofozoítos de G. lamblia 5G8 (+) y gerbiles 

(Meriones unguiculatus) como modelo de infección intestinal. Se utilizaron tres grupos 

de gerbiles   (n= 5/grupo) por cada repetición del experimento, el cual se realizó por 

triplicado, teniendo un total de 15 gerbiles por grupo. 

Los 3 grupos fueron infectados con 1 x 10⁶ trofozoítos, dos horas posteriores a la 

infección, se proporcionaron diferentes tratamientos: al Grupo 1 se le administró 

solución reguladora de fosfatos salinos (PBS). Al Grupo 2, se le suministró AcMo 

control de isotipo aBDC.2 y finalmente el Grupo 3 fue tratado con el AcMo 5G8.B5, 

ambos anticuerpos fueron utilizados a una concentración de 100 µg/200 µL de PBS. Los 

tratamientos fueron suministrados a diferentes tiempos (24, 72 y 120 h). Finalmente, el 

día 7 después de la infección, se llevó a cabo la recuperación de trofozoítos a partir de la 

extracción del duodeno de los gerbiles infectados, la cual resultó de la siguiente manera 

(Figura 10): Grupo uno: 7.21 x 10
6 

± 6.11 x 10
6 

células /mL, Grupo dos: 5.99 x 10
6 

± 

6.80 x 10
6 

células /mL, Grupo tres: 0.84 x 10
6 

± 0.20 x 10
6 

células /mL. Por lo tanto, el 

grupo que recibió tratamiento con el AcMo 5G8.B5, mostró una disminución 

estadísticamente significativa de la carga parasitaria con una p < 0.05 en comparación 

con los grupos control, mientras que los datos al comparar al grupo 1 (PBS) con respecto 

al grupo 2 (AcMo C.I. aBDC.2), se obtiene una p > 0.05, indicando que no hay una 

diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos control (Tabla I). (Datos 

obtenidos por medio de la prueba estadística no paramétrica Kruskal-Wallis). 
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Figura 10. Evaluación del papel protector del AcMo 5G8.B5 en un modelo de infección 

intestinal con G. lamblia. El AcMo 5G8.B5 disminuyó la carga parasitaria en gerbiles 

(Meriones unguiculatus) infectados con G. lamblia 5G8 (+). La administración 

intragástrica del AcMo 5G8.B5 (100 µg) (n= 13), PBS (200 µL) (n= 14) y el AcMo 

control de isotipo aBDC.2 (100 µg) (n= 14), fue realizada a diferentes tiempos (24, 72 y 

120 h) a gerbiles infectados con 1x10
6
 de trofozoítos de G. lamblia. El día 7 de 

infección, se realizó la recuperación y conteo de dichos trofozoítos. *El asterisco indica 

la diferencia significativa entre el grupo tratado con el AcMo 5G8.B5 con respecto a los 

grupos control. 
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Tabla I. Valor de significancia de las comparaciones por 

parejas de los grupos de experimentación. 

 

Grupos comparados 

 

Valor de significancia (α) 

 

 

3-2 

 

0.006 

 

3-1 

 

0.000 

 

2-1 

 

0.118 

                            *Nivel de significancia .05  (IBM® SPSS® Statistics Version 21). 
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Potenciales Epítopes Reconocidos por Linfocitos B y T vía Simulación 

Computacional (In silico) 

 

A partir de la secuencia de la proteína 5G8 de G. lamblia, la base de datos IEDB 

identificó una serie de epítopes lineales para células B, los cuales se definen como un 

fragmento consecutivo de la secuencia de una proteína (Zhang y col., 2012). Dicho 

análisis mostró una predicción de un total de 31 epítopes dentro de la característica de 

localización de los residuos por ―BepiPred‖ (Larsen y col., 2006). Posteriormente, fueron 

elegidos aquellos epítopes con mayor puntaje, tomando los primeros 5 (Tabla II). 

Adicionalmente, estos fueron ubicados en la secuencia de aminoácidos de la proteína 

5G8 con el propósito de señalar la posición exacta de cada uno de los epítopes resultados 

de la predicción (Figura 11).  

Para la predicción de los epítopes de células T, el algoritmo utilizado de la base 

de datos SYFPEITHI identificó los epítopes con mayor afinidad química al sitio de 

unión (surco) del MCH clase II. Dicho análisis, mostró como resultado la predicción de 

10 epítopes de la proteína 5G8 con mayor afinidad al haplotipo I-A
k
, siendo los nueve 

aminoácidos centrales los que representan el motivo de unión a las moléculas del MHC 

clase II (tabla III). Adicionalmente, el epítope de mayor puntaje de afinidad predicho por 

la base de datos, fue señalado dentro de la secuencia de aminoácidos de la proteína 5G8, 

conociendo su ubicación exacta en el polipéptido (Figura 12).  

Por último, al analizar los epítopes predichos tanto para células B como células 

T, se observó que el epítope No. 5 de células B (color morado), coincide con el epítope 

No.1 predicho para linfocitos de células T (color verde) en 11 residuos de aminoácidos 

(Figura 13). Lo cual indica que la proteína 5G8 posee un epítope potencial que es 

reconocido tanto por células B como por células T.  
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Tabla II. Predicción de epítopes de células B de la proteína 5G8, por análisis a través de la 

base de datos IEDB (Immune Epitope Database). 
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Figura 11. Ubicación de los epítopes para células B en la secuencia de aminoácidos de 

la proteína 5G8. Epítope No.1 (color amarillo) Posición en el residuo 549, longitud 8 aa; 

Epítope No. 2 (color azul) Posición en el residuo 346, longitud 24 aa; Epítope No. 3 

(color rojo) Posición en el residuo 166, longitud 36 aa; Epítope No.4 (color verde) 

Posición en el residuo 442, longitud 21 aa; Epítope No.5 (color morado) Posición en el 

residuo 47, longitud 31 aa. 
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Tabla III. Predicción de epítopes de la proteína 5G8, afines a las moléculas del MHC 

clase II de ratón (haplotipo I-A
k
) generados por la base de datos SYFPEITHI. 
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Figura 12. Ubicación de los epítopes de mayor puntaje de afinidad para células T en la 

secuencia de aminoácidos de la proteína 5G8. Epítope No.1 (color verde) Posición en el 

residuo 67; Epítope No. 2 (color café) Posición en el residuo 95; Epítope No.3 (color 

azul) Posición en el residuo 186; Epítope No.4 (color amarillo) Posición en el residuo 

114. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Ubicación de los epítopes de células B y T en la secuencia de aminoácidos 

de la proteína 5G8. Traslape de 11 residuos de aa entre epítope No. 5 para linfocitos de 

células B (color morado) posición 47, longitud de 31 aa, y el epítope No. 1 para 

linfocitos de células T (color verde) posición 67, longitud de 15 aa. 
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DISCUSIÓN 

 

 

Con la finalidad de caracterizar a la proteína inmunogénica 5G8 de G. lamblia, el 

presente estudio describe el análisis y la identificación de su estructura primaria, así 

como su potencial papel en la inducción de una respuesta inmune protectora en contra de 

la infección por G. lamblia.  

Previamente, nuestro laboratorio describió a esta proteína con una masa 

molecular relativa de ~ 71 kDa, la cual es reconocida tanto por la respuesta secretora 

(IgA en heces) como sistémica (IgG en suero) de ratones infectados por G. lamblia 

(Velázquez y col., 2005). En los primeros estudios, la identidad de la proteína 

inmunogénica 5G8 era enfocada hacia una integrante específica de la familia de 

proteínas de choque térmico (HSP) con una masa molecular de ~ 71 kDa, la cual recibe 

el nombre de Proteína de Unión a Inmunoglobulinas (BiP), ésta actúa como una 

molécula chaperona que asiste en la traslocación de polipéptidos nacientes a través de la 

membrana del retículo endoplásmico, así como su subsecuente plegamiento y 

oligomerización (Ebert, 2000, Dierks y col.,1993). Sin embargo, resultados recientes 

obtenidos por espectrometría de masas ESI-MS/MS, dentro de nuestro grupo de 

investigación, sugieren fuertemente que la proteína 5G8 pertenece a la familia de VSP. 

Con el propósito de obtener mayor información acerca de la identificación de ésta 

proteína, se realizó un análisis bioinformático de alineamiento de secuencias, BLAST, 

en el que se compara una secuencia problema contra una gran cantidad de secuencias 

reportadas en una base de datos, con el fin de encontrar genes homólogos y conocer su 

función (Altschul y col., 1990). Encontramos la existencia de otras proteínas con un alto 

porcentaje de homología con respecto al constructo de ~ 71  kDa de la proteína 5G8 

(dicho constructo fue diseñado uniendo las secuencias de nucleótidos pertenecientes a 

las proteínas de ~ 28 kDa y ~ 38 kDa) entre las que resultaron: Major surface labeled 

trophozoite antigen 417 (51 %), Major surface labeled trophozoite antigen 11 (45 %) y 

Variant specific surface protein VSP4A1 (30 %). Estas forman parte de la familia de 

VSP y pudieran estar evolutivamente conservadas. Algunas de sus características 
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principales señalan que son proteínas ricas en cisteína, con un rango de masas 

moleculares entre 20 – 200 kDa, poseen una secuencia variable perteneciente al N- 

terminal y aproximadamente 27 aminoácidos del C-terminal (que consiste en una cola 

hidrofóbica) incluyendo la región que atraviesa la membrana citoplasmática, altamente 

conservados (Mowatt y col., 1991; Ankarklev y col. 2010), finalizados por una cadena 

invariable de aminoácidos hidrofílicos, CRGKA. Los mecanismos de variación 

antigénica en Giardia son controlados por ARN de interferencia (RNAi) y la 

interrupción de esta vía genera trofozoítos que expresan simultáneamente numerosas 

VSP. Por otra parte, jerbos sometidos a una infección primaria con Giardia, las cuales 

expresaban gran cantidad de VSP; fueron protegidos de infecciones posteriores (Rivero 

y col., 2010), lo que sugiere que la variación antigénica es esencial para la evasión del 

sistema inmune; esta información podría ser útil para el desarrollo de estrategias en la 

elaboración de una vacuna (Lujan y col., 2011; Lopez-Romero y col., 2015). 

Considerando los resultados obtenidos, es posible evidenciar que la proteína 5G8 

pertenece a la familia de VSPs, ya que posee en su estructura primaria algunos de los 

dominios y motivos más importantes que son distintivos de esta clase de proteínas, lo 

que nos permite confirmar la naturaleza de la proteína de interés (Figura 9). 

La membrana celular del trofozoíto de G. lamblia, está cubierta con una sola 

clase de VSP específica que en un momento dado, es reemplazada por otra VSP cada 6 a 

13 generaciones en el cultivo celular (Nash, 1997; Li y col., 2013), posiblemente como 

mecanismo de evasión contra la respuesta inmune del hospedero. Experimentalmente, 

sólo 6 VSP han sido localizadas en la membrana celular hasta el momento (VSPA6, 

TSA417, VSPH7, VSPA6- S1 (G3M), VSP1267 y VSP9B10A) (Adam y col. 1988, 

Gillin y col., 1990; Lujan y col., 1995; Nash y col., 1990; Yang y col., 1995; Nash y 

col., 2001; Li y col., 2013). En recientes estudios, se realizaron análisis experimentales 

para verificar qué estructuras de las VSP son necesarias para ser localizadas en la 

superficie de la membrana celular. Los datos llevaron a las siguientes conclusiones: (i) la 

secuencia del carboxilo terminal, CRGKA, no es esencial para la localización de las 

VSP en la membrana celular, (ii) un ―motivo 1‖ de 45 residuos que consisten en dos 
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CXXCs separados por 12-15 residuos de aminoácidos situados cerca de carboxilo 

terminal y un ―motivo 2‖ hidrofóbico de 38 residuos en el carboxilo terminal, son ambos 

suficientes y esenciales para la localización de la proteína en la membrana celular. (iii) 

una secuencia N- terminal del lado contrario del ―motivo 1‖, no es requerida como 

blanco de localización en la membrana celular. (Li y col., 2013). Lo cual permite 

indagar más sobre la importancia que representan las características estructurales de esta 

familia de proteínas (VSPs) para su expresión en la superficie de la membrana celular.  

Para continuar con el análisis bioinformático, se utilizó el constructo génico de ~ 

71  kDa de la proteína 5G8, anteriormente mencionado, en el cual fue identificada una 

deleción de la base nitrogenada Guanina en la zona homóloga, específicamente en el 

nucleótido número 801 (c.801delG) de la secuencia correspondiente a la proteína de ~ 

28 kDa, esta deleción provoca un marco de lectura abierto que codifica únicamente para 

esta proteína y al mismo tiempo, una secuencia de aminoácidos (PASA) que termina con 

la homología, seguido de un codón de stop que trunca a la proteína. Por el contrario, la 

inserción de esta base nitrogenada Guanina, a través de correcciones puntuales, el marco 

de lectura codifica un producto proteico de 607 aminoácidos y de una masa molecular de 

~ 61 kDa y que adicionalmente, conserva los péptidos identificados por el análisis de 

espectrometría de masas. Estos datos en conjunto con las evidencias experimentales 

discutidas anteriormente, sugieren la existencia de un gen que codifica para una sola 

proteína, es decir, la proteína 5G8 proviene de la expresión de un solo gen. 

Otro de los experimentos enfocados en la caracterización de la proteína 5G8, fue 

la evaluación de la capacidad protectora del AcMo 5G8.B5 que va dirigido 

específicamente a esta proteína, a través de la administración de dicho anticuerpo 

observando su efecto en la disminución de la carga parasitaria en animales de 

experimentación infectados. Es muy probable que el AcMo 5G8.B5 haya favorecido la 

aglutinación de trofozoítos de G. lamblia 5G8 (+) en los animales infectados (Quintero y 

col., 2013), y de ese modo, asociado con la acción mecánica del peristaltismo del 

intestino, evitara que el parásito colonice el intestino delgado, contribuyendo a la 

disminución en la carga parasitaria. Por lo que el AcMo 5G8.B5 específico para la 
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proteína 5G8 de G. lamblia, mostró una capacidad protectora en la infección en el 

modelo gerbil (Tesis de Licenciatura, Samaniego, 2014). 

Es posible observar una disminución en la carga parasitaria dentro del grupo 

tratado con el AcMo control de isotipo aBDC.2 en comparación con el grupo tratado con 

PBS, sin embargo, dichos datos muestran una p > 0.05, indicando que no hay una 

diferencia estadísticamente significativa en dicha disminución de la carga parasitaria 

entre estos grupos, y aunque el AcMo control de isotipo aBDC.2  no reconoce ni se une 

a la superficie del trofozoíto, es probable que posea una acción indirecta, promoviendo 

condiciones desfavorables para la colonización del parásito. Sin embargo, al comparar 

estos controles con el grupo de animales tratados con el AcMo 5G8.B5, la disminución 

de la carga parasitaria en este último fue muy evidente y estadísticamente significativa. 

Por lo que es importante realizar futuros estudios para la optimización del procedimiento 

y sobre todo, elucidar el mecanismo de acción que posee el AcMo 5G8.B5.  

Para contribuir al estudio, adicionalmente se realizó un análisis preliminar de la 

expresión de la proteína 5G8 en la superficie de los trofozoítos de G. lamblia que fueron 

recuperados de los gerbiles infectados y que recibieron los distintos tratamientos en 

ciertos periodos establecidos. Después de 7 días de haber sido infectados, se observó que 

el 38.8 % de la población de trofozoítos recuperados del grupo uno (tratados con PBS) 

expresaban la proteína, el 60.8 % en el grupo dos (tratados con AcMo control de isotipo) 

y el 30.2 % en el grupo tres (tratados con el AcMo 5G8.B5). La población de trofozoítos 

recuperados de cada grupo, expresó superficialmente la proteína 5G8, a pesar de las 

condiciones adversas del organismo tales como las variaciones de pH, la respuesta 

inmune innata, la inmunidad humoral y celular o también la microbiota, etc., en el cual 

colonizaron por un periodo de 7 días, mostrando así, el mantenimiento de la expresión 

superficial de la proteína. Por lo tanto, es de suma importancia conocer ciertos aspectos 

sobre el patrón de expresión de la proteína de estudio, ya que G. lamblia experimenta 

variación antigénica, proceso que consiste en la variación de las proteínas de superficie 

que recubren por completo la superficie celular de los trofozoítos (Nash, 2002; 

Ankarklev y col., 2010). Por lo que al conocer los factores externos y de inducción de 
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estrés celular que pudieran regular la expresión superficial de la proteína 5G8, debido a 

los antecedentes con los que se cuentan de su posible naturaleza, nos brindará un mayor 

conocimiento contribuyendo en la caracterización de la proteína 5G8 de G. lamblia. 

También, es posible observar una disminución de la población que expresa la 

proteína 5G8 entre los grupos de gerbiles tratados con el AcMo 5G8.B5 comparado con 

el control de isotipo aBDC.2, esto pudiera deberse a que el AcMo 5G8.B5 suministrado 

en un principio, reconoció el epítope de la proteína 5G8 en la superficie de los 

trofozoítos y el cual, muy probablemente, favoreció la aglutinación que en conjunto con 

otras condiciones provocaron la disminución de la carga parasitaria, por lo que al 

realizar la tinción para citometría de flujo de los trofozoítos recuperados utilizando el 

AcMo 5G8.B5, se analizó un menor porcentaje de la población que expresaba la 

proteína 5G8 en el grupo tratado con el AcMo 5G8.B5 en comparación con los controles 

(los cuales no reconocen el epítope de la proteína 5G8). Por lo tanto, estudios posteriores 

pueden llegar a elucidar el mecanismo de acción y de unión específica del AcMo 

5G8.B5 con respecto a la proteína 5G8 en la superficie de los trofozoítos en un modelo 

in vivo.  

Por otra parte, en otros estudios de inmunización pasiva en un modelo de 

giardiasis, la actividad del suero de ratones inmunizados y el AcMo anti-Giardia muris, 

el cual va dirigido a una glicoproteína de la superficie del parásito (Butscher y col., 

1988); fue evaluada in vitro e in vivo, en donde se observó la inmovilización de los 

trofozoítos in vitro y fue también citotóxico para ellos en presencia del complemento 

exógeno. Además, se observó que tanto el suero obtenido a partir de la infección de 

ratones, así como el AcMo anti-G. muris administrados directamente en el duodeno de 

ratones, redujeron significativamente el número de trofozoítos durante la fase aguda de 

la infección. Estos resultados sugieren un papel de participación parásito-anticuerpo en 

la eliminación de los trofozoítos de G. muris del intestino delgado. Por lo que es de 

particular interés, el hallazgo de la actividad antimicrobiana de los anticuerpos séricos y 

la interacción parásito-AcMo, en el duodeno (Belosevic y col., 1994). 



 

 

50 
 

Para lograr la eliminación de G. lamblia en el hospedero, la activación tanto de la 

respuesta inmune humoral como la respuesta celular, se ha reportado como esencial. 

Pocos estudios se han enfocado en la investigación de los antígenos de este parásito que 

estimulan efectivamente una respuesta inmune en el organismo. Por lo que es importante 

incrementar el conocimiento acerca de las proteínas que induzcan una respuesta inmune 

humoral y celular de carácter protector (Lopez-Romero, 2015). La predicción de 

epítopes de células B y T In silico, es una herramienta de gran importancia para la 

identificación de aquellos epítopes que desencadenan una mayor respuesta humoral y 

celular. Los epítopes antigénicos son regiones de la superficie de la proteína que son 

preferencialmente reconocidos por anticuerpos generados por células B (Getzoff y col., 

1988). La predicción de estos epítopes se basa en las propiedades de sus aminoácidos 

tales como la hidrofilicidad (Parker y col., 1986; Hopp y col., 1981), accesibilidad al 

solvente (Emini y col., 1985), estructura secundaria (Pellequer y col., 1993; Levitt, 

1978), flexibilidad (Karplus y col., 1985), localización de los residuos (Larsen y col., 

2006) y antigenicidad (Kolaskar y col., 1990).  

Usualmente los epítopes antigénicos de células B, se clasifican como continuos o 

discontinuos. Un epítope continuo (también llamado lineal) es un fragmento consecutivo 

de la secuencia de una proteína, mientras que el epítope discontinuo se compone de 

varios fragmentos dispersos a lo largo de la secuencia de una proteína, pero aún así 

forma una interface de unión al antígeno en 3D. Actualmente, la mayoría de los métodos 

disponibles de predicción de epítopes, se enfocan principalmente en epítopes continuos 

debido a la simplicidad y la conveniencia de los métodos de investigación disponibles 

(Zhang y col., 2012). 

Los modelos computacionales complementan útilmente el área experimental a 

través del eficiente descubrimiento de péptidos capaces de unirse al MHC y epítopes de 

células T. Dichos modelos han sido aplicados exitosamente en la predicción de epítopes 

de células T en enfermedades infecciosas, cáncer, autoinmunidad y alergias (Bing y col., 

2009).  



 

 

51 
 

Los péptidos extracelulares presentados en las moléculas del MCH II, permiten 

al sistema inmune detectar la presencia de microorganismos ajenos a este 

compartimiento. Sólo una pequeña fracción de los posibles péptidos que son generados a 

partir de proteínas de organismos patógenos, puede desencadenar una respuesta inmune. 

Las moléculas del MHC de clase II, presentan péptidos derivados de proteínas tomadas 

del ambiente extracelular, los cuales estimulan la inmunidad humoral y celular en contra 

de miroorganismos patógenos, a través de la participación de linfocitos T CD 4 
+
. Para 

que un péptido pueda estimular una respuesta de linfocitos T cooperadores, debe unirse 

al MHC clase II en los organelos endocíticos (Castellino y col., 1997; Nielsen y col., 

2010). 

En este trabajo, fueron reveladas las regiones más probables en la proteína 5G8 

que pudieran ser responsables de la activación de la respuesta inmune. Adicionalmente, 

en el análisis se observó la coincidencia de 11 residuos de aminoácidos en el epítope No. 

5 para células B con respecto al epítope de mayor puntaje predicho para linfocitos de 

células T, indicando que la proteína 5G8 posee un epítope potencial de reconocimiento 

que desencadena una respuesta inmune de tipo humoral y celular, el cual podría 

considerarse como blanco de estudio para posteriores análisis e investigaciones 

concernientes a la generación de una posible vacuna efectiva contra el parásito. 

En resumen, este trabajo describe la identificación y caracterización bioquímica e 

inmunológica de la proteína inmunogénica 5G8 del parásito G. lamblia. En el cual se 

evaluó su capacidad protectora de forma indirecta, utilizando el AcMo específico 

generado para esta proteína. Dicha herramienta permite indagar en el conocimiento de 

los mecanismos moleculares involucrados durante un proceso infeccioso, permitiendo 

un mejor entendimiento de la interacción hospedero-parásito. Así mismo, la 

identificación de la naturaleza a la que pertenece esta proteína, el conocimiento de sus 

características específicas y la revelación de sus potenciales epítopes de reconocimiento, 

pueden contribuir sentando las bases moleculares que permitan el futuro desarrollo 

racional de una posible inmunoterapia y medidas profilácticas contra G. lamblia. 
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CONCLUSIONES 

 

 

 Se aisló la proteína 5G8 y se cuenta con la identificación de su secuencia de 

aminoácidos. 

 

 

  La proteína 5G8, está compuesta de una sola cadena polipeptídica. 

 

 

 La proteína 5G8 pertenece a la familia de VSPs. 

 

 

 La proteína 5G8 puede inducir una respuesta inmune protectora en un modelo 

experimental de giardiasis. 

 

 

 Se identificaron epítopes potenciales de reconocimiento tanto para células B como 

para células T. 
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ANEXO 1 

 

 

Cultivo de G. lamblia 

 

Materiales: 

• Incubadora a 37 ºC. 

• Tubos de ensayo 13 x 100 con tapón de rosca estériles. 

• Pipetas serológicas estériles de 10, 5 y 1 mL. 

• Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO). 

• Mechero.  

• Sistema de filtración (Steril aseptic system, millipore, 01730 Bradford 

MA).  

• Filtros de poro 0.45 µm. 

• Campana de flujo laminar (Purifier class II biosafety cabinet, Delta series, 

LABCONCO). 

Reactivos: 

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

Tripticasa.……………..…………………………………….....20 g 
(BBL Triticase Petone Pacnreatic Digest of Casein) BD 211921  445 g. 

Extracto de Levadura ………………………..……….………10 g 

(Bacto Yeast Extracto Technical) BD 288620 500 g. LOT. 3290441  

Dextrosa...……..…………………..…………………….....,….10 g 
(D – (+) – Dextrose) SigmaD9434 500 g. Batch #108K0014 

NaCl...…………………..……………………………………....2 g 
Sigma 5-5886 
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L–Cisteína………………………....…………………………….2 g 
(L-Cisteine Hidrochloride Monohydrate from non-animal Sorce) Sigma C6852-1006  

Fosfato de Sodio dibásico……………………….……………...1 g 
Sigma S0876-1KG  

 

Fosfato de Sodio monobásico…………………………..………0.6 g 
Sigma S0751-500 g.  

 

Bilis………………………………….……………...……....….0.6 g 
(Bile FromBovine and Ovine) Sigma B8381-1006  

 

Ácido ascórbico………………..………..…………………...…0.1 g 
(L-Ascorbic Acid) P.M.= 176 Sigma A5960-25G 065K0181 

 

Citrato férrico amoniacal…………..……………………...……0.023 g 

Antibióticos: 

Ceftriaxona 100 μg/mL (AMSA, Laboratorios, solución inyectable, 

1G/1M/3.5mL). 

Una vez disueltos los componentes en polvo, se ajusta el pH a 6.9 con NaOH. 

Adicionar el antibiótico ceftriaxona (100 µg/mL), Suplementar al 10 % con de suero de 

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

ultrapura. Finalmente esterilizar por filtración con filtro de 0.45 µm. 

Procedimiento: 

1. Adicionar aproximadamente 7.5 mL de medio TYI-S-33 suplementado al 10 % con 

NBCS en un tubo de ensayo 13 x 100 estéril. 

2. Adicionar 0.5 mL de cultivo de G. lamblia en confluencia (1x10
6
  trofozoítos/mL). 

El pase se realiza en condiciones completamente estériles, en una campana de flujo 

laminar Bioseguridad II. 
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ANEXO 2 

 

 

Obtención de Extractos de Proteínas Solubles de G. lamblia 

 

Reactivos: 

Solución reguladora de fosfatos-salina (PBS) pH 7.2 

Inhibidor de proteasas (23 mM 4-(2-aminoetil) fluoruro benceno sulfonilo  

(AEBSF), 0.3 mM pepstatina A, 0.3 mM E-64, 2 mM bestatina, y 100 mM de 

EDTA sódico (Sigma, St. Louis, MO, USA), 

 

Procedimiento: 

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

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

2. Centrifugar a 800 g por 10 minutos a 4 ºC (Fisher Scientific, MARATON 3000 

R) y lavar 3 veces con PBS estéril pH 7.2. 

3. Resuspender en 1.4 mL de PBS pH 7.2. 

4. Obtener la concentración celular por un hematocitometro (5 µL de la suspensión 

celular + 995 µL de PBS, dilución 1:200). Tomar 20 µL de la suspensión + 20 

µL de con azul de tripano (dilución 1:2) (Sigma, T-8154). 

5. Adicionar 5 µL de inhibidor de proteasas (Sigma, St. Louis, MO, USA) y lisar 

las células sometiendo el microtubo a 3 ciclos de congelación y descongelación 
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(congelador -80 ºC. Thermo Fisher Scientific modelo 703) hasta que la 

suspensión esté completamente congelada (aproximadamente 45 minutos).  

6. Retirar del congelador y dejar descongelar a temperatura ambiente 

(aproximadamente 15 minutos). 

7. Sonicar por 3 ciclos de 20 segundos a una amplitud de 10 % (Brandon Sonifier 

250, Shelton, CT, USA) manteniendo el microtubo con el lisado de trofozoítos 

frío durante el proceso. 

8. Centrifugar a 10,000 g a 4 °C por 20 min, recuperar el sobrenadante el cual 

contiene la mezcla heterogénea de proteínas solubles de G. lamblia. Almacenar a 

-80 °C hasta su uso. 
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ANEXO 3 

 

 

Electroforésis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones Ligeramente 

Desnaturalizantes y Reductoras (SDS-PAGE) 

 

 

Reactivos: 

*Acilamida/Bisacrilamida 30% 

           Acrilamida……………………..…30 g 

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

Mezclar en 100 mL de agua MiliQ. Filtrar la solución con un filtro de 0.45 µm. 

Almacenar en frasco color ambar a 4°C. Descartar el reactivo después de 30 días para 

evitar la hidrólisis a ácido acrílico y amoníaco. 

NOTA: La acrilamida monomérica es neurotóxica por lo cual se debe usar mascarilla y 

guantes durante su preparación. 

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

Trizma-base…………………….6.05 g 

Agua ultrapura........……………...40 mL 

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

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

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

   Trizma-base……….………..…...91 g 
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 Agua ultrapura………………....100 mL 

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

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

*Persulfato de amonio (APS) al 10% 

               (NH4)2S2O8…………………..…10 µg 

           Agua ultrapura ……………….100 µL 

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

*Buffer de corrida 1X, pH 8.3 

            Glicina………………..…..……..72 g 

            Trizma-base…………………..15.1 g 

            SDS………………………....…….5 g 

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

X diluir 1:5 la solución stock con agua ultrapura y ajustar el pH a 8.3. Almacenar 

a 4 °C. 

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

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

            Buffer Tris 4X con SDS pH 8.8..............................3.75 mL 

            Agua des-ionizada...................................................5.25 mL 
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            Persulfato de amonio (PSA)....................................0.08 mL 

            TEMED...................................................................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......................................1.25 mL 

            Agua ultrapura....................................................3.05 mL 

            Persulfato de amonio..........................................0.07 mL 

            TEMED..............................................................0.01 mL 

*Solución reguladora muestra (―buffer‖ muestra) 2X. Tris 0.125 M, SDS 0.05 %, 

glicerol 20 % y 2-mercaptoetanol 0.05 %. 

 En un pequeño volumen de agua ultrapura disolver 0.38 g de Trizma-base. 

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

SDS…………………………...1 g 

Glicerol……………………….5 mL 

 2-Mercaptoetanol………...….2.5 mL 

Azul de bromofenol……….…0.5 mg 

Aforar a 25 mL con agua ultrapura y almacenar en congelación. 

 

*Alcohol etílico al 70 % (1 L) 
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            Alcohol etílico absoluto (96 %)…….729.17 mL 

            Agua ultrapura …………………………..270.83 mL 

*Solución Azul de Coomassie 

            Metanol…………………………………....50 % (v/v) 

            Azul de Coomassie brillante R-250………0.05 % (v/v) 

            Ácido acético………………..……..….….10 % (v/v) 

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

 

*Solución Desteñidora I 

            Metanol…………………………………..50 % (v/v) 

            Ácido acético…………………………....10 % (v/v)  

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

 

*Solución Desteñidora II 

            Metanol…………………………………..5 % (v/v) 

            Ácido acético………………………….....7 % (v/v)  

            Agua ultrapura ……..……………….......88 % (v/v) 

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

Preparar el gel de separación 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…………………………….…....0.018 mL 

Mezclar bien y colocar la solución en los vidrios, adicionar alcohol etílico al 70 % y 

dejar polimerizar a temperatura ambiente. 

Preparar el gel concentrador al 12 %: 

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

           Buffer tris 4X/SDS pH 8.8………….….1.25 mL 

           Agua ultrapura………………..………....3.05 mL 

           Persulfato de amonio………………...….0.07 mL 

          TEMED………………………………......0.01 mL 

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

y dejar polimerizar a temperatura ambiente. 
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1. Adicionar el gel de separación al 12 % de 0.75 mm de grosor. Mezclar muy bien y 

colocar el gel en los vidrios y adicionar unas gotitas de alcohol etílico al 70 % con 

una pipeta Pasteur, evitando la formación de burbujas. 

2. Dejar polimerizar por aproximadamente una hora a temperatura ambiente. 

3. Adicionar el gel concentrador, con pozos de 5 mm de ancho aproximadamente y 

poner el peine que formará los pozos inmediatamente después de colocar la solución 

del gel separador entre los vidrios para electroforesis. Dejar polimerizar por una 

hora a temperatura ambiente. 

4. Realizar una dilución del extracto antigénico soluble de G. lamblia 1:5 con solución 

de buffer muestra 6X en un microtubo. Mezclar muy bien la solución de antígeno en 

el vórtex. 

5. Tomar 8 μ 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. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

74 
 

ANEXO 4 

 

 

Determinación de Proteína Por el Micrométodo de Bradford 

 

Reactivos: 

Reactivo de Bradford (Sigma, B-6916) 

 

Material: 

•Microtubos cónicos (eppendorf) de 1.5 mL. 

•Micropuntas (1 y 100 µL). 

•Micropipetas (100-1000 y de 10-100 µL). 

•Placas de 96 pozos (fondo plano).  

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

 

Procedimiento: 

1. Preparar diluciones seriadas a partir de un estándar de albúmina (ABS, Biorad, Quick 

Start Bradford Protein Assay Kit 1 #500-0201) a una concentración de 1.4 mg/mL en 

PBS. Obtener las siguientes concentraciones; 0.088, 0.177, 0.355 y 0.710 mg/mL. 

2. Adicionar 5 µL de la solución de ABS, de la muestra problema y del control negativo 

de PBS en los pozos de la placa por triplicado. 

3. Adicionar por pozo 250 µL del reactivo de Bradford, incubar por 15 min a 

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

4. Graficar la curva estándar de ABS y obtener la ecuación, así como su coeficiente de 

correlación para confirmar la confiabilidad de los datos. 

5. Obtener la concentración de proteína de la muestra problema.   
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ANEXO 5 

 

 

Inmunodetección de la Proteína 5G8 en Antígeno de G. lamblia 

 

Reactivos: 

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

Tris base…………………………...30.3 g 

Glicina………………………..……144.0 g 

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

• Buffer de transferencia 1X Tris-Glicina pH 8.3 

Tris glicina 10X……..……………..100 mL 

Metanol …………………………....200 mL 

SDS……………………………………1 g 

Agua deionizada…………………….800 mL 

Ajustar pH antes de aforar con NaOH o HCl 

• Solución de bloqueo (PBS pH 7.2, leche descremada svelty ® 5 %) 

PBS 1X pH 7.2……………………..20 mL 

Leche svelty ®……………………….2 g 

Mezclar en vortex. Usar esta solución recién preparada. 

PBS-ABS 1 % 

PBS 1X pH 7.2……………………….10 mL 

ABS………………………..….....……..0.1 g 
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Reactivos para el sistema de revelado 

Solución luminol-H2O2. Mezclar un volumen de luminol con un volumen igual de 

H2O2. Para una membrana control se requiere 200 µL de dicha mezcla, para un control 

de dot-blotting se requieren 50 µL. 

Solución reveladora Kodak. Para preparar 400 mL: 

1. Agregar 200 mL de agua destilada. 

2. Adicionar 87 mL de la solución 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 solución en recipientes ámbar y protegidos de la luz a temperatura 

ambiente. 

 

Solución Fijadora Kodak. Para preparar 400 mL: 

1. Agregar 200 mL de agua destilada. 

2. Adicionar 87 mL de solución 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 solución en recipientes ámbar y protegidos de la luz a temperatura 

ambiente. 

Materiales: 

 Tubos de ensaye 13X100 

 Micropuntas de 100 µL 
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Micropipetas de 10-100 µL 

 Pinzas 

 Recipientes de plástico 

 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 solución 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 

solución 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 solución 

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 más de 0.1 A. (para geles de 1.5 mm). 

6. Almacenar la membrana de NC a -20 °C hasta su uso. 
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7. Teñir el gel transferido con azul de Comassie para confirmar la adecuada 

transferencia del antígeno. 

 

Inmunodetección: 

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 solución bloqueadora. 

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

Control de Isotipo aBDC.2, IgG2b) con PBS-ABS 0.1 %. 

4. Incubar en agitación 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-ratón α-IgG peroxidasa conjugada, 

SIGMA) 1:7500 con PBS-ABS 0.1 %. 

7. Incubar en agitación 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 µL de la solución 

quimioluminiscente: una parte de luminol mas una parte de H2O2. Incubar por 10 

minutos a temperatura ambiente. 

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

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

oscuro: 

- Exponer la película 10 segundos en la solución reveladora. 
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-Enjuagar en agua por 10 segundos. 

-Exponer la película 10 segundos en la solución fijadora. 

-Enjuagar en agua por 10 segundos y deje secar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

80 
 

ANEXO 6 

 

 

Tinción Superficial e Intracelular de Trofozoítos de G. lamblia 

 

Soluciones:  

PBS 1X, pH 7.2 frío. 

DMEM-NaN3 0.05 % 

Paraformaldehído 

 Tinción Intracelular: 

1. Fijar trofozoítos de G. lamblia por 30 minutos con 1 % de paraformaldehído. 

2. Lavar (2 veces) con PBS frío, los trofozoítos se permeabilizaron por 5 minutos 

con 0.1 % de Triton X-100 a temperatura ambiente. 

 

Tinción Superficial: 

1. Para la tinción superficial los trofozoítos fueron no permeabilizados. 

2.  Lavar (2 veces) con PBS frío. 

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

isotipo aBDC.2 (IgG2b, 1 µg/mL). 

4. Lavar 2 veces con PBS frío. 
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5. Incubar los trofozoítos por 1 hora a 4 °C con el  anticuerpo anti-ratón IgG de 

cabra conjugado con FITC (diluido a  1:200 con 0.05 % de NaN3-DMEM). 

6. Lavar 2 veces con PBS frío. 

7. Analizar la expresión de la proteína 5G8 por medio de un citómetro de flujo 

Becton Dickinson (Canto II FACS, CA, USA), o analizar la expresión de la proteína 

5G8 por microscopía confocal. 
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ANEXO 7 

 

 

Inducción de Giardiasis en el Modelo Gerbil 

 

Reactivos 

1. Solución reguladora de fosfatos (PBS) 10 X, pH 7.2 

NaH2PO4…..1.9 g 

Na2HPO4…. 12 g 

NaCl...…….. 85 g 

Disolver en 800 mL de agua desionizada, ajusta pH a 7.2 con un Potenciómetro 

(HANNA Instruments. pH 211) y aforar a 1000 mL con agua desionizada. Para preparar 

PBS 1X, diluír 1:10 con agua desionizada. 

Durante su uso en el proceso de infección mantener el PBS a 4 ºC  

 

Método 

1. Someter a los gerbos a infectar a 6 o 9 horas de ayuno, con el fin de favorecer la 

infección. 

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

liberar los trofozoítos adheridos a la pared del tubo.  

3. Lavar los trofozoítos 3 veces en solución PBS 1X, pH 7.2, usando centrífuga (Thermo 

IEC Marathon 3000R, Fisher Scientific) a 800 g por 5 minutos a 4 ºC. 

4. Para su cuantificación en el hemacitómetro (cámara Neubauer) se toma una alícuota 

de estos trofozoítos y se hace una dilución 1:20 con PBS 1X y una posterior dilución 1:2 

con azul de triptano. 
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5. Después del último lavado resuspender la pastilla de trofozoítos en PBS 1X y ajustar a 

1 X 10
6
 trofozoítos en 200 μL de PBS 1X. 

6. Con ayuda de una jeringa para alimentación forzada, se inoculan por vía oral 200 μL 

de la suspensión de trofozoítos a temperatura ambiente. 

Nota: Mantener trofozoítos de G. lamblia a 4 ºC durante toda su manipulación y antes de 

inocular. 
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ANEXO 8 

 

 

Aislamiento y Purificación de Anticuerpos Monoclonales 

 

Material: 

• Incubadora a 37 ºC. 

• Cajas de cultivo estériles. 

• Pipetas serológicas estériles de 10, 5 y 1 mL. 

• Pipetor (Drummond Broomal, Scientific CO). 

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

• Filtros de poro 0.45 µm. 

• Sefarosa (Proteína A 4B, P-9424).                              

• Campana de flujo laminar (Purifier class II biosafety cabinet, Delta series, 

LABCONCO). 

 

Procedimiento: 

 

1. Cultivar los hibridomas (aBDC.2 o 5G8.B5) en condiciones normales, 37 ºC en 

atmósfera de 5 % de CO2. 

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

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

columna la matriz de sefarosa la cual tiene proteína A.  
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4. Pasar los 3 litros de sobrenadante por la columna y una vez unidos los 

anticuerpos a la proteína 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 µL de trizma 1M (pH 8). 

5. Determinar la cantidad de proteína presente en las fracciones de interés, 

utilizando un espectrofotómetro de UV a 280 nm, en una cubeta de cuarzo. Almacenar 

las fracciones con mayor concentración de proteína a -80 ºC, 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 purificación.  
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ANEXO 9 

 

 

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

 

Método: 

1. Preparar 500 mL de solución reguladora de acoplamiento. 

0.1 M NaHCO3…….4.2 g 

0.5 M NaCl………..14.61 g 

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

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

500 mL. 

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

Colocar 2.5 mL del Ac (2.5 mg) más 2.5 mL de solución reguladora de acoplamiento, y 

dializar contra 3 L de solución reguladora de acoplamiento. Utilizar membranas de tubo 

Spectra/Por3 (MWCO 3,500). Part. Num 132720. 

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

acoplamiento. 

5. Remover el Ac del tubo de diálisis con una jeringa. 

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

necesario diluir la muestra 1:20 con solución reguladora de acoplamiento. 

Calcular la cantidad de Ac en la solución de la siguiente manera: 

DO280 X (FD 20) X (1/1.35 mg/mL) = mg de Ac Total 
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7. Pesar un gramo de sefarosa 4B (activada con bromuro de cianógeno) (Sigma,  C-

9142), por cada 10 mg de Ac que se recupere en el paso 5 (Por 2.5 mg de Ac 

recuperado, pesar 0.25 g de sefarosa 4B). 

8. Hidratar las esferas de sefarosa con 1 L de HCl (1 mM), esto se hace en un 

sistema con un embudo de vidrio incorporado a un matraz Kitasato, con una bomba de 

vacío. 

NOTA: No dejar que se sequen las esferas durante los lavados. Incubar por 30 minutos 

en la solución de HCl (1 mM). 

9. Lavar las esferas con solución reguladora de acoplamiento 1X, para eliminar los 

residuos de HCl. En el último lavado, dejar que el buffer se drene hasta el nivel del tope 

de las esferas. 

10. Transferir las esferas (lo más rápido posible) a un tubo falcon de 15 mL, 

conteniendo el Ac dializado, raspando el embudo de cristal con una espátula. 

11. Colocar el tubo, conteniendo el Ac y las esferas, en un rotador por 2 horas a 

temperatura ambiente (determinar el volumen de la solución de anticuerpo y de las 

esferas para una posterior determinación de concentración de Ac unido y liberado de las 

esferas). A este nivel el Ac se acopla a las esferas. 

NOTA: El tubo debe estar sellado con parafilm. 

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

para asegurar el acoplamiento del anticuerpo. Menos del 5 % del Ac no se va a unir a las 

esferas y se quedará en la solución. 
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ANEXO 10 

 

 

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

Inmunoadsorción  

 

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

pozo durante una hora a 37 °C. 

 

2.  Retirar la solución de anticuerpo utilizando una micropipeta y bloquear los sitios 

libres de anticuerpo en el pozo con 1 mL de PBS-BSA 1 % estéril durante una 

hora a 37 °C. 

 

3.  Realizar cinco lavados suaves con PBS estéril, y agregar 2 x 10⁶ trofozoítos de 

G. lamblia de la cepa GS/M-83-H7 en cada pozo previamente resuspendidos en 

PBS-BSA al 1 %.  

 

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

suave utilizando una micropipeta, realizar cinco lavados con PBS estéril. 

 

5. Adicionar medio de cultivo TYI-S33 suplementado con 10 % de suero de ternera 

recién nacida (MICROLAB, LOT. M-8397) e incubar por 10 minutos a 4 °C. 

 

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

obtener una cantidad suficiente. 

 

7.  Realizar una inmunotinción indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal 

5G8.B5 y evaluar el patrón de expresión superficial de los trofozoítos mediante 

citometría de flujo. 
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ANEXO 11 

 

 

Secuencias 

 

Aminoácidos 

 

11.1.- 28 kDa 

MLNKFALVAVILQIARAACTPGTETTNCKDGACNVQIGGETYCSQCYTTSEAPVDGVCTA 

STDSKCTKQDTQNGTCKSCAANYFLFKGGCYQIGQSPGSLICQTASNTDGICQTCKDGYF 

TVSDATATQDSCVACGDENCATCTVGAEQQKCSKCKADGKMYLKKNTGSETGTCVTADEC 

TAAKDYYTDDTSSEPNGKTCKACSAKVENCASCSSEGACQKCASGFVLEGSNCVKSDCST 

ENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPPASA 

 

Sequence Length: 271 aa 

 

 

11.2.- 38 kDa 

 
EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTPTGQCIDECVTISGYYGTADGK 

CKKCEVANCVVCGATGACDLCADGFYGSSCSKCYESCKNCKGATASDCTACPAGRALIYG 

DDPTKGTCGEGCTTGTGKGACKACDLTIDGTKYCSACDTATEYPQNGVCATPTARASSCQ 

SQNVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVTAPTGGTCTKSEPGYNVNSGTLVT 

CGVGCAECTNSDSCTTCASGYVKLTSAATCTKCDAGCATCTTAASTCSTCADGYYLSNSK 

CIACDKSDGSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSASVNKGGLSSGAIAGISVAVIV 

VVGGLVGFLCWWFICRGKA 

 

Sequence Length: 379 aa 

 

11.3.- Constructo 71 kDa (5G8) 

MLNKFALVAVILQIARAACTPGTETTNCKDGACNVQIGGETYCSQCYTTSEAPVDGVCTASTDS

KCTKQDTQNGTCKSCAANYFLFKGGCYQIGQSPGSLICQTASNTDGICQTCKDGYFTVSDATAT

QDSCVACGDENCATCTVGAEQQKCSKCKADGKMYLKKNTGSETGTCVTADECTAAKDYYTDDTS

SEPNGKTCKACSAKVENCASCSSEGACQKCASGFVLEGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEAC

TACVTGMFLTPTGQCIDECVTISGYYGTADGKCKKCEVANCVVCGATGACDLCADGFYGSSCSK

CYESCKNCKGATASDCTACPAGRALIYGDDPTKGTCGEGCTTGTGKGACKACDLTIDGTKYCSA

CDTATEYPQNGVCATPTARASSCQSQNVASGACNTCENGFFKMNGGCYSTSQLPGSTVCVTAPT

GGTCTKSEPGYNVNSGTLVTCGVGCAECTNSDSCTTCASGYVKLTSAATCTKCDAGCATCTTAA

STCSTCADGYYLSNSKCIACDKSDGSIAGVKDCLSCAAPSGSTGPVLCYLVRDSASVNKGGLSS

GAIAGISVAVIVVVGGLVGFLCWWFICRGKA 

 

Sequence Length: 607 aa 
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Nucleótidos 

 

 

11.4.- 28 kDa 

 
ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG 

CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG 

ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA 

AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA 

GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG 

ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC 

ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC 

GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG 

ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC 

ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC 

AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG 

AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC 

GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT 

ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG 

 

Sequence Length: 816 bp 
 

 

11.5.- 38 kDa 

GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC 

CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC 

GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG 

TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT 

TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC 

AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA 

GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA 

TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT 

ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG 

AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC 

GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC 

GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC 

TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA 

TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT 

ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG 

TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC 

GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 

GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC 

GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA 

 

Sequence Length: 1140 bp 
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11.6.- Constructo 71 kDa (5G8) 

ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACGCCAG

GCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAGACATACTG

CTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCAAGTACTGATTCT

AAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCAGCGAACTACTTCCTCT

TTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTGATTTGTCAAACTGCAAGCAA

CACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTCACGGTTTCAGACGCTACTGCTACT

CAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGCGCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGC

AGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAGATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGAC

AGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGCACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGC

AGTGAACCAAATGGTAAGACGTGCAAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCA

GCAGTGAAGGAGCCTGCCAGAAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAA

GAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGC

ACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTA

TCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGT

CTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTTTGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAG

TGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGCAAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTG

GGAGGGCGCTCATCTACGGAGATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGG

CACAGGGAAAGGTGCATGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCC

TGTGACACGGCTACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCT

CGTGTCAGAGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGAT

GAACGGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC

GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACCTGTG

GTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGATATGTCAA

GCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGTACAACTGCTGCC

TCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAGTGCATCGCGTGCGACA

AAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGCGCGGCTCCATCTGGCAGCAC

TGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCGGTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGC

GGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTCGTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCT

GCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA 

Sequence Length: 1824 bp 
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ANEXO 12 

 

 

Alineamientos 

 

Blastp 

 

12.1.- 28 kDa vs 38 kDa 

 

Query  229  EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTP  267 

            EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTP 

Sbjct  1    EGSNCVKSDCSTENCKTCTNPKAANEACTACVTGMFLTP  39 

 

 

Blastn 

 

 

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

28KDa 

> AHHH01000109 | organism=Giardia_Assemblage_B_isolate_GS_B | version=2013-1125  

| length=40569 | SO=contig 

Length=40569 

 

 Score = 1472 bits (1632),  Expect = 0.0 

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

  

Strand = Plus/Plus 

 

Query  1      ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38377  ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG  38436 

 

Query  61     CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG  120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38437  CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG  38496 

 

Query  121    ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA  180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38497  ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA  38556 

 

Query  181    AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38557  AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA  38616 

 

Query  241    GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG  300 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38617  GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG  38676 

 

http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=AHHH01000109
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Query  301    ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC  360 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38677  ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC  38736 

 

Query  361    ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38737  ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC  38796 

 

Query  421    GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38797  GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG  38856 

 

Query  481    ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC  540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38857  ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC  38916 

 

Query  541    ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC  600 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38917  ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC  38976 

 

Query  601    AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG  660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38977  AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG  39036 

 

Query  661    AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC  720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39037  AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC  39096 

 

Query  721    GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT  780 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39097  GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT  39156 

 

Query  781    ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG  816 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39157  ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG  39192 

 

 

38KDa 

> AHHH01000398 | organism=Giardia_Assemblage_B_isolate_GS_B | version=2013-1125  

| length=3083 | SO=contig 

Length=3083 

 

 Score = 2057 bits (2280),  Expect = 0.0 

 Identities = 1140/1140 (100%), Gaps = 0/1140 (0%) 

  

Strand = Plus/Plus 

 

Query  1     GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2     GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC  61 

 

Query  61    CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  62    CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC  121 

 

Query  121   GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  122   GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG  181 

 

Query  181   TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  182   TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT  241 

 

http://giardiadb.org/giardiadb/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=GiardiaDB&source_id=AHHH01000398
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Query  241   TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  242   TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC  301 

 

Query  301   AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  302   AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA  361 

 

Query  361   GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362   GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA  421 

 

Query  421   TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  422   TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT  481 

 

Query  481   ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  482   ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG  541 

 

Query  541   AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  542   AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC  601 

 

Query  601   GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  602   GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC  661 

 

Query  661   GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  662   GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC  721 

 

Query  721   TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  722   TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA  781 

 

Query  781   TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  782   TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT  841 

 

Query  841   ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  842   ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG  901 

 

Query  901   TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  902   TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC  961 

 

Query  961   GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  962   GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG  1021 

 

Query  1021  GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1022  GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC  1081 

 

Query  1081  GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1082  GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA  1141 
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Length=40569 
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 Score = 1855 bits (2056),  Expect = 0.0 

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

  

Strand = Plus/Plus 

 

Query  1      GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39061  GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC  39120 

 

Query  61     CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC  120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  39121  CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCC-ACC  39179 

 

Query  121    GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG  180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39180  GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG  39239 

 

Query  181    TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  39240  TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGACCTT  39299 

 

Query  241    TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC  300 

              ||| ||||||| |||| ||||  || ||||||||||||| ||||||||||||||| |||  

Sbjct  39300  TGCACTGACGGTTTCTTCGGTGAGAACTGCTCTAAGTGCCACGAGAGCTGCAAGAGTTGT  39359 

 

Query  301    AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA  360 

              |  || || |||||    ||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39360  AGCGGGGCCACTGCAGAGGACTGCACAGCGTGCCCCGCCGGGAGGGCGCTCATCTACGGA  39419 

 

Query  361    GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39420  GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGCTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA  39479 

 

Query  421    TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39480  TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT  39539 

 

Query  481    ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG  540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  39540  ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGCCAG  39599 

 

Query  541    AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC  600 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 

Sbjct  39600  AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAACGGCTTCTTCAAGATGAAC  39659 

 

Query  601    GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC  660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39660  GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC  39719 

 

Query  661    GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC  720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39720  GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC  39779 

 

Query  721    TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA  780 

              ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39780  TGTGGTGCTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA  39839 

 

Query  781    TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT  840 

              ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39840  TATGTCAAGCTCACTAGTGCTACCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT  39899 

 

Query  841    ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG  900 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39900  ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG  39959 

 

Query  901    TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC  960 
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              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39960  TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC  40019 

 

Query  961    GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG  1020 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  40020  GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG 40079 

 

Query  1021   GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC  1080 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || |   | ||  

Sbjct  40080  GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTTGCCGCGGTTGTG  40139 

 

Query  1081   GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA  1140 

              || || || || || || || |||||||||||||||||| ||||| | || ||||||||| 

Sbjct  40140  GTAGTTGGAGGACTAGTTGGATTCCTCTGCTGGTGGTTCGTCTGCCGCGGAAAGGCGTGA  40199 

 

 

12.3.- 28 kDa vs Genoma de Giardia lamblia 

AHHH01000109 | organism=Giardia_Assemblage_B_isolate_GS_B | version=2013-11-25  

| length=40569 | SO=contig 

Length=40569 

 

 Score = 1472 bits (1632),  Expect = 0.0 

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

  

Strand = Plus/Plus 

 

Query  1      ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38377  ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG  38436 

 

Query  61     CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG  120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38437  CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG  38496 

 

Query  121    ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA  180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38497  ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA  38556 

 

Query  181    AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38557  AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA  38616 

 

Query  241    GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG  300 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38617  GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG  38676 

 

Query  301    ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC  360 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38677  ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC  38736 

 

Query  361    ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38737  ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC  38796 

 

Query  421    GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38797  GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG  38856 

 

Query  481    ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC  540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38857  ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC  38916 
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Query  541    ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC  600 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38917  ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC  38976 

 

Query  601    AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG  660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38977  AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG  39036 

 

Query  661    AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC  720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39037  AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC  39096 

 

Query  721    GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT  780 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39097  GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT  39156 

 

Query  781    ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG  816 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39157  ACTGGCATGTTTCTCACCCCACCGGCCAGTGCATAG  39192 

 

 

12.4.- 38 kDa vs Genoma de Giardia lamblia 

AHHH01000109 | organism=Giardia_Assemblage_B_isolate_GS_B | version=2013-11-25  

| length=40569 | SO=contig 

Length=40569 

 

 Score = 1855 bits (2056),  Expect = 0.0 

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

  

Strand = Plus/Plus 

 

Query  1      GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39061  GAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACCGAGAACTGCAAGACGTGCACCAAC  39120 

 

Query  61     CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCCGACC  120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  39121  CCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTTACTGGCATGTTTCTCACCCC-ACC  39179 

 

Query  121    GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG  180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39180  GGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGCTACTACGGAACAGCTGATGGCAAG  39239 

 

Query  181    TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTT  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  39240  TGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGCGGGGCAACTGGAGCGTGCGACCTT  39299 

 

Query  241    TGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAGTGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGC  300 

              ||| ||||||| |||| ||||  || ||||||||||||| ||||||||||||||| |||  

Sbjct  39300  TGCACTGACGGTTTCTTCGGTGAGAACTGCTCTAAGTGCCACGAGAGCTGCAAGAGTTGT  39359 

 

Query  301    AAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCTGCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGA  360 

              |  || || |||||    ||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39360  AGCGGGGCCACTGCAGAGGACTGCACAGCGTGCCCCGCCGGGAGGGCGCTCATCTACGGA  39419 

 

Query  361    GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39420  GATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGCTGCACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCA  39479 
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Query  421    TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39480  TGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAGTACTGCTCTGCCTGTGACACGGCT  39539 

 

Query  481    ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAG  540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  39540  ACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCGACTGCACGTGCCTCCTCGTGCCAG  39599 

 

Query  541    AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAATGGCTTCTTCAAGATGAAC  600 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 

Sbjct  39600  AGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGTGAAAACGGCTTCTTCAAGATGAAC  39659 

 

Query  601    GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC  660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39660  GGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCGACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACC  39719 

 

Query  661    GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC  720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39720  GGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAATGTGAATAGCGGCACCCTTGTAACC  39779 

 

Query  721    TGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA  780 

              ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39780  TGTGGTGCTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGATTCATGTACTACATGTGCATCTGGA  39839 

 

Query  781    TATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT  840 

              ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39840  TATGTCAAGCTCACTAGTGCTACCACTTGCACAAAGTGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGT  39899 

 

Query  841    ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG  900 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39900  ACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGACGGGTACTACCTCTCTAACAGCAAG  39959 

 

Query  901    TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC  960 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39960  TGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCCGGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGC  40019 

 

Query  961    GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG  1020 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  40020  GCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGCTACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCG  40079 

 

Query  1021   GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTC  1080 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || |   | ||  

Sbjct  40080  GTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCGGGGATCTCCGTTGCCGCGGTTGTG  40139 

 

Query  1081   GTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGGTTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA  1140 

              || || || || || || || |||||||||||||||||| ||||| | || ||||||||| 

Sbjct  40140  GTAGTTGGAGGACTAGTTGGATTCCTCTGCTGGTGGTTCGTCTGCCGCGGAAAGGCGTGA 

 

 

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

> AHHH01000109 | organism=Giardia_Assemblage_B_isolate_GS_B | version=2013-11-25  

| length=40569 | SO=contig 

Length=40569 

 

 Score = 3088 bits (3424),  Expect = 0.0 

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

  

 Strand = Plus/Plus 

 

Query  1      ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  38377  ATGTTGAATAAATTTGCCCTTGTAGCCGTAATTCTCCAGATCGCCCGGGCCGCCTGCACG  38436 

 

Query  61     CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG  120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38437  CCAGGCACTGAAACTACTAACTGCAAGGATGGCGCATGCAACGTCCAGATTGGCGGTGAG  38496 

 

Query  121    ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA  180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38497  ACATACTGCTCGCAGTGCTACACAACAAGCGAAGCACCAGTTGATGGGGTATGCACAGCA  38556 

 

Query  181    AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38557  AGTACTGATTCTAAATGCACAAAACAGGATACCCAAAATGGCACTTGTAAATCCTGCGCA  38616 

 

Query  241    GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG  300 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38617  GCGAACTACTTCCTCTTTAAGGGAGGGTGCTATCAAATCGGACAATCTCCCGGTAGTTTG  38676 

 

Query  301    ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC  360 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38677  ATTTGTCAAACTGCAAGCAACACCGATGGAATCTGTCAAACTTGTAAGGATGGCTACTTC  38736 

 

Query  361    ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38737  ACGGTTTCAGACGCTACTGCTACTCAGGACTCCTGTGTTGCCTGCGGGGACGAGAACTGC  38796 

 

Query  421    GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38797  GCAACGTGCACAGTAGGAGCAGAACAGCAGAAGTGCAGCAAGTGCAAGGCCGACGGCAAG  38856 

 

Query  481    ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC  540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38857  ATGTACCTGAAGAAGAATACTGGTAGTGAGACAGGCACCTGCGTCACTGCCGACGAGTGC  38916 

 

Query  541    ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC  600 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38917  ACAGCAGCCAAGGATTATTACACAGACGATACCAGCAGTGAACCAAATGGTAAGACGTGC  38976 

 

Query  601    AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG  660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  38977  AAGGCGTGCAGCGCAAAGGTGGAGAACTGTGCTTCCTGCAGCAGTGAAGGAGCCTGCCAG  39036 

 

Query  661    AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC  720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39037  AAGTGCGCCTCTGGCTTTGTATTGGAGGGATCGAACTGCGTCAAGAGCGATTGCAGTACC  39096 

 

Query  721    GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT  780 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39097  GAGAACTGCAAGACGTGCACCAACCCGAAGGCAGCCAACGAGGCCTGCACAGCGTGTGTT  39156 

 

Query  781    ACTGGCATGTTTCTCACCCCGACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGC  840 

              |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39157  ACTGGCATGTTTCTCACCCC-ACCGGCCAGTGCATAGACGAGTGCGTAACTATCTCCGGC  39215 

 

Query  841    TACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGC  900 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39216  TACTACGGAACAGCTGATGGCAAGTGCAAGAAATGCGAAGTTGCTAACTGCGTCGTCTGC  39275 

 

Query  901    GGGGCAACTGGAGCGTGCGATCTTTGCGCTGACGGCTTCTACGGTTCGAGCTGCTCTAAG  960 

              |||||||||||||||||||| |||||| ||||||| |||| ||||  || |||||||||| 

Sbjct  39276  GGGGCAACTGGAGCGTGCGACCTTTGCACTGACGGTTTCTTCGGTGAGAACTGCTCTAAG  39335 

 

Query  961    TGCTACGAGAGCTGCAAGAATTGCAAAGGAGCTACTGCCAGCGACTGCACAGCGTGCCCT  1020 

              ||| ||||||||||||||| ||| |  || || |||||    |||||||||||||||||  

Sbjct  39336  TGCCACGAGAGCTGCAAGAGTTGTAGCGGGGCCACTGCAGAGGACTGCACAGCGTGCCCC  39395 

 

Query  1021   GCTGGGAGGGCGCTCATCTACGGAGATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGTTGC  1080 
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              || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  39396  GCCGGGAGGGCGCTCATCTACGGAGATGATCCCACCAAGGGCACGTGCGGAGAGGGCTGC  39455 

 

Query  1081   ACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCATGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAG  1140 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39456  ACGACAGGCACAGGGAAAGGTGCATGTAAGGCATGCGATTTAACGATCGACGGGACGAAG  39515 

 

Query  1141   TACTGCTCTGCCTGTGACACGGCTACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCG  1200 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39516  TACTGCTCTGCCTGTGACACGGCTACTGAATATCCGCAGAACGGCGTGTGTGCGACGCCG  39575 

 

Query  1201   ACTGCACGTGCCTCCTCGTGTCAGAGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGT  1260 

              |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39576  ACTGCACGTGCCTCCTCGTGCCAGAGCCAAAATGTTGCTAGTGGTGCGTGCAATACTTGT  39635 

 

Query  1261   GAAAATGGCTTCTTCAAGATGAACGGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCG  1320 

              ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39636  GAAAACGGCTTCTTCAAGATGAACGGGGGCTGCTACTCCACCAGCCAGCTCCCGGGGTCG  39695 

 

Query  1321   ACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACCGGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAAT  1380 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39696  ACGGTGTGCGTCACTGCGCCGACCGGAGGAACATGCACCAAATCAGAGCCGGGCTACAAT  39755 

 

Query  1381   GTGAATAGCGGCACCCTTGTAACCTGTGGTGTTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGAT  1440 

              ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39756  GTGAATAGCGGCACCCTTGTAACCTGTGGTGCTGGCTGCGCTGAGTGTACCAACTCTGAT  39815 

 

Query  1441   TCATGTACTACATGTGCATCTGGATATGTCAAGCTCACTAGTGCTGCCACTTGCACAAAG  1500 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| 

Sbjct  39816  TCATGTACTACATGTGCATCTGGATATGTCAAGCTCACTAGTGCTACCACTTGCACAAAG  39875 

 

Query  1501   TGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGTACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGAC  1560 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39876  TGCGACGCTGGGTGTGCCACGTGTACAACTGCTGCCTCAACCTGCAGCACCTGCGCCGAC  39935 

 

Query  1561   GGGTACTACCTCTCTAACAGCAAGTGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCC  1620 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39936  GGGTACTACCTCTCTAACAGCAAGTGCATCGCGTGCGACAAAAGCGATGGCAGCATCGCC  39995 

 

Query  1621   GGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGCGCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGC  1680 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  39996  GGCGTCAAAGACTGCCTGAGCTGCGCGGCTCCATCTGGCAGCACTGGCCCTGTCCTCTGC  40055 

 

Query  1681   TACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCGGTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCG  1740 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  40056  TACCTCGTGAGGGACAGCGCCTCGGTCAACAAGGGCGGCCTCAGCAGCGGGGCGATCGCG  40115 

 

Query  1741   GGGATCTCCGTCGCAGTAATAGTCGTTGTCGGGGGCCTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTGG  1800 

              ||||||||||| || |   | || || || || || || || || ||||||||||||||| 

Sbjct  40116  GGGATCTCCGTTGCCGCGGTTGTGGTAGTTGGAGGACTAGTTGGATTCCTCTGCTGGTGG  40175 

 

Query  1801   TTCATCTGCAGGGGCAAGGCGTGA  1824 

              ||| ||||| | || ||||||||| 

Sbjct  40176  TTCGTCTGCCGCGGAAAGGCGTGA  40199 
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ANEXO 13 

 

 

Predicción de Epítopes 

 

13.1.-Células B 
 

13.1.1.-Bepipred linear epitope prediction 

No. Start End Peptide Length 

1 18 32 ACTPGTETTNCKDGA 15 

2 36 38 QIG 3 

3 40 42 ETY 3 

4 47 77 YTTSEAPVDGVCTASTDS

KCTKQDTQNGTCK 

31 

5 92 99 QIGQSPGS 8 

6 105 111 ASNTDGI 7 

7 120 130 FTVSDATATQD 11 

8 132 135 CVAC 4 

9 138 140 ENC 3 

10 145 157 VGAEQQKCSKCKA 13 

11 166 201 NTGSETGTCVTADECTAA

KDYYTDDTSSEPNGKTCK 

36 

12 212 220 SCSSEGACQ 9 

13 233 254 CVKSDCSTENCKTCTNPK

AANE 

22 

14 269 271 GQC 3 

15 281 290 YYGTADGKCK 10 

16 313 315 FYG 3 

17 327 340 NCKGATASDCTACP 14 

18 346 369 IYGDDPTKGTCGEGCTTG

TGKGAC 

24 

19 381 382 YC 2 

20 386 415 DTATEYPQNGVCATPTAR

ASSCQSQNVASG 

30 

21 417 419 CNT 3 

22 430 439 GCYSTSQLPG 10 

23 442 462 VCVTAPTGGTCTKSEPGY

NVN 

21 

24 476 484 CTNSDSCTT 9 
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13.1.2. - Emini surface accessibility prediction  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

25 498 498 C 1 

26 501 501 C 1 

27 506 506 A 1 

28 508 518 CTTAASTCSTC 11 

29 533 540 DKSDGSIA 8 

30 549 556 AAPSGSTG 8 

31 567 577 ASVNKGGLSSG 11 

No. Start End Peptide Length 

1 22 28 GTETTNC 7 

2 46 53 CYTTSEAP 8 

3 61 75 STDSKCTKQDTQNGT 15 

4 146 151 GAEQQK 6 

5 155 170 CKADGKMYLKKNTGSE 16 

6 183 199 AKDYYTDDTSSEPNGKT 17 

7 246 252 CTNPKAA 7 

8 348 353 GDDPTK 6 

9 387 393 TATEYPQ 7 

10 433 438 STSQLP 6 

11 453 462 TKSEPGYNVN 10 

12 565 570 DSASVN 6 
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13.1.3. - kolaskar & tongaonkar antigenicity prediction 

No. Start End Peptide Length 

1 4 21 KFALVAVILQIARAACTP 18 

2 30 36 DGACNVQ 7 

3 40 49 ETYCSQCYTT 10 

4 51 61 EAPVDGVCTAS 11 

5 76 105 CKSCAANYFLFKGGCYQI

GQSPGSLICQTA 

30 

6 109 125 DGICQTCKDGYFTVSDA 17 

7 129 138 QDSCVACGDE 10 

8 140 157 CATCTVGAEQQKCSKCKA 18 

9 172 185 GTCVTADECTAAKD 14 

10 200 237 CKACSAKVENCASCSSEG

ACQKCASGFVLEGSNCVK

SD 

38 

11 253 263 NEACTACVTGM 11 

12 267 282 PTGQCIDECVTISGYY 16 

13 288 312 KCKKCEVANCVVCGATGA

CDLCADG 

25 

14 315 328 GSSCSKCYESCKNC 14 

15 333 348 ASDCTACPAGRALIYG 16 

16 368 375 ACKACDLT 8 

17 379 388 TKYCSACDTA 10 

18 393 400 QNGVCATP 8 

19 403 420 RASSCQSQNVASGACNTC 18 

20 431 447 CYSTSQLPGSTVCVTAP 17 

21 464 476 GTLVTCGVGCAEC 13 

22 482 534 CTTCASGYVKLTSAATCT

KCDAGCATCTTAASTCST

CADGYYLSNSKCIACDK 

53 

23 539 552 IAGVKDCLSCAAPS 14 

24 555 566 TGPVLCYLVRDS 12 
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13.2.-Células T 
 

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

67  T K Q D T Q N G T C K S C A A 26 

95  Q S P G S L I C Q T A S N T D 22 

186  Y Y T D D T S S E P N G K T C 20 

114  T C K D G Y F T V S D A T A T 18 

121  T V S D A T A T Q D S C V A C 18 

182  A A K D Y Y T D D T S S E P N 18 

308  L C A D G F Y G S S C S K C Y 18 

370  K A C D L T I D G T K Y C S A 18 

533  D K S D G S I A G V K D C L S 18 

541  G V K D C L S C A A P S G S T 18 

28  C K D G A C N V Q I G G E T Y 16 

87  K G G C Y Q I G Q S P G S L I 16 

127  A T Q D S C V A C G D E N C A 16 

130  D S C V A C G D E N C A T C T 16 

136  G D E N C A T C T V G A E Q Q 16 

142  T C T V G A E Q Q K C S K C K 16 

171  T G T C V T A D E C T A A K D 16 

200  C K A C S A K V E N C A S C S 16 

212  S C S S E G A C Q K C A S G F 16 

266  T P T G Q C I D E C V T I S G 16 

270  Q C I D E C V T I S G Y Y G T 16 

293  E V A N C V V C G A T G A C D 16 

391  Y P Q N G V C A T P T A R A S 16 

402  A R A S S C Q S Q N V A S G A 16 

422  N G F F K M N G G C Y S T S Q 16 

475  E C T N S D S C T T C A S G Y 16 

564  R D S A S V N K G G L S S G A 16 

4  K F A L V A V I L Q I A R A A 14 

5  F A L V A V I L Q I A R A A C 14 

6  A L V A V I L Q I A R A A C T 14 

21  P G T E T T N C K D G A C N V 14 
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31  G A C N V Q I G G E T Y C S Q 14 

70  D T Q N G T C K S C A A N Y F 14 

94  G Q S P G S L I C Q T A S N T 14 

105  A S N T D G I C Q T C K D G Y 14 

116  K D G Y F T V S D A T A T Q D 14 

193  S E P N G K T C K A C S A K V 14 

201  K A C S A K V E N C A S C S S 14 

203  C S A K V E N C A S C S S E G 14 

221  K C A S G F V L E G S N C V K 14 

228  L E G S N C V K S D C S T E N 14 

247  T N P K A A N E A C T A C V T 14 

304  G A C D L C A D G F Y G S S C 14 

346  I Y G D D P T K G T C G E G C 14 

405  S S C Q S Q N V A S G A C N T 14 

484  T C A S G Y V K L T S A A T C 14 

499  T K C D A G C A T C T T A A S 14 

520  D G Y Y L S N S K C I A C D K 14 

524  L S N S K C I A C D K S D G S 14 

536  D G S I A G V K D C L S C A A 14 

556  G P V L C Y L V R D S A S V N 14 

557  P V L C Y L V R D S A S V N K 14 

567  A S V N K G G L S S G A I A G 14 

 
 


