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RESUMEN

Giardiosis es la enfermedad ocasionada por el pardsito protozoario 6. lamblia
(Sin. &. intestinalis, 6. duodenalis) a partir de la ingestion de quistes, la mayoria
de las veces por contaminacién fecal o por alimentos y agua contaminados.
Después del desenquistamiento en el intestino delgado superior, los trofozoitos
se adhieren a las células epiteliales intestinales, lo que representa el primer
paso en la patogénesis de la enfermedad. En estudios previos de nuestro grupo
se demostré que proteinasas del tipo cisteina, serina y metalo son importantes
en la adhesion de este pardsito a la linea celular epitelial IEC6, por lo que nos
intereso analizar la presencia de proteinasas en sobrenadantes de trofozoitos
de la cepa WB cultivados solos o en interaccidn con las células TEC6, asi como su
participacion en el proceso de adhesion. Asimismo, se investigo el
reconocimiento de la superficie de las células IEC6 por las proteinasas del
pardsito mediante el empleo de un ensayo de ligandos-proteinasa y se
caracterizo a las proteinasas involucrada(s). Posteriormente, se realizé la
localizacién de estas por inmunofluorescencia indirecta (IFI).

En este estudio demostramos la secrecién de proteinasas del tipo cisteina.
Cuando se analizaron los sobrenadantes de los trofozoitos cultivados solos se
detectaron 7 bandas con actividad proteolitica y pesos moleculares de 198, 135,
120, 107, 73, 30 y 22 kDa y cuando los trofozoitos se pusieron en interaccion
con la linea celular TEC6 y se analizé el sobrenadante, se observé un aumento en
la actividad proteolitica de las bandas de 135, 107, 30 y 22 kDa. Con el empleo
de inhibidores especificos de proteinasas como E64 y TPCK, se observé efecto
tanto en la secrecién de proteinasas como en la inhibicién de la adhesion del
pardsito a las células epiteliales (36 y 45% respectivamente).

Asimismo, se demostré la unién a la superficie de las células TEC6 de una
proteinasa de 90 kDa, la cual estd presente en el lisado total de los trofozoitos
de &. /amblia. Esta proteinasa fue caracterizada y se observé que es del tipo
cisteina (CP90), con un pI de 6.8 y su actividad es éptima a pH 5.5 y 37°C. De
manera interesante también se observé que CP90 degrada sustratos diferentes
a gelatina, como Ig6 e IgA. Se determiné su localizacion en la superficie del
trofozoito por IFI.



Los resultados obtenidos en este estudio proveen evidencias importantes
relacionadas con la participacién de cisteina proteinasas secretadas por los
trofozoitos de la cepa WB en el proceso de adhesion a las células epiteliales, sin
embargo, se necesitan mds estudios para determinar el mecanismo de accién de
CP90.



ABSTRACT

Giardiosis caused by the protozoan parasite &./amblia (Sin. 6. intestinalis, 6.
duodenalis), results from the ingestion of cysts, most commonly from faecal
contamination of water and food. After excystation in the upper small intestine,
trophozoites adhere to epithelial intestinal cells, representing the first step in the
pathogenesis of the disease. Previous studies from our group have shown that
cysteine, serine and metallo proteinases from this parasite are important in the
adhesion of the parasite to the epithelial cell line TEC6. It was our interest to
analyze the presence of proteinases in the supernatants of trophozoites cultured
alone or after interaction with IEC6 cells and their participation in the adhesion
process. In addition, the recognition of IEC6 cell surface by parasite proteinases
was investigated by using the ligand-proteinase assay and their characterization
was also performed. Finally, the localization of the parasite proteinase(s) was
evaluated by indirect immunofluorescence (IFI).

In this study demonstrated the secretion of cysteine proteinases by the
parasite. When the supernatant of trophozoites cultured alone was analyzed, 7
bands of proteolytic activity were detected with MW of 198, 135, 120, 107, 73, 30
and 22 kDa and a major increase in proteolytic activity of molecules of 135, 107, 30
and 22 kDa was observed when the trophozoites were co-cultured with IEC6 cells.
Besides, the use of specific proteinase inhibitors such as E64 and TPCK had effect
on the proteinase secretion and also reduced the adhesion of the parasite to
epithelial cells (36 and 45% respectively).

The recognition of the IEC6 cell surface by a 90 kDa proteinase present in
total lysates of &. /amblia trophozoites was also demonstrated. It was determined
that this proteinase is a cysteine proteinase (CP90), with a pI of 6.8 and optimal
activity at 37°C and pH 5.5. Interestingly, CP90 degraded substrates other than
gelatin, such as IgG and IgA. CP90 was determined by IFI to be localized on the
trophozoite surface.

The results obtained in this study provide important evidence related to the
participation of cysteine proteinases secreted by WB trophozoites in their adhesion
to epithelial cells.



Indeed, the localization of CP90 on the parasite surface, strongly suggests
the involvement of this molecule in the parasite-host relationship. Further studies
are needed in order fo determine the mechanism in which CP90 is participating in
this process



I. INTRODUCCION

Las infecciones del tracto gastrointestinal por protozoarios ocurren a nivel
mundial y fienen tasas de morbilidad y mortalidad significativas. A este respecto, la
giardiosis, cuyo agente etioldgico es Giardia lamblia (sinénimo: &. duodenalis, 6.
intestinalis) es una parasitosis cosmopolita, prevalente en paises en desarrollo y que
desde 1960 se ha asociado a brotes epidémicos importantes en paises altamente
industrializados, entre ellos Nueva Zelanda y Estados Unidos de Norteamérica. &.
Jamblia es un pardsito no invasivo el cual ocasiona a nivel mundial un estimado de 10°
casos por afio (Lane y Lloyd, 2002). Entre las infecciones intestinales producidas por
protozoarios, la giardiosis se encuentra entre las mds comunes en humanos en todo
el mundo. El hdbitat natural de &. /amblia es la parte alta del intestino delgado
(duodeno y yeyuno). La infeccién puede cursar de manera asintomdtica o bien
producir alteraciones como diarrea aguda o crdnica y ocasionalmente sindrome de

absorcion intestinal deficiente (Farthing, 1992).

I. 1. Taxonomia, Sistematica y Nomenclatura

En la mayor parte de los reportes que existen en la literatura desde el punto de
vista evolutivo (Adam, 2001; Lloyd y Wallis, 2001; Lloyd y Harris, 2002) colocan a &.
lamblia en la base del drbol eucaridético. Representa un género que divergié
tempranamente de los procariontes y aunque se clasifica como eucarionte, comparte
mds caracteristicas con organismos procariontes que con eucariontes (Peattie,
1990). Este microorganismo microaerofilico, carece tanto de mitocondrias como de

hidrogenosomas y muestra muchas caracteristicas metabdlicas que lo hacen similar



a las bacterias (Brown y cols., 1998). Se han clonado varios genes de Giardia que
codifican para diversas proteinas cominmente localizadas en mitocondria en otros
organismos, indicando que pudo haber ocurrido la evolucién a partir de un ancestro
que si tenia mitocondria (Embley y Hirt, 1998). Asi, Giardia pudo haber evolucionado
como un pardsito a partir de un flagelado aerdbico de vida libre tipico (Fenchel y
Finlay, 1995). Su metabolismo y secuencias génicas han conducido a considerarlo
como un eucariote simple, anaerdbico, primitivo y tempranamente divergente,
localizdndolo filogenéticamente en la base del drbol evolutivo de los organismos
eucariotes. Giardia es un ejemplo de un pardsito sorprendentemente bien adaptado
a las caracteristicas del hospedero y a los retos cambiantes que frecuentemente
encontramos en el microambiente del intestino. Kunstler en 1882 propuso el nombre
del género Giardia, y en 1888 Blanchard llama al género /amb/ia, en honor al médico
checo Wilem Lambl quien redescubre y redescribe a estos organismos en 1859. Un
cuarto de siglo mds tarde, se reconocié que los nombres del género Giardiay /lamblia

eran sinonimos.

La clasificacion mds reciente considera el género Giardia incluido en el subfilum
Sarcomastigofora (locomocidén por flagelos, seudépodos o ambos), en la superclase
Mastigofora (locomocion por flagelos), clase Zoomastigofora (cloroplastos ausentes)
y orden Diplomonadida (organelos duplicados). Hasta la mitad de este siglo fue
comin asignar nombres de especies al género Giardia en base a la especificidad del
hospedero y a las dimensiones corporales de éste. Usando este criterio se han
descrito mads de 40 especies de Giardia. Sin embargo, cuando el organismo se separa

del hospedero no puede ser diferenciado de otros de diferentes especies animales.



Debido a esta limitante, Filice (1952) propuso una nomenclatura basada en la
diferenciacion en la forma de los cuerpos medios y en el tamaiio y forma del cuerpo.
Aplicando este criterio, Filice propuso reducir el nimero total de especies de

Giardia a tres, de la siguiente manera:

a) Giardia agilis que tiene el cuerpo medio en forma de gota paralelo al eje axial del
cuerpo. Los frofozoitos son angostos y largos (20 x 4.5 um) y se ha descrito
dnicamente en anfibios y peces.

b) &iardia muris con dos cuerpos medios redondos y pequefios en el centro del
trofozoito; esta especie ha sido encontrada en roedores, aves y reptiles.

c) Giardia lamblia (sin. 6. duodenalis, 6. intestinalis) se distingue principalmente
por cuerpos medios que parecen la cabeza de un martillo acomodados
transversalmente en todo el cuerpo y que usualmente son dobles aunque en algunas
ocasiones sélo hay uno. El promedio de tamafio de esta especie obtenido a partir de
diferentes hospederos es de 11-16 um de largo y entre 5-9 um de ancho. Este
pardsito ha sido encontrado en una gran variedad de mamiferos hospederos, los que
incluyen al hombre, roedores, reptiles y algunas aves (Meyer, 1990).

Cabe mencionar que existen otras clasificaciones de las especies de &iardia en
funcién de otras caracteristicas morfoldgicas. Asi, existe la especie 6. psittaci
clasificada en funcién de la forma del cuerpo medio (garra de martillo) y por la
presencia de un flanco ventrolateral incompleto asi como la carencia de surco
ventral. Por otro lado, la especie que se aislé de la garza azul y que es

morfoldgicamente distinta a otras especies, se le llamé 6. ardae, su cuerpo medio



es similar al de &. muris'y &. lamblia, pero por su disco ventrolateral y la presencia

de un solo flagelo caudal es mds parecida a &. muris (Adam, 1991)

I.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de &iardia incluye dos formas: el frofozoito y el quiste, se inicia
cuando (Figura 1) un hospedero adecuado ingiere el quiste, el cual es inducido a
desenquistarse por diversos factores, entre ellos la acidez estomacal y la
alcalinidad asociada a secreciones con proteasas pancredticas. El desenquistamiento
usualmente se lleva a cabo en el intestino delgado (duodeno) del hospedero y
termina cuando se da la ruptura del quiste y emerge una masa tetranucleada de
protoplasma denominada exquizoito (Svard y cols., 2003). Esta dltima se diferencia
en dos trofozoitos que se adhieren al epitelio del intestino delgado por medio del
disco adhesivo. El proceso de fisién binaria se lleva a cabo repetidamente y cuando
los trofozoitos se desprenden del epitelio intestinal, éstos se transforman en
quiste. Durante el proceso de enquistamiento, el frofozoito que conserva dos
ndcleos llega a ser un quiste binucleado. Posteriormente cada uno de estos dos
ndcleos lleva a cabo una Unica division, dando como resultado un quiste
tetranucleado, el cual es excretado y el ciclo de vida se completa cuando un nuevo

hospedador ingiere los quistes infectantes.
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Figura 1. Ciclo de vida de &iardia lamblia

Tomada de Meyer, 1974

Los trofozoitos, que infectan el intestino delgado proximal y ocasionan la
enfermedad, son de forma piriforme de simetria bilateral y miden 12-14 um de largo
y entre 5-8 um de ancho. Presentan una superficie dorsal convexa y una superficie
ventral plana en donde se encuentra el disco ventral caracteristico de este género.
Sus movimientos en espiral dan la impresién de "una hoja de drbol que cae”. Cada uno
de los trofozoitos presenta dos nlcleos, cuatro pares de flagelos, los que se
encuentran dispuestos en simetria bilateral, y dependiendo de la especie, se
encuentran uno o dos cuerpos medios, carecen de mitocondrias. El reticulo

endopldsmico rugoso y el aparato de Golgi son aparentes durante la secrecion de



componentes requerida para el enquistamiento (Reiner y cols., 1990). El
citoesqueleto estd constituido por tubulina, actina, proteinas motoras, proteinas
asociadas y otras clases de proteinas. Recientemente se demostrd la presencia de
un nuevo grupo de vesiculas unidas a la membrana en trofozoitos de &. lamb/ia. Estas
son diferentes a las ya descritas del sistema endomembranoso de &iardia, asi como
del reticulo endopldsmico, de las vesiculas periféricas tipo lisosoma y las vesiculas
especificas de enquistamiento que aparecen durante la diferenciacion de los
trofozoitos a quistes. Las nuevas vesiculas miden entre 100-150 nm de didmetro por
lo que son mds pequefias que las vesiculas periféricas y de enquistamiento. Se
sugiere que podrian ser una fuente de nuevas membranas para el crecimiento de la
célula, o servir como vesiculas secretorias, es probable que sean porciones o
fracciones especializadas del RE que lleven a cabo algunas funciones del Golgi o bien
que sean estructuras que contienen enzimas, ya que &iardia carece de mitocondrias.
En este sentido, Giardia presenta enzimas que maduran en un organelo unido a
membrana determinado mitosoma (Tovar y cols., 2003) como por ejemplo la NADH
peroxidasa y la piruvato-ferredoxina oxidoreductasa, en un organelo unido a
membrana no identificado.

Los trofozoitos de &iardia se alimentan por pinocitosis y se han descrito numerosas

vacuolas digestivas cerca de la superficie dorsal (Adam, 2001).

El quiste es la forma de resistencia e infectiva del pardsito; presenta una
morfologia eliptica y mide aproximadamente de 6 a 10 um de largo. Este se
encuentra rodeado por una pared de 0.3 um de grosor, la cual estd compuesta de una

membrana interna y una capa filamentosa externa (Erlandsen y cols., 1990). La



pared filamentosa externa estd compuesta de proteinas (37%) y filamentos de
hidratos de carbono (63%) (Jarroll y cols., 1989; Gerwing y cols., 2002).
Dependiendo de la madurez del quiste, se pueden identificar de dos a cuatro nicleos
e internamente se encuenfran axonemas flagelares, ribosomas y fragmentos del
disco ventral. Lujan y cols. (1995a) identificaron una proteina de la pared del quiste
de 26 kDa, denominada CWP1. Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales
contra antigenos de la pared del quiste, se cloné también el gen que codifica para
otra proteina de la pared del quiste, CWP2 (Mowatt y cols., 1996). Se observé que
durante el proceso de enquistamiento la expresion de ambas proteinas tiene
cinéticas idénticas que se combinan para formar un complejo estable el cual es
localizado en las vesiculas especificas de enquistamiento antes de su incorporacion
en la pared del quiste. Ambas proteinas contienen 5 copias en tandem de
repeticiones de 24 residuos ricas en leucina, las cuales estdn implicadas en las

interacciones proteina-proteina.

Por otro lado, Touz y cols. (2002) demostraron que la expresion de CWP1y CWP2
se induce coordinadamente y ambas se concentran dentro de vesiculas secretorias
especificas de enquistamiento antes de su polimerizacién extracelular, aun cuando
hay similitud entre ellas en el extremo amino terminal. Ademds, CWP2 incluye una
extension de 121 a.a en el extremo carboxilo. En este estudio se demostré que esta
extensidn, rica en residuos bdsicos, es separada de CWP2 por una cisteina-
proteinasa intracelular antes de la formacion de la pared del quiste. Esta proteinasa
es inducida durante el enquistamiento como las CWP's. Asimismo se reporto que

inhibidores especificos de proteasas impiden la liberacién de los materiales de la



pared del quiste, evitando la formacion de la pared quistica. Por otro lado se reporté
la purificacidn, clonacién y caracterizacion de dicha cisteina-proteinasa especifica
de enquistamiento responsable del proceso proteolitico de CPW?2 que es homdloga a
la catepsina C lisosomal. Esta proteinasa posee caracteristicas Unicas como son el
dominio transmembranal y una cola citopldsmica corta, caracteristicas que hacen que
esta proteinasa se convierta en la catepsina C mds divergente reportada a la fecha,
lo cual abre la posibilidad a una gama de estudios con respecto a la formacién de la

pared del quiste en Giardia.

Macechko y cols. (1992) describieron una via relacionada con el proceso de
enquistamiento para la biosintesis de N-acetilgalactosamina (NacGal), incluyendo la
epimerizacion de UDP-N acetilglucosamina a UDP-N acetilgalactosamina, la cual es
una reaccién reversible. Mds recientemente, Das y Gillin (1996) reportaron
actividades de dos transferasas en frofozoitos enquistados y basados en estos
estudios, se sugirié que la N-acetilgalactosamina /n vivo se encuentra estrechamente
relacionada con los componentes estructurales de la pared fibrosa del quiste,
mientras que la N-acetilglucosamina (NacGlu) puede encontrarse principalmente
adicionada a proteinas. NacGal es crucial para la consistencia y grosor de la pared
del quiste, mientras que los componentes que son glucoproteicos y que contienen
Nac6Glu son requeridos para transduccion de sefiales necesarias para el proceso de

desenquistamiento.

I.3. Secuencias génicas y patron de isoenzimas



El andlisis de diversos aislados establecidos en cultivo en varios laboratorios
alrededor del mundo han revelado como minimo 2 grupos o subespecies dentro de
Gilardia sp en base a las diferencias en la unidad de repeticién de ADNr, en los
patrones de movilidad electroforética de isoenzimas, variaciones en la secuencia de
enzimas estructurales, variabilidad antigénica, huellas de ADN vy cariotipos
electroforéticos o perfiles de cromosomas. Y aln mds recientemente, un aislado de
G. lamblia se establecio en cultivo a partir de un ave la cual murié por una infeccion
ocasionada por el pardsito. Este dltimo aislado, el cual infecta ratones de manera
crénica, imitando el sindrome visto en nifios es clasificado como un aislado humano.
Actualmente no hay marcadores genéticos o sistemas de clasificacion disponibles
para distinguir cepas patogénicas, resistentes a drogas o potencialmente zoonéticas

derivadas de muestras ambientales o clinicas.

I.4. Epidemiologia

La giardiosis presenta una distribucién cosmopolita con 10-15% de la poblacion
mundial infectada en promedio. Alrededor de 200 millones de personas en
Latinoamérica, Asia y Africa sufren la enfermedad sintomdtica, estimdndose cerca
de 500,000 casos nuevos cada afio. Su mayor prevalencia se encuentra en zonas
tropicales y subtropicales, donde afecta hasta el 30% de los adultos. Es mds
frecuente en nifios, personas internadas en orfanatos o cdrceles, homosexuales y
viajeros. En México, las cifras de infeccidn por este pardsito son del orden del 23%,
del cual el 27.2% corresponde a nifios menores de 5 afios y el 13% de entre 6 y 11

afos de edad (Ramirez y cols., 2002).



Giardia lamblia es uno de los principales agentes causales de diarrea en el
hombre y afecta principalmente a la poblacién infantil. A pesar de ser endémica a
nivel mundial y de haber sido descrita desde el siglo pasado, no habia sido estudiada
hasta hace tres décadas, en virtud de que existia la nocién de que este pardsito no
era un microorganismo de importancia médica. El creciente interés en el estudio de
la giardiosis se explica, entre otras razones, por ser una de las causas mds
frecuentes de brotes diarreicos a nivel mundial. Se ha estimado que hay cerca de
1000 millones de casos de giardiosis, lo cual da como resultado 2.5 millones de
muertes anualmente por enfermedad diarreica (Parasitic Diseases Programme

WHO, 1998).

La transmision directa persona-persona y oro-fecal son mecanismos por los
cuales la enfermedad es transmitida. De manera indirecta, la giardiosis es
diseminada a través del agua y los alimentos (Craun, 1986; Petersen y cols., 1988).
Otra forma de transmisién directa es la que se presenta entre homosexuales
(Schmerin y cols., 1978). La sobrevivencia de quistes en alimentos y la contribucién
de ésta como una fuente activa no han sido bien caracterizadas. Sin embargo, se han
reportado un gran ndmero de casos en donde se ha identificado a los alimentos como

la fuente de brotes severos de giardiosis (Adam, 1991).

I.5. Caracteristicas clinicas
Las manifestaciones clinicas de esta infeccién son influidas por varios factores
como son: duracién de la infeccion, estado inmunoldgico y nutricional del hospedero,

tamaiio del indéculo y factores propios del pardsito. Dependiendo de éstos, la



infeccion puede cursar de manera asintfomdtica o sintomdtica. La resistencia del
quiste a la deshidratacion, el ciclo de vida directo de este pardsito, la presencia de
individuos asintomdticos que liberan quistes y factores socio-culturales, son algunos
de los elementos que se deben de tomar en cuenta en la epidemiologia de esta
enfermedad. En la giardiosis se presenta un espectro clinico amplio que varia en
intensidad, desde individuos asintfomdticos, pasando por infecciones agudas vy
subagudas generalmente limitadas en la mayoria de los pacientes, hasta sindromes
persistentes de mala absorcion, diarrea crénica y pérdida de peso (Guimaraes y

cols., 2003).

La infeccidn asintomdtica probablemente representa la forma mds comin de esta
parasitosis y se sabe que ocurre tanto en adultos como en nifios. En estos individuos
se presenta diarrea, la cual pasa desapercibida o bien, no se presenta absolutamente
hingdn sintoma. Los factores en la relaciéon hospedero-pardsito que permiten la
persistencia de la infeccion; pero al mismo tiempo previenen la expresion de la
diarrea, no han sido definidos aun (Farthing, 1989). Por otro lado, se ha visto que
aislados de Giardia varian en su capacidad para colonizar el intestino delgado
humano y en consecuencia en la produccién de diarrea (Aggarwal y Nash., 1987;
Nash y cols., 1987; Udezulu y cols., 1992). Asimismo se ha reportado que factores
del hospedero como mecanismos de defensa de tipo inmune y no inmune pueden
jugar también un papel en la prevencién de la expresién de la enfermedad (Farthing,

1992).



La giardiosis sintomdtica ha sido bien caracterizada en viajeros que se trasladan
de lugares de baja a alta endemicidad. Los sinfomas aparecen generalmente entre el
dia 3 y el 20 de la llegada y en la gran mayoria de los casos la enfermedad se auto-
limita en un periodo de entre 2 a 4 semanas. Sin embargo, en mds del 25% de los
viajeros infectados los sintfomas persisten durante 7 semanas o mds. El sintoma
predominante de este tipo de infeccion es diarrea, la cual al inicio, generalmente es
de tipo acuosa. Ademds presentan otros sintfomas tales como nadseas, dolor

abdominal, anorexia y con frecuencia pérdida de peso.

Aunque la infeccion es auto-limitante en la mayoria de los individuos sanos, una
proporcién (30-50%) de los casos de giardiosis aguda declina en crénica, con la
presencia de diarrea crénica, frecuentemente con las caracteristicas de
esteatorrea. La presencia del pardsito en el intestino produce el sindrome de
absorcién intestinal deficiente como consecuencia del dafio directo de los
trofozoitos sobre las microvellosidades de los enterocitos, provoca atrofia de las
mismas y la subsecuente disminucion del drea de absorcion (Chdvez y cols., 1986;
Ferguson y cols., 1990). En estudios /n vitro, se han reportado cambios en las
monocapas de las lineas celulares epiteliales como MDCK o SCBN después de la
adhesion de los trofozoitos. Estos cambios incluyen un aumento en la resistencia
trans-epitelial, induccién de atrofia de las microvellosidades, rompimiento de las
uniones estrechas por alteracién en la distribucion de proteinas como ZO-1y la
induccion de apoptosis por una via dependiente de caspasa 3, cambios que al parecer
son dependientes de la cepa empleada (Chdvez y cols., 1995; Buret y cols., 2002;

Chin y cols., 2002). Cerca del 50% de pacientes sintomdticos presentan evidencia



bioquimica de absorcién deficiente de grasas, vitamina A y Bj,. Asimismo, existe
evidencia de anemia macrocitica severa debida a deficiencia de folato y absorcién
deficiente de hidratos de carbono sugerida por la absorcion reducida de D-xilosa.
De la misma manera, se ha reconocido que en la giardiosis hay deficiencia secundaria
de lactasa con mal absorcion de lactosa como consecuencia, que lleva varias semanas
recuperarse después de la expulsion del pardsito. Se ha descrito tambien un
aumento en la pérdida de proteina proveniente del intestino y asociacion con

hipoalbuminemia (Mantovani y cols., 1989; Korman y cols., 1990).

En lo que respecta a la respuesta inmune en la giardiosis juega un papel en la
patologia de la mucosa intestinal. En la inmunidad adquirida, ambos tipos de
inmunidad (celular y humoral) son importantes, asi como las subpoblaciones de las
células T, macrofagos y neutrdfilos, componentes accesorios del sistema inmune
como el complemento juegan también un papel, con respecto a citocinas, poco se
sabe, ya que se han realizado pocos estudios. Cabe mencionar que la interleucina (IL-
6) es un potente cofactor de IL-1 en la sintesis de IgM1y de IL-5 en la sintesis de

IgA (Kunimoto y cols., 1989).

I.6 Mecanismos de patogenia de la giardiosis

En la patogénesis de la giardiosis se han postulado varios mecanismos de dafio al
epitelio intestinal del hospedero, los cuales intentan explicar la produccién de las
manifestaciones de la enfermedad. Entre los mecanismos propuestos destaca la
accion directa de los trofozoitos sobre las microvellosidades de los enterocitos

(Gillon y cols., 1984; Chdvez y cols., 1986). Mediante microscopia electrénica de



barrido se ha demostrado que los trofozoitos dejan marcas de profundidad variable
que son la imagen especular del disco ventral sobre las microvellosidades de las
células epiteliales y no en las células M intercaladas entre las mismas (Guillon y cols.,
1984; Chdvez y cols., 1986). Asimismo, se ha descrito la reduccién y distorsién del
borde de las microvellosidades, aumento en el indice mitético de las células de las
criptas epiteliales, interferencia en el metabolismo de sales y dcidos biliares
(Halliday y cols., 1988) y secrecion de moco por las células caliciformes por estimulo
de citocinas liberadas por células T reactivas a antigenos de &iardia (Guillon y cols.,
1982). La severidad de estas lesiones parece ser mayor en las regiones mds
proximas a la luz intestinal y estar alternadas con regiones en las cuales la mucosa
no tiene dafio. De la misma manera, se ha propuesto la produccidn de sustancias con
accién téxica sobre las células epiteliales (efecto citopdtico) (Radulescu y cols.,
1980). A este respecto, en un estudio realizado por Chdvez y cols. (1995) se
determind que el medio D-MEM condicionado previamente por el cultivo de
trofozoitos de &. /amblia durante 24-48 h, altera los potenciales de membrana de

células MDCK.

Recientemente, Buret y cols. (2002) evaluaron los efectos de &. /amblia en la
permeabilidad epitelial y en las uniones estrechas ZO-1 (zonula occludens). Los
resultados obtenidos mostraron que la exposicion de monocapas epiteliales de
intestino delgado humano no transformadas (SCBN) al contacto con &. /amblia
aumenta significativamente la permeabilidad trans-epitelial y rompe las uniones
estrechas ZO-1. El pretratamiento de las monocapas en la region apical con factor

de crecimiento epidérmico (EGF) desaparece por completo las alteraciones inducidas



por el pardsito, asi como también inhibe la colonizacién del epitelio del intestino
delgado humano por &. /amblia. El aumento en la permeabilidad trans-epitelial
permite la penetracién con detrimento de los contenidos luminales en los tejidos
sub-epiteliales y este mecanismo ha sido implicado en la patofisiologia de una
infinidad de desérdenes gastrointestinales.

Por otro lado, en esta parasitosis se presenta infiltracién de leucocitos
polimorfonucleares y mononucleares en la sub-mucosa del epitelio intestinal y la
intensidad de la respuesta celular parece ser proporcional a la intensidad de la
infeccidn. Asimismo, se ha descrito un aumento en el nimero de linfocitos intra-
epiteliales y su posible relacién con la respuesta inflamatoria. En este estudio es
necesario considerar la existencia de cepas del pardsito que presentan diferentes
grados de patogenicidad (Nash y cols., 1987), heterogeneidad en patrones de
isoenzimas de diversos aislados de Giardia lamblia (Meloni y cols., 1988; Cedillo-
Rivera y cols., 1989), en antigenos de superficie (Nash y cols., 1988; Aggarwal y
Nash., 1988; Enciso y cols., 1988), antigenos de secrecion-excrecion (Nash y cols.,
1983; Shant y cols., 2002, 2004a y 2004b), diferentes patrones de restriccién de
ADN (Nash y cols., 1985) y de infeccién en modelos animales (Aggarwal y cols.,
1987; Udezulu y cols., 1992), asi como en infecciones experimentales en humanos

(Nash y cols., 1987).

Es evidente que la patogénesis de la giardiosis se relaciona con la capacidad de
adhesién de Giardia a las células epiteliales del intestino, la cual representa durante
el proceso infeccioso una parte esencial para la colonizacion y persistencia del

pardsito.



A este respecto, se han propuesto diferentes posibles mecanismos de adhesidn

de este pardsito:

» Mediante una fuerza de succion generada por debajo del disco ventral por
movimientos propulsivos del flagelo ventral. Este proceso depende de un
metabolismo activo y es inhibido por oxigeno, temperatura baja, concentraciones
bajas de cisteina. Los elementos de citoesqueleto del disco, son los principales
mediadores de este proceso; ademds existen evidencias de que los inhibidores de
microtdbulos, incluyendo antagonistas de la B-tubuling, inhiben la adhesién 7n vitro
(Crossley y Holberton., 1983; Meloni y cols., 1988; Edlind y cols., 1990; Magne y
cols., 1991).

» Por procesos mecdnicos relacionados con proteinas contrdctiles del disco
ventral y del fleco ventrolateral (Crossley y Holberton., 1983; Peattie, 1990). El
disco ventral es relativamente rigido, sin embargo, el borde que se proyecta
alrededor del disco es flexible y se han identificado varias proteinas contrdctiles en
este borde, que permiten el contacto con el borde de las microvellosidades del
intestino delgado (Feely y cols., 1982; Adam, 1991). Asimismo, se ha demostrado que
el disco ventral contiene proteinas de citoesqueleto Unicas llamadas giardinas, las
cuales pueden ser de dos tipos: B-giardinas y o-giardinas. Estas proteinas fueron
identificadas primero como un par de proteinas de aproximadamente 30 kDa, que
pueden ser extraidas a partir del citoesqueleto de &iardia, pero mds recientemente

se han definido como un grupo de proteinas del citoesqueleto de entre 29-38 kDa.



Se cree que tanto las a-giardinas como las B-giardinas juegan un papel importante
en el funcionamiento del disco ventral y son buenos candidatos para el ataque
quimioterapeltico especifico (Crossley y Holberton, 1983; Peattie, y cols., 1989;
Peattie, D. A., 1990; Chdvez, y cols., 1995). Otra proteina contrdctil que se ha
estudiado es la vinculina, la cual une al citoesqueleto con la membrana plasmatica y
estd localizada en muchos puntos de contacto célula-célula y célula-sustrato (Narcisi
y cols., 1994). Este dltimo hecho sugiere que la vinculina juega un papel importante

en el proceso de adhesién de Grardia.

» Por medio de moléculas de superficie que permiten la union del trofozoito a
receptores en las células epiteliales del hospedero (Lev y cols., 1986; Ortega-
Pierres y cols., 1991; Pegado y cols., 1994). En la superficie de los trofozoitos de
Gilardia se caracterizé una lectina, denominada taglina, que se une a manosa 6-
fosfato; se ha propuesto que esta molécula representa otro mecanismo de adhesion
del pardsito a las células del intestino. Esta lectina es activada especificamente por
exposicion a tripsina, una proteinasa que estd presente en abundancia en el sitio de
la infeccién. La activacion de la taglina por ftripsina, una enzima presente en
abundancia en el sitio de la infeccion y que la lectina activada aglutina a las células
intestinales para lo cual el pardsito se adhiere /n vivo, sugieren que la taglina es
importante para la unién de los trofozoitos a las células del hospedero (Hill y cols.,
1981; Lev y cols., 1986; Farthing y cols., 1986; Ward y cols., 1987; Ward y cols.,
1990).



Aunado a lo anterior, se han obtenido anticuerpos monoclonales dirigidos contra
epitopos de proteinas de superficie y se ha demostrado la inhibicion de adhesién del
trofozoito a células MDCK con el empleo de estos anticuerpos (Ortega-Pierres y
cols., 1991). Mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI), en este estudio se
observé que uno de estos anticuerpos monoclonales (163) reaccionaba con mads del
99% de trofozoitos de la cepa WB y menos del 1% con la clona C7, obtenida de esta
cepa, la cual es deficiente en su capacidad de adhesion. Por otro lado, en ensayos de
IET al emplear extractos totales de la cepa WB, el anticuerpo 163 reconocié
predominantemente una proteina de ~200 kDa, la cual no fue reconocida en la clona
C7. El hecho de que la clona C7 sea deficiente en adhesién y no tenga la molécula de
200 kDa sugiere la participacion de ésta en el proceso de adhesion de los
trofozoitos de 6. /amblia a las células epiteliales. Ademds, al emplear jerbos como
modelo animal se observé que la clona C7, tuvo una menor capacidad de colonizacion

del epitelio intestinal (Herndndez, 1992).

En los ensayos de adhesién /n vitro descritos anteriormente se empled la linea
celular epitelial MDCK que proviene de rifion de perro. El empleo de otras lineas
celulares de epitelio intestinal ha permitido asi mismo estudiar los diversos
mecanismos que participan en la adhesion de los trofozoitos del pardsito a las
células epiteliales. En este contexto, McCabe, y cols (1991) desarrollaron un modelo
in vitro para estudiar la union de los trofozoitos de la cepa P1 de &. /amblia a una
linea celular epitelial intestinal de rata (IEC6). La linea celular IEC6 ha sido
utilizada debido a que deriva de intestino delgado de rata; retiene caracteristicas

inmunoldgicas, enzimdticas y morfoldgicas de las criptas celulares de intestino de



rata, ademds de ser similar a las criptas celulares en la presencia de factores que
regulan la proliferacidn celular. El proceso de adhesién se analizé por microscopia
electrénica de transmision y de barrido y se encontré que los trofozoitos
permanecen unidos a la linea celular IEC6 por 24 h con poca evidencia de dafio a
estas células. La preincubacién de los trofozoitos con las citocalasinas A, B 'y D
reduce la adhesién aproximadamente 20%, mientras que la colchicina no tiene
efecto alguno. El efecto de quelacion de cationes divalentes con EDTA y EGTA
disminuye la adhesion del pardsito a la linea celular IEC6 en un 24% y 26% vy la
incubacién a 4°C también reduce la adhesion en un 7%. Cuando los trofozoitos o las
células IEC6 se fijaron con glutaraldehido se observé una marcada disminucion en la
adhesién al sustrato (17 y 40%). En esta misma linea celular, Pegado y Souza (1994)
estudiaron la inhibicion del proceso de adhesién de los trofozoitos de &. /amblia
utilizando monosacdridos, lectinas, periodato, tripsina y neuraminidasa. En este
estudio se demostré que la adicion de N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosaming,
galactosa y fucosa al medio de interaccion inhiben la unién de los pardsitos a las
células epiteliales. Ademds, se demostrd que los grupos sensibles a tripsina, pero no
a neuraminidasa expuestos en la superficie celular, son importantes para la

asociacién pardsito-célula epitelial.

En otro estudio en el que se empled una linea celular diferente (CaCo-2) se
observé que la adhesién de &iardia fue maxima entre 1-8 h y estable en un intervalo
de pH de 7.2-8.2 y a valores de pH dcido disminuyé. Asimismo, se observé que la
adhesidn es dependiente de la femperatura y los valores mdaximos se alcanzan a 37°C

y se abate por completo a 4°C. Al evaluar el efecto de diversos agentes se observo



una disminucién en la adhesion con respecto a los controles con EDTA 2.5 mM,
colchicina 12.5 pM, mebendazol 10 png/mL y citocalasina B 1 png/mL. Asi también la
adhesién de &iardia disminuyd por preincubacién con manosa 50 mM o manosa 6-
fosfato 35 mM, o al preincubar las células Caco-2 con concanavalina A en
concentracién de 100 ug/mL. Al evaluar la adhesién entre tres diferentes aislados y
la cepa de referencia no se observaron diferencias. Asi, la adhesion de este pardsito
a las células Caco2 es principalmente por mecanismos del citoesqueleto inhibibles
por interferencia con los filamentos contrdctiles y microtibulos, mientras que la
unién por la lectina de union a manosa fambién desempeiia un papel en el proceso de

adhesion (Katelaris y cols., 1995)

Por su parte, Sousa y cols. (2001) empleando la linea celular intestinal humana
Int-407 como un modelo /n vitro, estudiaron el papel del citoesqueleto y las lectinas
de superficie involucradas en la adhesién del pardsito. Se observé que la adhesién
fue inhibida por colchicina y mebendazol, agentes que afectan la funcidn
microtubular. La adhesién no fue afectada cuando los trofozoitos se pretrataron
con EDTA y las citocalasinas B y D, lo que sugiere que el sistema actina-miosina del
pardsito no interfiere con el proceso de adhesidon en este modelo, asi también la
adhesién mediada por la lectina fue evidente en este estudio y se inhibié por manosa
6 fosfato y concanavalina, consistente con un residuo manosil como blanco para la
unién, y por glucosa y manosa lo que reafirma el papel de la lectina especifica de
glucosa-manosa. Este estudio fundamenta el papel primario de la union por efectos

mecanicos via el disco ventral destacando un papel importante de los microtubulos.



En otros estudios, Roskens y Erlandsen (2002) evaluaron el efecto de diferentes
condiciones en la adhesidn /n vitro del pardsito, entre ellas la presencia de mucina en
la adhesidn de los trofozoitos de Giardia. Desarrollaron un ensayo inmunoabsorbente
unido a enzima (ELISA) para cuantificar el ndmero de trofozoitos unidos al
sustrato. Observaron que la colchicina y el nocodazol (inhibidores de microtibulos)
son efectivos para bloquear la adhesién después de 5-10 min de incubacién. En
cambio, la citocalasina B, inhibidor de actina, reduce la adhesion a los mismos
tiempos de incubacidn. El hallazgo mds importante de este estudio es la inhibicién de
la adhesion por presencia de mucina en los sustratos. Esta inhibicion fue
significativa después de 5 min de incubacion de los trofozoitos en los pozos
cubiertos de mucina, y podria estar relacionada con una repulsion electrostatica, ya
que los trofozoitos de Giardia poseen una carga negativa en la superficie y las
moléculas de mucina se sabe que estdn altamente glucosiladas y forman polimeros
polianidnicos. Faltaria investigar cudl es el papel fisioldgico que tiene la mucina en el
micro-ambiente intestinal habitado por los trofozoitos de Giardia. En mamiferos, se
expresan diferentes genes de mucina en el tracto gastrointestinal, sin embargo, se

tiene poca informacidn respecto al papel de éstas en la fisiologia intestinal.

Recientemente, Bermidez y «cols. (2004) mediante andlisis de
inmunofluorescencia usando anticuerpos en contra de un péptido codificado por un
fragmento de 450 pb mostrando que la expresién de este epitopo en la superficie de
los trofozoitos de la clona €8 varia y esta involucrado en la adhesion del pardsito a
las células epiteliales. En ese trabajo se clonaron dos fragmentos de ADN que

codifican para un péptido de la cepa P1 de &. duodenalis, el cual existe en una familia



de genes ricos en cisteina basada en la homologia con otros genes de VSP,
principalmente vsp9B10A. La clona VSP63 codifica un péptido con motivos Cys-X-X-
Cys y se piensa que corresponde a un segmento interno de VSP9B10A debido a que
el dominio amino terminal requerido para la traslocacion estd ausente. Los
resultados obtenidos con ensayos de inmunoelectrotransferencia indican que el
antisuero obtenido en ratones contra el polipéptido de fusion de la clona lambda
gt11VSP63-1 reacciona contra una proteina de 63 kDa del extracto total de la clona
C8 de 6. /amblia. Esta clona mostré mediante PCR que tiene un fragmento tipo
vsp9B10A. Se identificé a VSP63-2 usando a VSP63-1 como una sonda para buscar
en la biblioteca de expresion de Giardia. La secuencia de la clona 2 se comparé con
el gen vsp9B10A y los resultados sugieren que VSP63 puede ser una proteina tipo
VSP9B10A. Se encontré que hay pocos cambios (9 en total) dentro de la secuencia
de VSP63 cuando se compara con la secuencia de VSP9BIOA y no se observaron
cambios en el marco de lectura abierta. Estos hallazgos sugieren que VSP63 podria
ser parte de la familia de genes de VSP9BI10. En este trabajo se presenté la primera
evidencia de que las proteinas VSP estan involucradas en la adhesion del pardsito a

las células del hospedero.

I.7 Actividad de proteinasas en protozoarios y su relacion con la patogenicidad
Las proteinasas desempefian un papel esencial en muchos aspectos de la relacién
hospedero-pardsito. Algunas de ellas son sintetizadas y presentan actividad elevada
en diferentes estadios del ciclo de vida del pardsito. Las proteinasas parasitarias en
algunos casos facilitan la invasién de los tejidos del hospedero, asi como la evasion

de la respuesta inmunoldgica del mismo. Ademds, contribuyen a que se lleven a cabo



los cambios morfoldgicos del pardsito y que éste efectie su metabolismo dentro del

hospedero (McKerrow y Doenhoff, 1988).

Las proteinasas juegan un papel importante durante la adhesién de
microorganismos a la célula blanco. Estas enzimas actian degradando proteinas
estructurales de la membrana para permitir la penetracién del pardsito al tejido del
hospedero, no sélo con propdsitos de nutricién, sino que las proteinasas también
estdn involucradas en procesos de citoadherencia de organismos patégenos como en
Trichomonas vaginalis o implicadas en la adhesion a tejidos como en Trypanosoma
cruzi requiere la accion de una proteinasa durante la maduracién para parasitar
eficazmente las células del hospedero. Asimismo, se ha descrito el papel de las

proteinasas durante la invasién de pardsitos de Plasmodium a eritrocitos.

Un pardsito ampliamente estudiado a la fecha y en el que se ha detectado la
presencia de actividad proteolitica es Entamoeba histolytica, agente causal de la
amebiasis. En el caso de los frofozoitos de la cepa HM1- IMSS se ha detectado
actividad colagenolitica. Esta actividad proteolitica actia preferencialmente sobre
la coldgena tipo I y se encuentra asociada a la membrana del pardsito, ademds esta
actividad depende del contacto con la célula blanco (Mufioz y cols., 1982). Se han
identificado otras proteinasas de este pardsito a partir de extractos totales de
trofozoitos, en especial se ha caracterizado una enzima con un peso molecular de 41
kDa que hidroliza hemoglobina a pH dcido y su actividad es semejante a la de la
catepsina D, ademds de una cisteina-proteinasa que tiene un peso molecular de 27

kDa (McLaughlin y cols., 1977). Keene y cols. (1986) purificaron una cisteina



proteinasa de 56 kDa a partir de productos de secrecion de trofozoitos de las
cepas HM1- IMSS y HK- 9. Los autores denominaron a esta enzima proteasa neutra
principal. Esta presento la capacidad de degradar un modelo de matriz extracelular
de tejido conectivo asi como fibronectina, laminina y coldgena tipo I. De la misma
manera, causé redondeamiento y desprendimiento de células de mamifero en cultivo
(efecto citopdtico), quizd debido a su capacidad de degradar proteinas de anclaje
como la fibronectina y la laminina. La actividad proteolitica fue mayor en la cepa
HM1- IMSS que en la clona mutante L-6 de la cepa HM1- IMSS, la cual es
deficiente en la expresién de la proteasa neutra principal, siendo el efecto
citopdtico en células de cultivo directamente proporcional a su actividad
proteolitica. Aunado a lo anterior, el andlisis de los aislados de E. histolytica
obtenido de pacientes con amibiasis invasora, revelé que estos presentaban
actividad proteolitica tipo cisteina-proteinasa neutra. En contraste, esta actividad
solo fue observada en 1 de 10 aislados de pacientes asintfomdticos. Lo anterior
sugiere que la actividad de este tipo de proteasa participa en la patogénesis
amibiana (Reed y cols., 1989; North y cols., 1990b). Lushbaugh y cols (1985),
reportaron la purificacion de una proteinasa de tipo cisteina con peso molecular de
16 kDa de las cepas HM1- IMSS de alta virulencia y HK- 9 de menor virulencia. La
enzima hidroliza azocaseina, hemoglobina y carboxi- L-arginil-L-arginil-7-amino-4-
trifluorometilcumarina (Z-arg-arg-AFC), un sustrato preferencial de la catepsina B
de mamifero, razén por la que denominaron esta actividad proteolitica como
catepsina B de £.  histolytica La enzima causé un redondeamiento vy
desprendimiento de las células Hela en cultivo. Este efecto fue inhibido con

antipaina, un inhibidor de cisteina-proteinasas y reforzado por cisteina. En estos



estudios, se observé que la cepa HM1- IMSS presenté mayor actividad proteolitica
en comparacién con la cepa HK-9, lo que sugiere una correlacién de la actividad
invasora con la cantidad de proteinasa presente en cepas de este pardsito que

presentan diferentes grados de virulencia.

En otros estudios Luaces y Barret (1988) purificaron una proteinasa de tipo
cisteina llamada histolisina, a partir de extractos solubles de la cepa HM1- IMSS
con un peso molecular de entre 26 a 29 kDa. Esta proteinasa tiene actividad sobre
diferentes sustratos: azocaseina y Z-arg-arg-NHMec, no degrada coldgena tipo I o
elastina, pero es activa contra proteoglicanos de cartilago y coldgeno de membrana
basal del glomérulo renal. Asimismo, se observé que esta enzima ocasiona
redondeamiento y desprendimiento de fibroblastos humanos en cultivo. Esta enzima
presenta caracteristicas diferentes a las de la catepsina B previamente
caracterizada. Asimismo, Rodriguez y cols (1994) determinaron la presencia de una
proteinasa del tipo cisteina de 112 kDa involucrada en la adhesién a las células
blanco. E. histolytica posee una metalocolagenasa unida a membrana que degrada
coldgena tipo I y III. El grado de actividad colagenolitica se ha asociado a la
virulencia de los diferentes aislados. La activacion de la enzima resulta
aparentemente en la translocacién de ésta de las membranas internas a la membrana

plasmdtica (Espinosa-Castellano y Martinez-Palomo., 2000).

Por ofro lado, en Plasmodium falcijparum se ha detectado actividad de
proteinasas especificas de estadio, la cual es requerida por el pardsito para llevar a

cabo un gran ndmero de funciones (Rosenthal y cols., 1987, 1988 y 1989).



En relacién a Trypanosoma cruzi, las proteinasas participan en la nutricion del
pardsito a expensas del hospedero, aunque tfambién parecen estar involucradas en
otros aspectos de la relacion hospedero-pardsito. Existen evidencias de que estas
pueden estar involucradas en la penetracién del tripomastigote en la célula del
hospedero (Piras, 1985). Ademds, se ha demostrado que una enzima, la catalasa, es
capaz de satisfacer los requerimientos de amindcidos de los epimastigotes de T.
cruzi, sugiriendo que son fomados por el pardsito y degradados por proteinasas. Se
han descrito en epimastigotes de T. cruzi cuatro actividades proteoliticas,

diferentes unas de otras (Itow y Camargo., 1977).

De forma especial, T. cruzi presenta una enzima de 60 kDa que es una
glucoproteina con alto contenido de manosa, su secuencia parcial presenta alta
homologia con la papaina y la catepsina L; se encuentra en los lisosomas de
epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes. Ha sido localizada sobre la superficie
de amastigotes y epimastigotes, mientras que en los tripomastigotes se ha
localizado en la bolsa flagelar del organismo. Esta enzima, llamada cruzipaina,
presenta una actividad mayoritaria en epimastigotes, lo cual sugiere que la expresion
de la enzima estd regulada por el desarrollo (Campetella y cols., 1990). La
localizacién subcelular de la cruzipaina ha sido determinada por métodos bioquimicos
(Bontempi y cols., 1989) y por experimentos de microscopia inmunoelectrénica
(Souto-Padrén y cols., 1989) utilizando el mismo antisuero policlonal monoespecifico
que previamente mostro ser capaz de detectar la cisteina-proteinasa

especificamente en IET (Campetella y cols., 1990). Estos estudios sugieren que asi



como la enzima se encuentra localizada en lisosomas, fambién puede encontrarse en
la superficie de epimastigotes y amastigotes, y también en el estado de transicion

de las formas tripomastigote-amastigote.

Ademds de las proteinasas de tipo cisteina y metalo, hay evidencias de la
presencia de una proteinasa de tipo serina en T. cruzi(Sakanariy cols., 1989; Greig
y Ashall, 1990). Asi, se obtuvo y se secuencié un fragmento de 438 pares de bases y
se encontré que contiene regiones que codifican para las secuencias conservadas de
aminodcidos del sitio activo de una serina-proteinasa. De esta manera, ain cuando ho
se ha encontrado actividad de proteinasa de tipo serina en este pardsito, si se tiene

un gen que codifica para ésta.

De esta manera, se han reportado varios trabajos donde las proteinasas de T.
cruzi juegan un papel importante en la biologia del pardsito: algunas intervienen en
la replicacion de los amastigotes (Harth y cols., 1993); se ha observado que durante
la metaciclogénesis varia la expresién de proteinasas del pardsito (Bonaldo y cols.,
1991); también se sugiere la participacién de proteinasas en la adhesidon e infeccién a
fibroblastos (Piras y cols., 1985). de la misma manera, al inhibir tales proteinasas
con inhibidores quimicos o tratarlas con anticuerpos monoclonales monoespecificos
se encontré que disminuia significativamente la ingestion de pardsitos por
macréfagos y células musculares de corazén (Meirelles y cols., 1992; Souto- Padrén
y cols., 1990). Por otro lado, los tripomastigotes pueden romper las moléculas de IgG

unidas a la membrana desprendiendo la parte Fc y queddndose sélo con la fraccidn



Fab. Este proceso podria ayudarles a pasar inadvertidos al circular por el organismo

del hospedero (Pereira., 1990).

En comparacion con muchos otros protozoarios, las Trichomonas
particularmente, tienen altos niveles de proteinasas; esto puede ocasionar
problemas durante el aislamiento y andlisis de las proteinas de este pardsito
(Alderete y Neale, 1989; North, 1982). Estas proteinasas son activas en un amplio
intervalo de pH (4-8). Con derivados de péptidos como sustrato, el pH dptimo de
éstas es normalmente entre 6 y 8. El andlisis electroforético en geles PAGE-SDS
copolimerizados con gelatina ha revelado que todas las especies tienen multiples
proteinasas, la mayoria de ellas del tipo cisteina. Recientemente, sin embargo, se ha
visto que por lo menos tres especies de trichomonas tienen miltiples metalo
proteinasas, las cuales son activas en un valor de pH entre 8 y 9. De esta forma,
Coombs (1982) demostré altos niveles de actividad proteolitica mediante el empleo
de electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes, los
cuales contenian hemoglobina (Coombs y North, 1983). Subsecuentemente,
Lockwood y cols, (1987), empleando geles PAGE-SDS copolimerizados con gelatina
mostraron que habia por lo menos 11 cisteina-proteinasas diferentes. Todas estas
proteinasas son inhibidas por reactivos especificos para cisteina-proteinasas, E64 y
cistatina (North y cols., 1990). En estos geles se han resuelto 23 distintas
proteinasas, las cuales tienen puntos isoeléctricos de entre 5.7 a 7.0 (Neale y
Alderete, 1990). Las proteinasas con puntos isoeléctricos menores han sido
detectadas por PAGE-SDS-gelatina en una dimension. En general, estas proteinasas

son mds dcidas. Bézner y Demes (1991b), reportaron dos enzimas con peso molecular



alto las cuales son inhibidas por EDTA, pero no por inhibidores para proteinasas de
tipo cisteina, por lo que se les consideré metalo-proteinasas. El patrén de
proteinasas detectado por geles PAGE- SDS con sustrato, muestra algunas
variaciones entre aislados (Lockwood y cols., 1987, Neale y Alderete, 1990).
Lockwood y cols. (1985, 1986), describen la purificacion de dos cisteina-proteinasas
intracelulares, la proteinasa D y la H, las cuales difieren en peso molecular, la
primera tiene un peso de 18 kDa y la segunda de 64 kDa y sus puntos isoeléctricos
son 5.2 y 5.9, respectivamente. También se han purificado dos cisteina-proteinasas
extracelulares (Garber y Lemchuk-Favel., 1989). La primera de estas proteinasas
tiene un peso molecular de 60 kDa y es separada en subunidades de 23 y 43 kDa;

mientras que la segunda enzima tiene un peso molecular de 30 kDa.

Los lisados de T. vaginalis son capaces de hidrolizar muchas proteinas y
derivados de péptidos. Las proteinasas D y H purificadas muestran poca diferencia
en cuanto a la especificidad para cada actividad en los lisados crudos. Entre las
nitroanilidas probadas, el mejor sustrato fue Bz-Pro-Phe-Arg-Nan (Bz= benzoil;
Nan= nitroanilida) y los sustratos preferidos fueron aquellos combinados con
arginina en la posicion P1 con un residuo voluminoso en la posicién P2 (Lockwood y
cols., 1984, 1986). El uso de sustratos fluorogénicos (peptidilaminometilcumarinas)
en combinacion con PAGE-SDS gelatina (North y cols.,, 1990) ha permitido
determinar la especificidad del sustrato de cada enzima sin necesidad de

purificarlas.



En cuanto a la activacién de moléculas de superficie importantes en la adhesion a
células epiteliales vaginales humanas (VEC) y a células Hela, esto se ha relacionado
también con la produccion de proteinasas (Arroyo y Alderete, 1989). Este proceso
en Trichomonas es dependiente de tiempo, temperaturay pH, asi como alteraciones
relacionadas con citoesqueleto; asi, los inhibidores para microtibulos vy
microfilamentos afectan adversamente la citoadherencia. Del mismo modo, el
tratamiento de proteinasas de organismos vivos abate la adhesion del pardsito a las
células del hospedero lo que indica, como se mencioné anteriormente, que estadn
involucradas proteinas especificas de la superficie de este pardsito estdn
involucradas. Cuando se les permite sintetizar y re-expresar las proteinas de
superficie a las Trichomonas tratadas con tripsina, vuelven a adquirir el fenotipo de
adhesion. Por otro lado, la adicién de azlcares y lectinas a la mezcla de células del
hospedero-pardsito y el tratamiento de los organismos vivos con periodato y

glucosidasa no interfieren con el proceso de adhesion (Alderete y Garza., 1985).

Por otro lado, el tratamiento de T. vaginalis con inhibidores de proteinasas
especificos para las de tipo cisteina, da como resultado que el pardsito no se adhiera
a células epiteliales del hospedero. T. vaginalis presenta una gran actividad
proteolitica, tfanto en el contenido intracelular, como en el medio en donde ha sido
cultivada. Esta actividad proteolitica ha sido determinada en geles de poliacrilamida
con sustrato de gelatina. La actividad proteolitica predominante presente en los
lisados tiene pesos moleculares de 68 a 110 kDa. Las proteinasas tanto
intracelulares como extracelulares en Trichomonas, se han caracterizado

principalmente como cisteina-proteinasas. En este pardsito también se ha



observado, mediante estudios de microscopia electrénica que los pardsitos crecidos
in vitro tienen una forma globular tipica, la cual sufre una transformacién rdpida
inmediatamente después del contacto con células epiteliales vaginales (VEC's) en
células ameboides, las cuales maximizan de esta manera el drea de adhesion a las
células VEC's. En contraste, la transformacion ameboide no ocurre cuando el
pardsito interactda con células HeLa. Ademds, para que el pardsito se adhiera tanto
a las células VEC's como a las Hela hubo induccién hacia la sintesis de grandes
cantidades de las cuatro adhesinas (Alderete, y cols., 1988; Arroyo, y cols., 1992).
Del mismo modo, se ha observado que el cultivo /n vitro de aislados frescos
disminuyen los niveles de citoadherencia a las células epiteliales, con la subsecuente

reduccidn en las cantidades de las cuatro adhesinas.

La expresion genética de las adhesinas de T. vaginalis es regulada por hierro
(Lehker, y cols., 1991) y se encontré que esta sefial del medio ambiente afecta la
velocidad de crecimiento del pardsito, su multiplicacion y la expresién de
inmundgenos. Estas adhesinas han sido identificadas empleando un ensayo de
ligandos y mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales para cada una de las
cuatro adhesinas se detectan las proteinas en la superficie de los organismos vivos y
se inhibe la citoadherencia. El empleo de los anticuerpos monoclonales hace posible
demostrar que las adhesinas no dan reacciones cruzadas, indicando que son
codificadas por distintos genes. Las adhesinas purificadas también inhiben la unién
del pardsito a las células del hospedero, en funcién de la concentracion de éstas.

Las cantidades de las adhesinas sintetizadas correlacionan con las cantidades

expresadas en la superficie y a su vez con los niveles de citoadherencia. Sin



embargo, la presencia de las adhesinas expresadas en la superficie no es suficiente
para que el pardsito se adhiera; utilizando inhibidores de proteinasas de cisteina, el
requerimiento adicional para la actividad de las proteinasas en el reconocimiento de
T. vaginalis y la union a las superficies de las células del hospedero es muy grande.
La funcién exacta de las proteinasas permanece desconocida aunque se propone que
tienen funcién desenmascarante. Las adhesinas presentes en la superficie del
pardsito son protegidas por proteinas, por lo tanto se requiere que queden

expuestas para que sean funcionales (Alderete y cols., 1995)

Alvarez y cols. (2000) determinaron el papel de una cisteina proteinasa (CP65)
de T. vaginalis en el dafio celular a monocapas de células HelLa. Mediante el empleo
de electroforesis bidimensional de las proteinas de Trichomonas se detectaron 4
manchas con actividad proteolitica en la region de 65 kDa y uha sola mancha con un
pI de 7.2 que se une a la superficie de las células HelLa. CP65 fue citolocalizada en la
membrana plasmdtica y en citoplasma del pardsito. Al emplear el inhibidor E64
disminuyé la actividad de la proteinasa y por lo tanto reduce los niveles de
citotoxicidad de T. wvaginalis en monocapas de cultivo celular, indicando que la CP65
es una proteinasa de tipo cisteina. Esta proteinasa es activa a pH 55 y 37°C
condiciones a las cuales se encuentran los pacientes con fricomoniosis. De esta
manera, la CP65 degradé algunas de las proteinas encontradas en la vagina como
coldgena IV y fibronectina, no siendo asi en el caso de hemoglobina y laminina 1.
Cuando se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion, se observé que en suero y
exudados vaginales de pacientes con tricomoniosis existen anticuerpos anti-CP65.

En conjunto, estos hallazgos determinaron a la CP65 como factor de virulencia, ya



que esta involucrada en la citotoxicidad del pardsito a las células y es inmunogénica

durante la infeccién humana.

Por otro lado, Mendoza y cols (2000), caracterizé y determind la participacion de
una cisteina-proteinasa de 30 kDa en el proceso de adhesion del pardsito a las
células. Datos obtenidos de estudios de inhibicién sugieren un papel para esta
proteinasa en la virulencia del pardsito (Arroyo y Alderete, 1995). El tratamiento de
pardsitos vivos con Leupeptina o TLCK disminuyé la citoadherencia de los pardsitos
asi como la actividad de la CP30. Experimentos de inmunofluorescencia demostraron
la localizacién de la CP30 en la superficie del pardsito. De manera interesante, la
mitad de la poblacién de los pardsitos del aislado analizado en este estudio posee la
CP30 en su superficie, aunque todos mostraron reactividad en el citoplasma. El
anticuerpo contra CP30 inhibié la citoadherencia de una manera dependiente de la
concentracion (Arroyo y cols., 1992). Estos datos confirman que el reconocimiento
de T. vaginalis'y su unidn a las células del hospedero son eventos multifactoriales,
es decir, una cisteina-proteinasa es necesaria (Arroyo y Alderete., 1989) y varios
otros factores participan (Arroyo y cols., 1992; Arroyo y cols., 1993; Silva-Filho y
cols., 1988; Silva-Filho y cols., 1998). Asi mismo, esta proteinasa es secretada en el
medio ambiente vaginal, asi como en el medio de cultivo durante el crecimiento /n
vitro. Esta secrecion es estimulada por contacto con las monocapas de las células

Helay es capaz de unirse a la superficie de las mismas.

A este respecto, Herndndez-Gutiérrez y cols., (2004) caracterizaron una

cisteina-proteinasa de T. vaginalis (CP39) la cual es encontrada en las secreciones



vaginales de las pacientes con tricomoniosis. Esta proteinasa se une a células
epiteliales Hela, vaginales epiteliales (VEC) y células de cdncer prostatico humano
(DU-145). CP39 no se une a células de cdncer de colon humano CaCo-2, lo que sugiere
que la union a las células es tejido-especifica. CP39 aparece como un solo punto con
pI 4.5, es inhibida por E64, estable a 50°C y activa en un intervalo amplio de pH
(3.6-9.0) siendo el valor éptimo de pH de 7.0. Ademds esta proteinasa degrada
coldgena tipo I, ITI, IV y V, fibronectina y hemoglobina humanas, asi como
inmunoglobulinas A y 6. Los resultados obtenidos en ensayos de IFI, empleando el
anticuerpo policlonal en contra de la CP39 mostraron que ésta se encuentra en
superficie. Ademds se encontré que es inmunogénica, por lo que los datos sugieren
que juega un papel importante en la infeccién por tricomonas, probablemente como
factor de virulencia. En estudios adicionales por Herndndez y cols., (2004) se
estudié el papel de una proteinasa de excrecidén-secrecion de 62 kDa en la
citoadherencia de T. vaginalis. Se utilizaron anticuerpos monoclonales en contra de
esta proteinasa para evaluar la capacidad de inhibicion del proceso. Los anticuerpos
inhibieron la citoadherencia del pardsito a monocapas de células HelLa. Ademds, un
anticuerpo (4D8) administrado 24 h antes de un reto con T. vaginalis por via

intraperitoneal fue capaz de proteger a la mayoria de los ratones.



II. OBJETIVOS
o GENERAL

Evaluar la participacion de proteinasas de trofozoitos de la cepa WB
de &. lamblia en el proceso de adhesidn a la linea celular epitelial

IEC6 y en el reconocimiento de la superficie de estas células

o PARTICULARES
» Determinar la secrecién de proteinasas por trofozoitos de &.
lamblia, solos o en interaccion con células epiteliales TEC6 y su

participacion en el proceso de adhesidn

> Identificar proteinasas de &. /amblia que intervienen en el
reconocimiento de la superficie de las células epiteliales,

mediante el ensayo de ligandos-proteinasa

» Caracterizar la(s) proteinasa(s) de &. /ambl/ia que reconocen la

superficie de la linea celular TEC6

» Determinar la localizacion de la(s) proteinasa(s) de &. /amblia
obtenida(s) del ensayo de ligandos-proteinasa en fracciones

celulares del pardsito

> Determinar la localizacion de la(s) proteinasa(s) de &. /amblia
obtenida(s) del ensayo de ligandos-proteinasa mediante la

técnica de inmunofluorescencia indirecta



I.9 Justificacion

En base a lo expuesto anteriormente, es claro que ain cuando se cuenta con
varios estudios acerca de la presencia de proteinasas tanto en los lisados
totales de trofozoitos de &. /amblia, asi como en los sobrenadantes, es decir
como productos de excrecién/secrecion. No obstante en ninguno de los estudios
anteriormente mencionados se ha estudiado la participacién de proteinasas en la
adhesién del pardsito a la célula blanco, ain cuando es claro que el proceso de
adhesion es un paso esencial en la patogénesis de la giardiosis y que en este
proceso intervienen elementos del disco ventral y proteinas de superficie que
podrian actuar como adhesinas. Por otro lado, se sabe que las proteinasas
intervienen en muchas funciones celulares y que en otro pardsito protozoario,
como es T. vaginalis, tienen un papel fundamental en la adhesion a células

epiteliales.

Nuestro grupo de investigacion determiné por primera vez la relacién entre
la produccién de proteinasas por trofozoitos de &. /ambliay la patogenia de la
enfermedad, especificamente en el proceso de adhesién de este pardsito. En
este estudio se caracterizo la actividad proteolitica en la cepa WB y en 2 clonas
derivadas de ésta, la C5 y C7 (deficiente en su capacidad de adhesion).
Mediante andlisis electroforético, se determiné que la cepa WB vy la clona €5
tenia por lo menos 7 bandas con actividad proteolitica entre 19-160 y 19-180
kDa, respectivamente. En cambio en la clona C7, dnicamente se detecté la
presencia de 4 proteinasas de entre 80-126 kDa. Al emplear inhibidores
especificos de proteinasas se detecté que en su mayoria estas actividades son
del tipo cisteina. Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos de adhesiéon a la

linea celular IEC6 y trofozoitos pre-tratados con inhibidores, observdndose una



inhibicién de la adhesién en el caso de la cepa y la clona C5 principalmente,
aunque también en la clona C7 se observé inhibicion de la adhesidn, lo cual
sugiere que las proteinasas estdn interviniendo en la adhesion del pardsito a la

célula blanco (Rodriguez-Fuentes, 1998).

Considerando los resultados de este estudio, resulté de interés continuar
con el andlisis de la participacion de las proteinasas secretadas del pardsito en
el proceso de adhesién a células epiteliales, asi como la identificacion y
caracterizacién de proteinasas que reconocieran la superficie de las células

TEC6.



II. OBJETIVOS
o GENERAL

Evaluar la participacion de proteinasas de trofozoitos de la cepa WB
de &. lamblia en el proceso de adhesidn a la linea celular epitelial

IEC6 y en el reconocimiento de la superficie de estas células

o PARTICULARES
» Determinar la secrecién de proteinasas por trofozoitos de &.
lamblia, solos o en interaccion con células epiteliales TEC6 y su

participacion en el proceso de adhesidn

> Identificar proteinasas de &. /amblia que intervienen en el
reconocimiento de la superficie de las células epiteliales,

mediante el ensayo de ligandos-proteinasa

» Caracterizar la(s) proteinasa(s) de &. /ambl/ia que reconocen la

superficie de la linea celular TEC6

» Determinar la localizacion de la(s) proteinasa(s) de &. /amblia
obtenida(s) del ensayo de ligandos-proteinasa en fracciones

celulares del pardsito

> Determinar la localizacion de la(s) proteinasa(s) de &. /amblia
obtenida(s) del ensayo de ligandos-proteinasa mediante la

técnica de inmunofluorescencia indirecta



IIT. MATERIALES Y METODOS

1.- PARASITOS Y CELULAS EPITELIALES
Trofozoitos de la cepa WB de Giardia lambliay células epiteliales de ileon de

rata.

2.- CULTIVO DE TROFOZOITOS DE 6./amblia

Los trofozoitos de la cepa WB se cultivaron axénicamente a 37°C en medio
TYI-S-33 modificado (Apéndice B) complementado con suero de ternera
definido al 10% (v/v) y en presencia de los antibiéticos estreptomicina (250
ug/mL) y penicilina (2560 UI/mL). Se llevaron a cabo subcultivos dos veces por

semana de acuerdo a lo recomendado por Cedillo-Riveray cols, (1992).

3.- OBTENCION DEL LISADO TOTAL (LT) DE TROFOZOITOS

Los trofozoitos de la cepa WB fueron cosechados en la fase logaritmica de
crecimiento, mediante 1 h de enfriamiento de los tubos de cultivo a 4°C y
posterior centrifugacion a 800 xg durante 10 min. El paquete celular se lavé dos
veces con amortiguador salino de fosfatos (AFS) pH 7.2, y una vez en una
solucién de sacarosa 0.25 M. La viabilidad celular se verificé con azul tripano.
Posteriormente, el paquete celular se resuspendié en una solucién que contenia
25 pL de sacarosa 0.25 M, 25 pL de Tritén X-100 al 0.25% y 10 ulL de
amortiguador de muestra 5X en ausencia de B-mercaptoetanol (Apéndice C). Los

trofozoitos fueron lisados por agitaciéon con pipeta y la cuantificacion de



proteinas se realizé por el método de Lowry modificado (Apéndice D) (Dullery y

Griene, 1975).

4.- CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES IEC6
Las células epiteliales de ileon de rata (IEC6) se cultivaron a 37°C en una

atmésfera al 5% de CO, hasta formar una monocapa confluente en medio de

Eagle modificado por Dulbecco para hibridomas (D-MEM-Hyb) adicionado con
suero fetal de ternera definido al 10%(v/v). Ademds, se afiadié al medio de
cultivo glutamina 2 mM e insulina (10 U/mL) y los antibiéticos estreptomicina y
penicilina y como antimicético fungizona (2.5 mg/L). Una vez formada la
monocapa, esta se tripsinizé con una solucién de tripsina al 0.1% durante 15 min,
posteriormente se realizaron 3 lavados con D-MEM-Hyb sin suero y las células

se contaron en una cdmara de Neubauer. Al final, se hicieron inéculos de

1.2x100células de TECH por botella de cultivo en un volumen total de 5.0 mL de
D-MEM-Hyb. Se realizaron cambios de medio de cultivo hasta obtener
nuevamente una monocapa celular confluente, a partir de la cual se obtuvieron
las células que se crecieron en botellas de cultivo de 25 mL para que una vez
confluentes se utilizaran en ensayos de ligando-proteinasas, asi como en los
ensayos de adhesion de los trofozoitos a las células IEC6 y en el andlisis de la
secrecion de proteinasas por los frofozoitos en interaccién con las células

epiteliales.



5.- ENSAYO DE ADHESION DE TROFOZOITOS DE &. /amblia A CELULAS
EPITELIALES IEC6

Los ensayos de adhesién de los trofozoitos de &. /amblia de la cepa WB se
llevaron a cabo sobre las monocapas confluentes de células TEC6. En microplacas
de cultivo de 24 pozos se colocaron 1x10° células y se mantuvieron en cultivo
hasta obtener monocapas confluentes. Por otro lado, los trofozoitos cosechados
en la fase logaritmica de crecimiento se marcaron con 2 uCi/mL de [H*] timidina
y se incubaron durante 48 h a 37°C y nuevamente se cosecharon en la fase
logaritmica de crecimiento mediante enfriamiento de los tubos durante 1 h.

Posteriormente los trofozoitos se lavaron dos veces con D-MEM-Hyb sin suero y

se cuantificaron. Los trofozoitos (1.3x106) se incubaron previamente con cada
uno de los inhibidores seleccionados: E64 (1 uM) y TPCK (50 uM) por 30 min a
37°C. Los trofozoitos se lavaron con AFS y se incubaron con las células
epiteliales (5x10°) en un volumen final de 350 pL de D-MEM-Hyb sin suero,
incubdndose durante 2 h a 37°C en una atmésfera de CO, al 5% (v/v). Una vez
transcurrido el tiempo de incubacidn, el medio de cultivo se retiré y se colecté
en papel Whatman No.3. A su vez las monocapas, junto con los trofozoitos
adheridos se colectaron de la misma forma con la ayuda de congelacién a -70°C y
adicion de 200 pL de ftripsina. Los papeles se secaron en un horno a 150°C
durante 10 min y las proteinas se precipitaron en dcido tricloroacético al 10%
durante 15 min, para posteriormente enjuagarlos con dcido tricloroacético al 5%
y etanol. Los papeles se secaron nuevamente y se colocaron en una mezcla de
centelleo que contenia PPO (2, 5- Difeniloxazol) y POPOP (p- bis[2- (5-

feniloxazolil)]- benceno) en tolueno para ser leidos en un contador de centelleo



(Beckman Minaxi B tri-carb 4000 series). La suma de las lecturas de las células
no adheridas (cpm no adheridas) en los sobrenadantes y adheridas (cpm
adheridas) es el ndmero de células totales (cpm totales) y se obtiene el % de
inhibicion considerando como el 100% a las cpm totales, de acuerdo a la siguiente

relacién:

% adhesién = cpm adheridas X 100

cpm totales

El control es considerado como 100% de adhesidn, restandolo de cada valor
de porcentaje de adhesion con cada uno de los inhibidores. Estas
determinaciones se realizaron seis veces por duplicado cada una y los resultados

mostrados son el promedio de éstas.

6.- ANALISIS DE LAS PROTEINASAS SECRETADAS POR TROFOZOITOS
DE &. /lamblia

Para determinar y caracterizar las proteinasas secretadas por los
trofozoitos de &. /amblia cultivados solos 6 en interaccion con las células
epiteliales TEC6, 1.3x10° pardsitos de la cepa WB se incubaron solos o en
presencia de 4.85 x 10° IEC6 por 2 h a 37°C en una atmésfera de CO; al 5%
(v/v).

Los sobrenadantes se colectaron y se filtraron a través de una membrana

Millipore de 0.22 um para tener la seguridad de la ausencia de trofozoitos en la



muestra y se concentraron 20 veces por medio de un sistema de ultrafiltracion
Centriprep con poro de exclusion de 10 kDa. En este ensayo también se
analizaron los sobrenadantes de los trofozoitos que fueron pre-tratados con los
inhibidores E64 y TPCK cultivados sdlos o en interaccion con las células TEC6.
Los inhibidores se usaron a las mismas concentraciones empleadas en los ensayos
de adhesion (inciso 7). En estos ensayos se incluyeron el medio D-MEM solo, y el
sobrenadante de cultivo de las TIEC6 solas. Los sobrenadantes (30 pg de
proteina/pozo) se analizaron por PAGE-SDS al 10% en presencia de gelatina
0.2%. El corrimiento de las proteinas se realizé en cdmaras de electroforesis
Mini-Protean II por 90 min a 140 V a 4°C. En este andlisis se emplearon peines
de 10 pozos y 0.75 mm de grosor. Una vez transcurrido el tiempo de corrimiento,
los geles fueron re-naturalizados en 50 mL de Tritén X-100 al 2.5%(v/v) durante
1 h y se enjuagaron 3 veces con agua bidestilada para retirar el exceso de

Triton.

Para realizar la deteccion de todas las actividades proteoliticas, los geles se
incubaron en amortiguador de acetatos 0.IM, pH 55 en presencia de -
mercaptoetanol al 0.1%, durante 24 h a 37°C (Apéndice F) y en agitacién. Al
término de este periodo, los geles se volvieron a enjuagar con agua bidestilada y
se tifieron con azul de Coomassie R-250 durante 45 min en agitacion constante y
a 37°C. Posteriormente se retird el exceso de colorante y se llevé a cabo la
decoloracidn de éstos con una solucion de dcido acético al 10% (v/v). Finalmente,
los geles teidos se analizaron por densitometria usando un analizador de

imdgenes Fotodyne™ integrado a una computadora Macintosh. La actividad



proteolitica de las diferentes bandas se calculé como porcentaje de la actividad
medida en las bandas del control.

Con la finalidad de determinar la presencia de otras moléculas sin actividad
proteolitica en los sobrenadantes, éstos fueron también analizados por PAGE-
SDS al 10% en ausencia de gelatina y los geles fueron tefiidos con nitrato de
plata de acuerdo a las indicaciones del fabricante y se analizaron por

densitometria como se mencioné previamente.

7.- EVALUACION DE LA INTERACCION DE LOS TROFOZOITOS CON
LAS CELULAS IEC6 MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO

Trofozoitos de la cepa WB (2.0x10°) sin tratar 6 pre-tratados por 30 min,
con los inhibidores para proteinasas E64 (1 uM) y TPCK (50 pM), se pusieron en
contacto con monocapas de células IEC6 durante 2 h/37°C. Después de este
periodo de incubacion, las muestras de los co-cultivos se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% (v/v) en un amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M pH
7.2, se deshidrataron con diferentes concentraciones de etanol vy
posteriormente con 6xido de propileno al 100%. Las muestras se secaron en un
aparato Samdri-780 y se cubrieron con particulas de oro. Finalmente se
realizaron las observaciones en un microscopio electrénico de barrido JEOL 35-

C, también se analizaron cultivos de células IEC6 solas.

8.- FITACION DE CELULAS



Las células IEC6 se fijaron para llevar a cabo el ensayo de ligandos-
proteinasa. Para esto, monocapas confluentes de células se despegaron con una
solucion de EDTA al 0.2% durante 90 min. Una vez despegadas todas las células
se lavaron 3 veces con ASF pH 7.2 y se contaron en una cdmara de Neubauer.
Posteriormente, a 5X10° células/mL se les agregé glutaraldehido a una
concentracién de 2.5% y se incubaron en agitacién durante 1 h/4°C. Transcurrido
el tiempo de la incubacidn, las células se lavaron 5 veces con ASF pH 7.2 frio
centrifugdndolas a 600 xg/5 min a 4°C. Posteriormente, las células se bloquearon
con glicina 0.2M durante un periodo de 1.15 h a temperatura ambiente y en
agitacién constante. Las células se lavaron 7 veces con ASF pH 7.2 frio y 3 veces
con solucién TDSET (Apéndice H). Finalmente, las células se fraccionaron en
tubos siliconizados a una concentracién de 1x10° células/200 L y se almacenaron

a 4°C hasta su empleo en el ensayo de ligandos-proteinasa.

9.- ENSAYO DE LIGANDOS-PROTEINASA

Con la finalidad de determinar las proteinasas presentes en el LT de
trofozoitos de la cepa WB de &. /Jamblia que se unian a la superficie de las células
epiteliales TEC6, se realizé el ensayo de ligandos-proteinasa. Las condiciones
empleadas en el ensayo fueron las recomendadas por Alvarez-Sdnchez y cols.
(2000). Los trofozoitos (80x10°) se lisaron con 500 uL de ASF pH 8.0y 50 pL
de DOC al 10% (concentracion final 0.5%) y se incubaron en esta mezcla durante
un periodo de 20 min a 4°C. Posteriormente, se adicionaron 450 uL de ASF pH
8.0 y el lisado se colocé en un colchén de sacarosa al 10% (p/v), centrifugdndose

a 1 500 xg /30 min a 4°C. Una vez realizado lo anterior el sobrenadante



transparente que queda en la parte superior del gradiente, se puso en contacto
con las células TEC6 previamente fijadas y lavadas durante 20 h a 4°C, con
agitacion suave. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 5 000 xg/5 min a
4°C. La pastilla obtenida se lavé 7 veces con DOC al 1% (p/v), se le agregaron 30
uL de amortiguador de muestra 1X y se incubé durante 20 min a 37°C.
Finalmente la muestra se centrifugé a 1 500 xg/5 min a 4°C y las proteinas
eluidas en el sobrenadante se cargaron en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%
(p/v) copolimerizado con gelatina al 0.2%, siguiendo las condiciones de

corrimiento y tincion descritas en esta seccion.

10.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

El andlisis electroforético del LT, de los sobrenadantes de interaccion de los
trofozoitos con las células TEC6 y del eluido del ensayo de ligandos-proteinasa
se realizé empleando geles de poliacrilamida al 10%(p/v) copolimerizados con
gelatina al 0.2% (p/v). El eluido del ensayo de ligandos-proteinasa también se
analizé empleando diferentes sustratos como mucina bacterioldgica 0.5% (p/v),
hemoglobina 1% (p/v), IgG, IgA, IgAs, en todos los casos se emplearon 1.5
mg/gel (Apéndice F). El corrimiento de las proteinas se realizé en las condiciones
mencionadas previamente por 90 min a 140 V a 4°C. aplicdndose en cada pozo 30
uL (equivalentes a 80x10° trofozoitos= 80 ug proteina) del eluido del ensayo de
ligandos-proteinasa. Una vez transcurrido el tiempo de corrimiento, los geles
fueron re-naturalizados en 50 mL de Tritén X-100 al 2.5%(v/v) durante 1 h 'y se

enjuagaron 3 veces con agua bidestilada para retirar el exceso de Tritén.



Para realizar la deteccion de todas las actividades proteoliticas, los geles se
incubaron en amortiguador de acetatos 0.IM, pH 55 en presencia de j-
mercaptoetanol al 0.1% (v/v), durante 24 h a 37°C (Apéndice F) y en agitacién. Al
término de este periodo, los geles se volvieron a enjuagar con agua bidestilada y
se tifieron con azul de Coomassie R-250 durante 45 min en agitacién constante y
a 37°C. Posteriormente se retird el exceso de colorante y se llevé a cabo la
decoloracidén de éstos con una solucién de dacido acético al 10% (v/v). Finalmente,
los geles se analizaron por densitometria usando un analizador de imdgenes
Fotodyne™ integrado a una computadora Macintosh. La actividad proteolitica de
las diferentes bandas se calculé como porcentaje de la actividad medida en las
bandas del control. Los geles de acrilamida se tifieron con un kit para tincion con

plata (Bio-Rad) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

11.- ANALISIS ELECTROFORETICO DEL ELUIDO DEL ENSAYO DE
LIGANDOS-PROTEINASA Y DEL LT DE 6  /amblia EN DOS
DIMENSIONES

Para el andlisis bidimensional de las proteinas de &. /amblia se empled la
técnica descrita por Mendoza-Lépez y cols. (2000). Los geles para
isoelectroenfoque se prepararon en tubos capilares sellados con parafilm® en el
extremo inferior. La solucidn para preparar los geles contenia: urea 9.2 M,
acrilamida al 4% (p/v), N, N metilen bis- acrilamida 0.2% (p/v), tritén X-100 al
10% (v/v), solucién de anfolinas con un intervalo de pH de 3-10 al 1% (v/v),
solucién de anfolinas con un intervalo de pH de 5-7 al 4% (v/v), persulfato de

amonio 0.007% (p/v) y TEMED (N, N, N, N, tetrametilendiamina) al 0.15% (v/v).



Una vez que los geles polimerizaron, los capilares se montaron en una cdmara
para isoelectroenfoque previamente llenada con solucién “overlay”, la cual
contiene urea y anfolinas (intervalo de pH 5/7 y 3/10), asi como azul de
bromofenol (Apéndice G) e hidroxido de sodio y se pre-corrieron para permitir
la formacion del gradiente de pH empleando una solucion degasificada de
hidréxido de sodio 100 mM en el dnodo y dcido fosférico 10 mM en el catodo. Los
geles se corrieron a 200V/10 min, 300V/15 min y 400V/15 min. Posteriormente,
el eluido del ensayo de ligandos-proteinasa realizado de acuerdo a lo descrito
por Alvarez-Sdnchez y cols (2000; punto 10), asi como el paquete de los
pardsitos lavados se disolvié en regulador de lisis y se aplicé en la parte superior
del gel sobreponiéndole solucién “overlay” e hidréxido de sodio. Se realizé una
pre-corrida a 500V/10 min y posteriormente a 750V/3.5 h. Después del
corrimiento los geles se sacaron de los capilares empleando una jeringa y se
equilibraron en una solucién reguladora durante 1 h (Apéndice 6). En la segunda
dimension las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE como se describié
anteriormente sellando las cdmaras con agarosa y azul de bromofenol como
indicador del frente de corrida. Se aplicé una corriente constante de 120V por
gel y concluido el corrimiento, los geles se tifieron y decoloraron en las

condiciones antes mencionadas

12.-CARACTERIZACION DE LA CP90
Una vez llevado a cabo el ensayo de ligandos-proteinasa y habiendo

identificado una proteinasa de 90 kDa (CP90), se procedié a caracterizarla.



> pH optimo
Se determiné el valor de pH al cual la CP90 tenia una actividad éptima. El
sobrenadante obtenido del ensayo de ligandos se analizé electroforéticamente
en geles de poliacrilamida-SDS al 10%(p/v) copolimerizado con gelatina al 0.2%
(p/v), siguiendo las condiciones de corrimiento previamente descritas. Los geles
se incubaron en el amortiguador de acetatos 0.1 M en un intervalo de pH de 3.5-
7.0 durante 24 h a 37°C y se observo la actividad proteolitica mediante la tincion

de éste.

> Temperatura optima
Con respecto a la determinacion del valor éptimo de temperatura, los geles del
eluido del ensayo de ligandos-proteinasa se incubaron en amortiguador de
acetatos pH 5.5 (valor optimo de pH) a 4, 25, 34, 37, 42-46°C durante 24 h.

Posteriormente se tifi¢ y se evalud la actividad de la CP90.

> Tipo de proteinasa
Para determinar el tipo de proteinasa(s) al que pertenecia la proteinasa de 90
kDa, los trofozoitos se pre-trataron durante 30 min a 37°C con los inhibidores
para proteinasas de tipo cisteina E64 (trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamido-[4-
guanidino]-Butano) 1 uM, para tipo cisteina TPCK (L-1-cloro-3-[4-tosilamido]- 4-
fenil-2-butanona, tosil fenilalanil clorometilcetona) 50 pM, para tipo serina
PMSF (fenil-metil-sulfonil fluoruro) 250 uM, para proteinasas de tipo metalo:
500 puM 1, 10 fenantrolina, asi como PepstatinA (100 uM) para proteinasas de

tipo aspdrtico. Los pardsitos pre-tratados se lavaron 8 veces con ASF pH 7.2



frio y el LT obtenido se empled en el ensayo de ligandos-proteinasa como se
describié anteriormente. Los geles una vez teflidos se analizaron por

densitometria.

> Activadores
Se evalué el efecto de tres activadores de proteinasas de tipo cisteina. Los
activadores empleados fueron: ditiotreitol (DTT) 1 mM, p-mercaptoetanol al
0.1% (v/v), cisteina 1 mM asi como CaCl, para constatar que la proteinasa de 90
kDa no era de naturaleza metalo. Los geles se incubaron en amortiguador de
acetatos 0.1 M pH 55 con cada uno de los agentes activadores y a 37°C en

agitacion constante.

13.- PRODUCCION DEL SUERO anti-CP90

La CP90 fue purificada a partir de los geles SDS-PAGE co-polimerizados con
gelatina. Los fragmentos de gel que evidenciaban a la proteinasa se
homogenizaron por completo mecdnicamente a través de una jeringa y se
utilizaron para inmunizar ratones BALB/c. Los animales fueron inoculados con 0.3
mL de la proteinasa en intervalos de 1 semana, durante 3 semanas. Al final del
esquema de inmunizacidn los ratones fueron sangrados por puncién cardiaca para
la obtencidén del suero anti-CP90. La reactividad del suero anti-CP90 se analizé
mediante inmunoelectrotransferencia (IEF) y ensayos de inmunofluorescencia
indirecta (IFI). El suero pre-inmune normal de ratén se obtuvo antes de iniciar

el esquema de inmunizacion y se usé en todos los ensayos como control negativo.



14.-OBTENCION DE LAS FRACCIONES CELULARES DE LOS
TROFOZOITOS DE 6. /amblia

Para determinar la localizacion de la CP90, se obtuvieron las fracciones:
membranal (FM), citosdlica (FC) y nuclear (FN) de los trofozoitos de &. /lamblia.
Se procedié a sonicar la suspensién de aproximadamente 150x10° trofozoitos en
ASF pH 7.2 con 6 pulsos de 60s a 12 mA y en ausencia de detergente a
temperatura de 4°C, empleando un generador de ultrasonido MSE. Una vez
obtenido el LT por sonicacion, se centrifugé durante 30 min/4°C a 500 xg. El
paquete celular obtenido de esta centrifugacién se resuspendié en ASF pH 7.2 y
el sobrenadante se ultracentrifugé a 11 000 xg para obtener un segundo paquete
celular. Las 3 fracciones obtenidas (membranal, citosélica y nuclear) se

analizaron en PAGE-SDS al 10% y se realizé su inmunoelectrotransferencia

(TET).

15.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

Para determinar el patron de reconocimiento antigénico del suero anti- CP90
se empleé la técnica de IET de acuerdo al método descrito por Alvarez-
Sdnchez y cols. (2000). EI LT, asi como las diferentes fracciones celulares del
pardsito, se separaron electroforéticamente de acuerdo a lo descrito
anteriormente. Los geles se equilibraron en amortiguador de transferencia
(Apéndice J) por 30 min a temperatura ambiente con cambios de solucién cada
15 min. La transferencia de proteinas al papel de nitrocelulosa (PNC) se llevé a
cabo en una cdmara de transferencia Bio-Rad a 100V/1 h/4°C. Después de la

transferencia, se cortd la tira del PNC en donde se encontraban transferidos los



marcadores de pesos moleculares pre-tefiidos. El resto del papel se bloqueé con
una solucion de ASF-Albdmina sérica bovina (ASB) al 3% (p/v) a 4°C durante
toda la noche. Al terminar el periodo de incubacion se corté el papel en tiras de
4 mm. Estas se incubaron toda la noche a 4°C con el suero anti-CP90 a
diferentes diluciones (1:25, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500) en ASF-Tween al 0.05%
(v/v) en agitacién constante. Como controles se incluyeron: suero de raton pre-
inmune y suero contra LT del pardsito. Posteriormente, las tiras se lavaron 3
veces durante 10 min con ASF-Tween 20 al 0.005% (v/v), enseguida se adicioné
el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa a una diluciéon de 1:2500 en ASF-
Tween 20 al 0.05%. Las tiras se incubaron 3 h/37°C en agitacion constante.
Posteriormente, se hicieron los lavados descritos con anterioridad y se agregé la
solucion del sustrato (Apéndice J) dejandose reaccionar durante 10 min y la

reaccion se detuvo con agua.

16.- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Trofozoitos de la cepa WB se fijaron con una mezcla de glutaraldehido al
0.5% (v/v)-formaldehido al 2% (v/v) durante 1 h/25°C, se lavaron con ASF pH
7.2 y se bloquearon con glicina 0.2 M. Posteriormente, los trofozoitos se
incubaron por 20 min/4°C con el suero anti-CP90 a las diluciones 1:50 y 1:100 o
con el suero pre-inmune de ratén utilizado como control negativo a una dilucién
de 1:100. Como control positivo se utilizé el anticuerpo monoclonal 3C1C8 a una
dilucién 1:200. Los pardsitos se lavaron con ASF pH 7.2 y se incubaron con un

segundo anticuerpo acoplado a FITC, a una dilucion 1:50 durante 20 min a 4°C. Al



término de la incubacion se lavaron con ASF pH 7.2 y se examinaron en un

microscopio de epifluorescencia (Zeiss®).



IV.RESULTADOS

Los trofozoitos de &. /amblia secretan proteinasas cuando son

cultivados solos o en interaccion con células IEC6

Con la finalidad de analizar la secrecion de proteinasas por
trofozoitos de la cepa WB, los pardsitos se cultivaron solos 6 en
interaccion con la células epiteliales IEC6 y los sobrenadantes
obtenidos de estos cultivos se analizaron mediante geles PAGE-SDS
co-polimerizados con gelatina al 0.2% (p/v), de acuerdo a lo descrito
en la seccién de materiales y métodos. Los resultados obtenidos de

este andlisis se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Andlisis electroforético de los sobrenadantes de cultivo
de trofozoitos solos 6 en interaccion con las células IEC6.
Muestras del medio de cultivo fueron colectadas después de que
los trofozoitos se incubaron por 2 h a 37°C en medio, en ausencia
(carril 1) o presencia (carril 2) de las células IEC6, o bien,
después de cultivar las células TEC6 en ausencia de trofozoitos
(carril 7). También se analizaron los sobrenadantes de trofozoitos
pre-tratados con 50 yM TPCK (carril 3 y 4) o 1 uM de E64
(carril 5 y 6), ya sea cultivados solos (carril 3 y 6) o en
interaccion con células TEC6 (carril 4 y 5). Los pesos moleculares
de las proteinas empleadas como controles expresados en
kilodaltones (kDa) se indican a la izquierda de la figura. También
se indican los porcentajes de adhesion de los trofozoitos a la
linea celular IEC6 con cada una de las condiciones analizadas.
Estos resultados son representativos de 2 ensayos.



En el sobrenadante de trofozoitos cultivados solos se detectaron
principalmente 7 bandas con actividad proteolitica de pesos
moleculares de 198, 135, 120, 107, 73, 20 y 22 kDa (carril 1). Las
bandas de 30y 22 kDa mostraron la actividad mayoritaria. Después de
la interaccion de los trofozoitos con las células IEC6, las bandas de
135, 107, 30 y 22 kDa aumentaron en 182, 150, 202 y 250%,
respectivamente (carril 2). Asimismo se detectaron otras moléculas
que no fueron secretadas mayoritariamente, entre ellas una de 88
kDa. Sin embargo, en los sobrenadantes de los frofozoitos pre-
incubados con TPCK y cultivados solos (carril 3) o en interaccion con la
linea celular (carril 4) la mayoria de las proteinasas se inhibieron,
excepto la banda de 30 kDa. Por otro lado, en los sobrenadantes de
trofozoitos incubados con E64 o cultivados solos (carril 6) las
proteinasas se inhibieron o disminuyeron marcadamente, excepto la
banda de 22 kDa. Sin embargo, cuando los trofozoitos pre-incubados
con E64 se co-incubaron con IEC6 (carril 5) se observéd un aumento en
la actividad de las bandas de 198 kDa (105%), 135 kDa (200%), 107
kDa (90%) y 22 kDa (120%). La actividad proteolitica de la proteinasa
de 30 kDa aumenté en menor proporcion (50%). Ademds, la banda de
88 kDa es bastante evidente y apareciéo una banda de 180 kDa. Los
sobrenadantes del cultivo de las células IEC6 solas revelaron bandas

tenues con actividad proteolitica de 213, 194, 149, 139, 73, 48 y 43



kDa (carril 7). Todas las proteinasas excepto la de 73 kDa, no
correspondieron con las detectadas en los sobrenadantes de
interaccion de las células IEC6 con los trofozoitos de WB. Ademads,
las bandas de 198, 135, 120, 107, 30 y 22 kDa se detectaron en los
sobrenadantes de cultivo de la interaccion o en los pardsitos
cultivados solos, lo que descarta la posibilidad de que las proteinasas
provengan de la linea celular. De manera paralela, se realizaron
ensayos de adhesidn con trofozoitos incubados con los inhibidores de
proteinasas TPCK (50 pM) y E64 (1 uM) y en este caso, el porcentaje
de adhesion de los pardsitos a la linea celular IEC6 fue del 55 y 64%
respectivamente, los cuales son significativamente diferentes al

control (P< 0.01)

Con la finalidad de determinar cudles otras proteinas diferentes a
las proteinasas estaban presentes en los sobrenadantes de cultivo,
éstos también se analizaron en geles PAGE-SDS al 10% y se tifieron
con nitrato de plata (Figura 2). En el sobrenadante de cultivo de linea
TEC6 sola (carril 7), se observaron principalmente proteinas de 120,
110, 92 y 86 kDa y en los sobrenadantes de cultivo de los trofozoitos
solos, bandas de 162 (doblete), 124, 115, 92, 86, 75, 48 y 41 kDa
(carril 1). Las bandas de 162, 124, 115, 75, 48, y 41 kDa parecen ser

especificas del trofozoito mientras que la de 92 y 86 kDa son



aparentemente compartidas entre pardsitos y linea celular. Después
de la interaccidn (carril 2), aparentemente IEC6 contribuye en menor
cantidad con las proteinas secretadas, ya que las proteinas principales
o mayoritarias permanecen similares a las de los frofozoitos solos
(carril 1). El patrén de proteinas secretadas por los trofozoitos pre-
tratados con TPCK cultivados solos o en interaccién con la linea celular
(carriles 3 y 4 respectivamente), es similar al de la interaccién de
TIEC6 con los trofozoitos no tratados (carril 2), con excepcion de la
banda de 92 kDaq, la que estuvo prdacticamente ausente en ambos
casos. Este efecto no fue especifico para TPCK, ya que en el caso de
E64 los trofozoitos secretan un patrén idéntico de proteinas (carril
6). Sin embargo, en el sobrenadante de interaccién de los pardsitos
tratados con E64 y cultivados con IEC6, se observé la proteina de 92
kDa (carril 5). De manera general, a nivel cualitativo, los inhibidores
de proteinasas tienen efecto limitado sobre las moléculas secretadas
por el pardsito sélo 6 en interaccién con la linea celular TEC6. Sin
embargo, estas condiciones inducen importantes cambios cuantitativos

en el patron de proteinasas secretadas.



kDan 1 2 3

—EEEE D

12 6
SO
50 e !

33—

28 m—

20 m— ‘
— — —— e —— |

Figura 2. Andlisis electroforético de las proteinas presentes en
sobrenadantes colectados de trofozoitos cultivados solos 6 en
interaccion con la linea celular IEC6. Los sobrenadantes de
cultivo se obtuvieron y procesaron en el mismo orden que en la
figura 1. Después de la separacion electroforética, el gel se tiid
con un kit de nitrato de plata de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante. Los pesos moleculares de las proteinas empleadas
como controles expresados en kilodaltones (kDa) son indicados a la
izquierda de la figura. Los resultados son representativos de 2
determinaciones.



Niveles de secrecion mayores de una proteinasa de 30 kDa por
trofozoitos tratados con TPCK se asocian con dafo celular a las

células TIEC6

En este estudio, 2x10° trofozoitos se pre-trataron con E64 (1 uM) y
TPCK (50 puM) y se pusieron en interaccion con la linea celular como se
describio previamente. Las células TEC6 se caracterizan por formar
monocapas confluentes y mostrar una superficie uniforme con uniones
funcionales y microvellosidades entre células (Figura 3, panel A).
Después de la incubacion de los trofozoitos no tratados con los
inhibidores por 2 h/37°C, las células IEC6 no mostraron dafio aparente
(Figura 3, panel B). Los trofozoitos se unieron activamente por su disco
ventral a las monocapas. En general, la densidad de las microvellosidades
no se afectd. Cuando los pardsitos pre-tratados con E64 fueron
expuestos a IEC6, pocos de ellos se unieron a las monocapas, lo que
mostré una densidad de las microvellosidades normal y no afectada
(Figura 3, panel C). Sin embargo, cuando se trabajé con
2x10%trofozoitos (proporcidén 4:1:1 a las células IEC6) pre-tratados con
TPCK, se observaron importantes alteraciones en las monocapas. Las
uniones estrechas aparecieron rotas y muchas células estaban
despegadas, ademds de wuna distribucion alterada de |las

microvellosidades (Figura 3, panel D). En estos cultivos, las células TEC6



mostraron alteraciones morfoldgicas (Figura 3, panel D, sefialado con
flechas) o la formacién de protuberancias en la membrana (Figura 3,
panel D). Como se esperaba, pocos trofozoitos estaban adheridos a las
células y se localizaron en aquellas dreas en donde las uniones celulares

estaban rotas.

Figura 3. Anadlisis por microscopia electronica de barrido de la
interaccion de trofozoitos de &. /amblia con las células IEC6.
Monocapa tipica de IEC6 (Panel A). 2x10°trofozoitos sin
tratamiento con inhibidores se cultivaron 2 h/37°C con células
IEC6 (Panel B); trofozoitos pre-tratados con E64 (1 pM) (Panel
C) 6 con TPCK (50 pM)(Panel D) en interaccion con células IEC6
por 30 minutos a 37°C.



La proteina de 90 kDa de &. /amblia que se une a la superficie de

las células TEC6, es una cisteina proteinasa

Para la estandarizacién de las condiciones experimentales del
ensayo de ligandos-proteinasa, inicialmente se utilizaron dos
diferentes detergentes para la obtencion del LT: triton X-100 y
desoxicolato de sodio (DOC) al 10%(v/v). En la figura 4 (carril 2), se
puede observar que el LT obtenido con DOC al 10%(v/v) contiene
mayor nimero de componentes, por lo que este detergente se eligié
para la obtencién del LT. Por otro lado, en el ensayo de ligandos-
proteinasa, se usaron 1x10° células IEC6 fijadas y se evalud el LT de
obtenido con DOC de diferentes cantidades de trofozoitos: 40, 60 y
80x10° (Figura 4, carriles 4-6). El LT obtenido a partir de 80x10°
trofozoitos permitio una mejor deteccién de una banda con actividad

proteolitica de 90 kDa (Figura 4, carril 6).
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Figura 4. Andlisis electroforético de la actividad de proteinasas
obtenidas con el ensayo de ligandos-proteinasa. En la
estandarizacion de las condiciones experimentales del ensayo de
ligandos-proteinasa se evalud el uso de Triton X-100 (carril 1) y
de DOC al 10% (carril 2) para la obtencion del LT de los
trofozoitos de 6. /amblia, asi como el empleo del LT obtenido de
40, 60 y 80x10° trofozoitos (carriles 4-6). En el ensayo se
utilizaron 1x10° células IEC6 fijadas. Los valores de pesos
moleculares de las proteinas empleadas como controles se indican
a la izquierda de la figura en kilodaltones (kDa). En el carril 3 se
incluyé el sobrenadante de la linea celular TEC6 fijada. La flecha
a la derecha de la figura indica la presencia de la proteinasa
detectada.



Caracterizacion de la CP90

Para determinar el tipo de proteinasa al que pertenecia la CP90,
los trofozoitos fueron pre-tratados con los inhibidores de
proteinasas: E64 (0.0lmM) (cisteina-proteinasas), PMSF (0.25 mM),
TPCK (0.05 M) (cisteina y serina-proteinasas), 1,10-fenantrolina (0.5
mM)(metalo-proteinasas), asi como Pepstatin A (0.1 mM) (proteinasas
de tipo aspdrtico). Los pardsitos se incubaron por 30 min a 37°C. Con
el LT obtenido se realizaron los ensayos de ligandos-proteinasa y el
eluido de éstos se analizé en geles SDS-PAGE co-polimerizados con
gelatina al 0.2% (p/v) (Figura 5). Los geles se analizaron por
densitometria y los porcentajes de inhibicion de la actividad
proteolitica con cada uno de estos inhibidores se calculé (Tabla 1).
E64 y TPCK fueron los inhibidores que mayor efecto tuvieron sobre la

proteinasa de 90 kDa (60 y 38%, respectivamente) (P>0.05).



Figura 5. Andlisis electroforético de la actividad de la
proteinasa de 90 kDa obtenida en los ensayos de ligandos-
proteinasa en presencia de diferentes inhibidores de
proteinasas. En el ensayo de ligandos-proteinasa se emplearon
1x10° células IEC6 fijadas y el LT de 80x10° pardsitos pre-
tratados por 30 min a 37°C con diferentes inhibidores de
proteasas: E64 (carril 3), PMSF (carril 4), TPCK (carril 5),
1,10 fenantrolina (carril 6), Pepstatin A (carril 7). Como
control de interaccion se incluyd el eluido obtenido de parasitos
sin inhibidores (carril 2). Sobrenadante de la linea celular sola
(carril 1). Los marcadores de pesos moleculares de las proteinas
empleadas como controles se indican a la izquierda de la figura,
expresados en kilodaltones (kDa).Los resultados mostrados son
representativos de 5 experimentos.



Tabla 1. Inhibicion (%) de la actividad proteolitica de
CP90 con inhibidores especificos de proteinasas

Inhibidor Concentracién (mM) % Inhibicién + DE

E64 0.01 60 + 3.0
PMSF 0.025 20 + 30
TPCK 0.05 38 £ 20
1,10 fenantrolina 0.5 3 + 05
Pepstatin A 0.1 2 + 01

La proteinasa de 90 kDa es una cisteina proteinasa (CP90) que es
activada por agentes reductores

Con la finalidad de confirmar el tipo de proteinasa de CP90, se
procedio a emplear activadores de cisteina-proteinasa, como son
ditiotreitol (DTT) 1 mM y B-mercaptoetanol (0.1%) (v/v) (Figura 6).
Con ambos activadores se observé una activacién de CP90, aunque la
mayor activacion se obtuvo con B-mercaptoetanol. Cuando se empleé
cisteina 0.1 mM, se observé una actividad similar a la obtenida con los
agentes antes mencionados.Asimismo, el uso de cloruro de calcio

(CaCl;) 1 mM, el cual sirve para activar proteinasas de tipo metalo no



tuvo efecto sobre la actividad de CP90 (Figura 6). Al emplear los
diferentes activadores, se hizo evidente la presencia de dos bandas
con actividad proteolitica, sélo en este caso se aprecié la aparicién de

otra banda de aproximadamente 88 kDa.
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Figura 6. Andlisis electroforético de la actividad de la
proteinasa de 90 kDa obtenida en los ensayos de ligandos-
proteinasa en presencia de diferentes activadores. El eluido
obtenido en los ensayos de ligandos-proteinasa se separd
electroforéticamente y se cortaron los diferentes carriles. Los
carriles se incubaron con cisteina 0.1mM (carril 3), CaCl, 1 mM
(carril 4), DTT 1 mM (carril 5), B-mercaptoetanol 0.1% (carril
6). También se analizaron el LT en ausencia de agentes
activadores (carril 1) y el eluido de la linea celular IEC6 (carril
2). Los valores de pesos moleculares de proteinas empleadas
como controles se indican a la izquierda de la figura,
expresados en kilodaltones (kDa). Los resultados mostrados son
representativos de 8 ensayos.



Determinacion de pH y temperatura optima para la actividad de CP90

La actividad de la CP90 se evalué bajo diferentes valores de pH 'y
temperatura. Para este propésito, el eluido obtenido de los ensayos de
ligandos-proteinasa, se analizé electroforéticamente y los geles se
incubaron a diferentes valores de pH (3.5-7.0) a 37°C (Figuras 7 y 9).
En el caso de la temperatura, los geles se incubaron en amortiguador
de acetatos pH 5.5, a diferentes temperaturas (4, 25, 34, 37, 42-
46°C)(Figura 8 y 10). Los resultados muestran que la CP90 tiene
actividad a pH 4.5-6.5, con un maximo a 5.5. No se observé actividad
en valores de pH por debajo de 4.0. En lo que a temperatura se
refiere, la actividad detectada a 4°C y 25°C fue muy baja, mostrando
aumento a 34°C y siendo 6ptima a 37°C. A 42°C se detectd actividad
comparable al caso anterior; sin embargo, en el valor de 46°C no se

detecté actividad alguna.
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Figura 7. Andlisis electroforético de la actividad de CP90
obtenida en ensayos de ligandos-proteinasa a diferentes valores
de pH. El eluido obtenido de los ensayos de ligandos-proteinasa
se separd electroforéticamente y los geles se incubaron a 37°C
a pH 3.5 (carril 2). pH 4.5 (carril 3), pH 5.0 (carril 4), pH
5.5 (carril 5); pH 6.0 (carril 6); pH 6.5 (carril 7); pH 7 (carril
8). Se incluyo como control el eluido de la linea celular IEC6
(carril 1). Los valores de peso molecular de las proteinas
empleadas como controles se sefialan a la izquierda de la figura,
expresados en kilodaltones (kDa).



kDa

122

80

v

50

|

35 —*

29
21

by

Figura 8. Andlisis electroforético de la actividad de CP90
obtenida en ensayos de ligandos-proteinasa a diferentes valores
de temperatura. El eluido obtenido de los ensayos de ligandos-
proteinasa se separo electroforéticamente y los geles se
incubaron a pH 5.5 y diferentes temperaturas: 4°C (carril 2);
25°C (carril 3); 34°C (carril 4); 37°C (carril 5); 42°C (carril
6). 46°C (carril 7). Se incluyéo como control el eluido de la linea
celular IEC6 (carril 1). Los valores de peso molecular de las
proteinas empleadas como controles se sefialan a la izquierda de
la figura, expresados en kilodaltones (kDa).
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Figuras 9 y 10. Efecto de los diferentes valores de pH (figura
8) y de temperatura (figura 9) en la actividad de CP90.El
porcentaje de actividad proteolitica se determiné por andlisis
densitométrico de los zimogramas de CP90 presentados en las
figuras 7 y 8.



La CP90 también degrada Ig6 e IgA

Se investigo si la CP90 era capaz de degradar una variedad de
sustratos como: mucina bacterioldgica, inmunoglobulinas (Ig6, IgA e
IgAs) asi como también hemoglobina. La gelatina fue usada como un
control (Figura 11). Se observé que la actividad de la CP90 es selectiva
en diferentes sustratos naturales, siendo capaz de degradar a la IgG
e IgA, pero no tiene actividad sobre IgAs, mucina y hemoglobina bajo

las condiciones empleadas.

+—— CP90

Figura 11. Andlisis electroforético de la actividad de CP90
obtenida en ensayos de ligandos-proteinasa usando como sustratos
diferentes proteinas. Carril 1. Mucina al 0.2% (p/v); carril 2:
Hemoglobina al 0.2% (p/v). carril 3: IgAs. carril 4: Gelatina al
0.2% (p/v): carril 5: IgA (1.5 mg):; carril 6: Ig6 (1.5 mg). Todos
los geles con sustrato se activaron bajo las mismas condiciones
experimentales (24 h/37°C/pH 5.5).



La CP90 tiene un pI de 6.8 y no presenta isoformas

Se llevé a cabo el andlisis en doble dimension del LT del pardsito
(Figura 12 A) y del eluido obtenido del ensayo de ligandos-proteinasa
(Figura 12 B). En la regién que corresponde a la CP90 dnicamente se

detecté una mancha con pI de 6.8 (Figura 12 B)

kDa pI — 5 7

Figura 12. Andlisis electroforético co-polimerizado con gelatina en dos
dimensiones de las proteinasas presentes en el LT de &. /amblia (A) y en



el eluido obtenido del ensayo de ligandos (CP90) (B). Los marcadores de
peso molecular se indican en kilodaltones (kDa). La flecha de pI muestra
la direccion del isoelectroenfoque usando anfolinas 3/10 y 5/8(-)
muestra la direccion de la electroforesis por peso molecular. La flecha
de la figura B indica la posicion de la mancha correspondiente a la
actividad proteolitica de la CP90.

La CP90 se localiza mayoritariamente en la fraccion membranal de
los trofozoitos de &. /amblia

Con la finalidad de determinar la localizacién celular de la CP9O,
inicialmente se obtuvieron diferentes fracciones celulares de los
trofozoitos de la cepa WB (plasmdtica, citosélica y nuclear) y se
analizaron en geles de poliacrilamida co-polimerizados con gelatina
0.2% (p/v) (Figura 13). La CP90 fue detectada mayoritariamente en la
fraccion membranal, en la fraccidn citosdlica también se detectd la
presencia de la CP90, aunque con menor intensidad. En la fraccidn
nuclear no se observé la CP90.
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Figura 13. Andlisis electroforético de las fracciones celulares enriquecidas
de 6. /lamblia. La fraccion membranal (carril 2), citosdlica (carril 3) y
nuclear (carril 4) asi como el LT (carril 1) de los trofozoitos se separaron
electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS,
copolimerizados con gelatina 0.2%. Los valores de peso molecular de las
proteinas empleadas como controles se sefialan a la izquierda de la figura,
expresados en kilodaltones (kDa).



La localizacion celular de la CP90 también se verificé por IET
empleando las fracciones celulares obtenidas del pardsito y el suero
anti-CP90 (Figura 14). Como se puede observar, la CP90 es reconocida
por el suero anti-CP90 de manera mayoritaria en la fraccion
membranal (carril 3), asi como otras proteinas de 75 y 60 kDa,
también es posible observar en la fraccién citosdlica el
reconocimiento de estas mismas proteinas aunque con menor
intensidad (carril 2). En la fraccién nuclear (carril 4) no se observé
ninguna proteina reconocida, asi como fampoco en el suero pre-inmune
(carril 5). Con respecto al LT (carril 1) se observé que hay un
reconocimiento de 4 bandas de peso molecular de 90, 75, 60 y 20
kDa, aunque esta Ultima casi es imperceptible. Sin embargo, de
manera predominante se observa el reconocimiento de CP90 en

membrana, lo que corrobora la localizacion celular de esta proteinasa.
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Figura 14. Inmunoelectrotransferencia de diferentes fracciones
celulares obtenidas de trofozoitos de &. /amblia. Las fracciones
celulares y el LT se separaron electroforéticamente, se
transfirieron a PNC y éste se incubo con el suero anti-CP90 a una
dilucion 1:100. La dilucion empleada para el segundo anticuerpo
acoplado a peroxidasa fue 1:2500. LT (carril 1); fraccion
citosdlica (carril 2). fraccion membranal (carril 3); fraccion
nuclear (carril 4); suero pre-inmune (carril 5). La flecha indica a
la CP9O0.

La CP90 se localiza en la membrana de los trofozoitos de &.
lamblia

Para investigar la localizacion de CP90 en trofozoitos completosse
llevaron a cabo ensayos de IFTI en pardsitos fijados utilizando el suero
anti-CP90 (Figura 15, panel C Y D). Este andlisis evidencié la
localizacién de CP90 en la superficie del trofozoito, al igual que en los
trofozoitos que se incubaron en presencia del anticuerpo monoclonal
3C1C8 (Figura 15, panel A), el cual se usé como control positivo, ya que

tiene un reconocimiento en forma de parche a lo largo de la superficie



del tfrofozoito. Con respecto al control negativo (frofozoitos con suero
pre-inmune) no se observé reconocimiento de la superficie del

pardsito (Figura 15, panel B).

C D
Figura 15. Fotomicrografias de trofozoitos de &. /amblia fijados
con formaldehido y no permeabilizados analizados por
inmunofluorescencia indirecta. El panel A y B corresponden a los
controles, control positivo: anticuerpo monoclonal 3C1C8 y el
control negativo: suero pre-inmune de raton, respectivamente. En
el panel C y D se utilizo el suero anti-CP90 1:50 y 1:100,
respectivamente. Las muestras fueron analizadas en un
microscopio (Zeiss®) para fluoresceina a un aumento de 40X.



V.DISCUSION

En parasitosis como tfrichomoniasis y amoebiasis se ha demostrado la
participacion de proteinasas en el proceso de adhesidn (Arroyo y Alderete, 1989;
Rodriguez y cols., 1994; Arroyo y Alderete, 1995; Garcia-Rivera y cols., 1999;
Mendoza-Lépez y cols., 2000). La adhesion de 6. /amblia a las células intestinales
es un evento de gran relevancia en la patogénesis de la giardiosis. Existen mdltiples
reportes de las actividades de proteinasas en la cepa Pl de & /amblia,
predominantemente del tipo cisteina, serina y aspdrtico (Williams y Coombs, 1995).
Ademds, se ha detectado actividad proteolitica en productos de
excrecion/secrecién de trofozoitos de la cepa P1y se ha relacionado con dafio al
epitelio intestinal (Jiménez y cols., 2000; Jiménez y cols., 2004), pero no se han

relacionado con el proceso de adhesidn del pardsito.

Por otro lado, estudios realizados por nuestro grupo de investigacién con la
cepa WB de 6. /amblia han demostrado la presencia de cisteina, serina y metalo
proteinasas en el LT de trofozoitos del pardsito y de manera importante la posible
participacion de éstas en la adhesion del pardsito a células epiteliales (Rodriguez-
Fuentes, 1998). La presencia de proteinasas de tipo aspdrtico en la cepa WB, a
diferencia de lo encontrado con la cepa P1, no ha sido demostrada. Estos
resultados se han visto reforzados en el Proyecto del Genoma de &iardia basado en
la cepa WB, en donde se han reportado hasta 23 genes bien caracterizados para

proteinasas del tipo cisteina, mientras que los marcos de lectura abierta deducidos



para otras proteinasas predicen Unicamente proteinasas del tipo serina y metalo,

pero ho del tipo aspdrtico.

Considerando estos hallazgos, y con la finalidad de continuar el estudio de la
participacion de las proteinasas de la cepa WB de 6. /amblia en la adhesidn a
células epiteliales, en este trabajo de tesis nos enfocamos inicialmente a evaluar la
secrecion de proteinasas por trofozoitos de la cepa WB, cultivados solos ¢ en
interaccion con las células epiteliales IEC6, asi como el efecto de inhibidores
especificos de proteinasas en la secrecion y adhesion de los trofozoitos a células
epiteliales IEC6. Ademds, se caracterizaron proteinasas del pardsito que
reconocen la superficie de las células TEC6, empleando para esto el ensayo de

ligandos-proteinasa.

En este trabajo se detectd la secrecién de proteinasas por los trofozoitos de la
cepa WB de 6. /amblia. Cabe mencionar que los pesos moleculares determinados
para las proteinasas intracelulares de la cepa WB (160, 110, 100, 95, 74, 60 y 19
kDa) son diferentes a los de las proteinasas secretadas mayoritariamente (198,
135, 120, 107, 73, 30 y 22 kDa), sugiriendo que algunas de estas proteinasas
intracelulares podrian ser procesadas antes de que sean secretadas, como se ha
reportado recientemente en el pardsito £ Aistolytica (Nowak y cols., 2004).
Nuestros hallazgos son consistentes con las observaciones de otros estudios en los
que se ha detectado actividad proteolitica en productos de excrecién/secrecion de
trofozoitos de la cepa P1 (Jiménez y cols., 2000; Jiménez y cols., 2004). Ademds,

por primera vez se demostré que la interaccion de los trofozoitos con las células



epiteliales TEC6, resulta en un aumento en la secrecion de algunas de las
proteinasas (135, 107, 30 y 22 kDa) del pardsito. La secrecion de estas proteinasas
mayoritarias se vié inhibida completa 6 parcialmente cuando los trofozoitos fueron
pre-tratados con TPCK y E64, con excepcion de las proteinasas de 30 y 22 kDaq,
respectivamente. Un aspecto de gran relevancia es lo observado en los ensayos de
adhesién cuando los trofozoitos fueron pre-tratados con TPCK y E64. En este
caso, la adhesidén del pardsito a las células IEC6 fue de 55y 64% respectivamente.
Cuando se investigo la secrecion de moléculas diferentes a las proteinasas que se
vieran afectadas cuando los trofozoitos fueron pre-tratados con E64 y TPCK e
interaccionaron con las células IEC6, no se observaron cambios relevantes en las
proteinas secretadas en los geles tefiidos con plata. Considerando lo anterior, la
asociacion entre la inhibicion de la adhesién de los trofozoitos tratados con los
inhibidores antes mencionados y la inhibicién respectiva de las actividades
proteoliticas predominantes en los sobrenadantes de esta interaccion sugiere que
las proteinasas secretadas participan en la adhesion del pardsito a las células

epiteliales.

A este respecto, existen diversos estudios que han demostrando la
participacién de proteinasas en la adhesién a las células blanco en otros pardsitos
protozoarios. Asi el empleo de los inhibidores TPCK, TLCK (inhiben proteinasas del
tipo cisteina y serina) y leupeptina (inhibidor de proteinasas del tipo cisteina) ha
mostrado una disminucién en la adhesion de la citoadherencia de T. vaginalis a
lineas celulares epiteliales vaginales humanas y HelLa (Arroyo y Alderete, 1989).

Asi también, estudios realizados por Arroyo y Alderete (1995) y por Mendoza-



Lopez y cols. (2000) demostraron que una proteinasa de tipo cisteina de 30 kDa
estd involucrada en la citoadherencia de 7. vaginalis a las células epiteliales. Del
mismo modo se ha sugerido que una cisteina-proteinasa de 112 kDa podria jugar un
papel en la adhesidn de £. histolytica a la célula blanco, en este caso eritrocitos de

humano (Rodriguez y cols., 1994; Garcia-Rivera y cols., 1999).

Debido a que la estimulacion de la secrecién de proteinasas por el pardsito
cuando interactla con las células IEC6 es de gran interés, en nuestro grupo de
investigacion se han realizado estudios orientados a identificar componentes de las
células epiteliales que sean los responsables de esta estimulacién. Resultados
preliminares indican que cuando los frofozoitos de &. /amblia se cultivan en
presencia de una fraccién de citosol enriquecida procedente de la linea celular
MDCK, su secrecidon de proteinasas aumenta, mientras que con las fracciones
enriquecidas de membrana no sucede asi (datos no mostrados). Es importante que
se continle con la identificacion y caracterizaciéon de la(s) molécula(s) de la

fraccion citosélica de las células epiteliales responsables de esta estimulacion.

Por otro lado, se observé dafio celular de las IEC6 incubadas con los trofozoitos
pre-tratados con TPCK. Resulta importante resaltar que en los sobrenadantes de
estas interacciones, la proteinasa de 30 kDa no fue inhibida con TPCK y fue
secretada mayoritariamente. A diferencia de lo anterior, las células IEC6
incubadas con los trofozoitos pre-tratados con E64, no sufrieron dafio celular, y en
este caso la proteinasa de 30 kDa no fue detectada en los sobrenadantes de

interaccion. Por lo anterior, nuestras observaciones sugieren la participacion de la



proteinasa de 30 kDa en el dafio celular. A este respecto, se ha demostrado la
presencia de proteinasas de tipo cisteina en productos de excrecion/secrecion de
la cepa P1y se ha sugerido su posible participacion en el dafio a la mucosa (Jiménez
y cols., 2000; Jiménez y cols., 2004). Sin embargo, el dafio que fue observado en
las células IEC6 no necesariamente estd asociado con la adhesion del pardsito y
podria estarlo con la secrecion de otras moléculas. A este respecto, se ha
reportado una proteina de 58 kDa presente en productos de excrecidn/secrecion
con actividad enterotéxica en trofozoitos de la cepa P1 de &. /amblia (Kaur y cols.,
2001). Sin embargo, en nuestro estudio esta molécula no fue observada en los
geles SDS-PAGE de sobrenadantes de trofozoitos pre-tratados con TPCK en
interaccion con IEC6 tefiidos con nitrato de plata. La expresion de esta molécula
podria ser dependiente de la cepa en estudio. Ademds, es posible que el dafio
celular observado en este estudio, pudiera deberse a la presencia de moléculas

diferentes a la de 58 kDa.

Para confirmar que la proteinasa de 30 kDa es la responsable de Ia
citotoxicidad observada son necesarios mds estudios, como por ejemplo,
produccién de anticuerpos e inhibicién total de la misma y posterior evaluacién del
dafio a la célula. Si fomamos en cuenta que E64 no penetra de manera efectiva las
membranas celulares (Wilcox y Mason., 1992) y el hecho de que sélo hay una
inhibicién parcial de la proteinasa de 30 kDa, sugiere que ésta, se encuentra
parcialmente localizada en la superficie del trofozoito.

Una vez que se demostrd que los trofozoitos secretaban proteinasas de tipo

cisteina y su participacion en la adhesién a las células IEC6, resulté de interés,



evaluar si alguna(s) molécula(s) con actividad proteolitica presente(s) en el LT de
los trofozoitos, reconocia(n) la superficie de las células epiteliales IEC6. Para esto,
se empled el ensayo de ligandos-proteinasa, el cual ha sido utilizado ampliamente
como una herramienta para seleccionar proteinas involucradas en la interaccion
hospedero-pardsito como son proteinasas y/o adhesinas (Arroyo y Alderete, 1989;
Arroyo y cols., 1992; Provenzano y Alderete, 1995; Mendoza-Lépez y cols., 2000;
Alvarez-Sdnchez, 2000; Herndndez-Gutiérrez, 2004). La especificidad del ensayo
ha sido cuestionado (Addis y cols., 2000), sin embargo, el estudio realizado por
Herndndez-Gutiérrez y cols. (2004), en el que se identificé una proteinasa de 39
kDa empleando este ensayo, demostro la especificidad de éste al usar diferentes

tipos celulares (células Hela, VEC's, DU-145 y CaCo-2).

Mediante el ensayo de ligandos-proteinasa fue posible la identificacién de una
proteinasa de 90 kDa de la cepa WB de &. /amblia que reconoce la superficie de las
células epiteliales IEC6. La caracterizacion posterior de la proteinasa demostré
que se trata de una proteinasa de tipo cisteina (CP90), con actividad éptima a pH
5.5 y temperatura de 37°C, condiciones que se pueden encontrar en el segmento de
intestino (duodeno-yeyuno) que parasita &. /lamblia. Asi, el pH puede ser una sefial
reguladora del medio ambiente para la actividad de esta molécula como se ha

observado en Candida albicans (Bernardis y cols., 1998).

Ademds, se determiné por geles en 2D un pI de 6.8 para la CP90. Con respecto
a la degradacién de diferentes sustratos, un aspecto interesante de resaltar es

que este pardsito no es invasivo, por lo que efectivamente no se esperaba la



degradacion de sustratos como hemoglobina. Sin embargo, la CP90 mostré
actividad sobre Ig6 e IgA, por lo que podria participar de manera importante en la
relacién hospedero-pardsito durante el proceso de infeccidn, a través de la evasion
de la repuesta inmune dirigida contra el pardsito ( Stager y cols., 1997; Stager y

Miller, 1997; Miiller,y Gottstein, 1998; Bienz y cols., 2003).

Los resultados obtenidos en el ensayo de ligandos-proteinasa sugieren la
localizacion de la CP90 en la superficie de los trofozoitos, lo cual se demostro en
los ensayos de IET realizados con las fracciones celulares enriquecidas obtenidas
del pardsito, en los cuales se detecté la mayor reactividad en la fraccion
membranal. Ademds, los ensayos de IFI con el suero anti-CP90, proveen de
resultados concluyentes acerca de la localizacién de la CP90 en la superficie de 6.
lamblia. Cabe mencionar que en los ensayos de IFI, no todos los pardsitos
analizados reaccionaron con el suero anti-CP90. La heterogeneidad de la expresion
de la CP90 se puede deber a que se encuentra bajo variacion fenotipica (Nash y
cols., 1992), la cual podria depender de las fases del ciclo celular o regulacion del
medio ambiente. Alternativamente, diferentes etapas de maduracion de la
proteinasa (pre-pro CP90, pro-CP90 o CP90) podrian influir o afectar Ia

translocacién de la CP90 madura a la membrana del pardsito.

Se han propuesto varias hipétesis para explicar el papel de las proteinasas de
los pardsitos en el proceso de adhesion a la célula blanco. Entre éstas se incluye:
el desenmascaramiento de receptores putativos en la membrana ya sea del

trofozoito o de la célula epitelial, como se ha sugerido en el caso de T. vaginalis



(Arroyo y Alderete, 1989). Alternativamente, las proteinasas podrian jugar un
papel en la degradacién de mucina, facilitando de esta manera la adhesion de los
pardsitos a las células blanco o la motilidad del pardsito (Paget y James., 1994). El
mecanismo preciso por el que las proteinasas de &. /amblia estan participando en el

proceso de adhesidn requiere de estudios posteriores.

Es de interés mencionar que una proteinasa de alrededor de 88 kDa fue
detectada en los sobrenadantes de interaccién de los trofozoitos con las células
IEC6 y aunque no fue mayoritariamente secretada, estd presente en los
sobrenadantes de interaccion de los trofozoitos con las TEC6. Adn cuando no se
puede concluir que se trata de la CP90 detectada en los ensayos de ligandos-
proteinasa, es probable que sea asi, si consideramos que con andlisis
electroforético en 2D no se evidenciaron isoformas de la CP90. De ser la misma
molécula, resulta de interés que la CP90, ademds de unirse a la superficie de las
células blanco sea secretada por el pardsito. Para definir este aspecto, es
necesario realizar un andlisis electroforético en 2D de los sobrenadantes de
interaccién para caracterizar a la molécula, ademds de la purificacién vy
secuenciacién de estas dos moléculas permitiria determinar su homologia. La
secuenciacion de CP90 permitird ademds analizar su similitud con algunas
proteinasas ya reportadas de otros pardsitos que participan en el proceso de

adhesion.

Por otro lado, considerando la importancia de la CP90 en cuanto a su

reconocimiento por moléculas de superficie de las células epiteliales y a su



localizacidn en la superficie del pardsito, seria igualmente importante determinar
su inmunogenicidad. Para esto, se podrian utilizar muestras de liquido duodenal o
sueros de pacientes tanto sintfomdticos como asintomdticos con giardiosis y
mediante ensayos de inmunoelectrotransferencia evaluar su reconocimiento ya que
podria constituir una molécula blanco de interés para la produccién de una vacuna

contra el pardsito.

Con la finalidad de definir la participacion directa de la CP90 en la adhesién del
pardsito se debe llevar a cabo la purificacion de ésta y deben realizarse ensayos
de adhesién a la linea celular TEC6, adicionando el suero anti-CP90 6 la CP90
purificada y evaluar si hay inhibicion de la adhesién. Ademds, con la CP90
purificada se puede investigar su participacion en dafio a epitelio y se podria

identificar y aislar su receptor en las células TEC6.

En términos generales, este estudio pone en evidencia Ila
participacion en su adhesion a las células epiteliales, asi como la
caracterizacion de una cisteina proteinasa que participa en la relacion
pardsito-hospedero, aspectos que no se habian demostrado con anterioridad.
Ademds, la importancia de los hallazgos obtenidos en esta tesis, abren la
posibilidad de que en estudios futuros se realice la caracterizacion de
moléculas secretadas por los trofozoitos y su posible participacion en el dafio
epitelial observado en animales infectados, es decir en la patogénesis de la

giardiosis.



VI. CONCLUSIONES

Los trofozoitos de &. /amblia secretan proteinasas de tipo cisteina,
de 198, 135, 120, 107, 73, 30 y 22 kDa. La actividad de las moléculas
de 135, 107, 30 y 22 kDa aumenta cuando el pardsito estd en

contacto con las células epiteliales IEC-6.

En los sobrenadantes de los trofozoitos pre-tratados con TPCK y
cultivados en interacciéon con IEC-6, la mayoria de las proteinasas

fueron inhibidas, excepto la banda de 30 kDa.

En sobrenadantes de trofozoitos pre-incubados con E64 y cultivados
en interaccion con IEC6, las proteinasas de 198, 135, 107 y 22 kDa
aumentaron su actividad. También la proteinasa de 30 kDa, aunque

en menor magnitud.

La adhesion de los trofozoitos pre-tratados con E64 o TPCK a las
células TEC6 se inhibié 36 y 45% respectivamente. Lo anterior
sugiere la participacién de las proteinasas secretadas por el pardsito

en el proceso de adhesion.

La cisteina-proteinasa de 30 kDa secretada por los trofozoitos pre-
tratados con TPCK, posiblemente esté relacionada con el dafio

celular observado en las células IEC6.



El ensayo de ligandos fue una herramienta Gtil para identificar
proteinasas de &. Jamblia involucradas en la interaccién con la célula

epitelial.

La CP90 es una proteinasa de tipo cisteina con afinidad a la
superficie de las células TEC6, localizada en la superficie de los

trofozoitos del pardsito.

Las condiciones éptimas para la actividad de la CP90 son similares a
las encontradas en el intestino (37°C y pH de 5.5), hdbitat de los

trofozoitos de &. /lambl/ia.

La CP90 podria participar en la relacion pardsito-hospedero,
reconociendo la superficie de las células epiteliales intestinales y en
la evasién de la respuesta inmune del hospedero a través de su

actividad de IgAsa.
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APENDICE A

MATERIALES Y REACTIVOS.

» MATERIALES

Botellas para cultivo celular de 7.5 cm?®. Corning-Costar, U.S.A.

Camara de transferencia, Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA, U.S.A

Cdmara de electroforesis vertical mini-protean II. Bio-Rad, Laboratories.
Richmond, CA U.S.A.

Centrifuga Mikro 22R. Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Alemania.

Centrifuga Sorvall RC 5B. Du Pont Instruments, U.S.A.

Centrifuga Sorvall RT6000D. Du Pont, U.S.A.

Contador de centelleo. Beckman Minaxi B tri-carb 4000 series
Espectrofotémetro Ultrospec 2000. Pharmacia Biotechnology, Suecia.
Espectrofotometro. Beckman DU-65, U.S.A.

Generador de ultrasonido MSE

Incubadora con suministro de COz Nuaire US Autoflow Modelo UN-4750.
Plymouth, MN, U. S. A.

Microcentrifuga Eppendorf 5415C. Brinkmann Instruments Inc., Alemania.
Microplacas de cultivo de 12 y 24 pozos. Corning-Costar, U.S.A.

Microscopio 6ptico. BHA, Olympus, Japon.

Microscopio de epifluorescencia Marca Zeiss®

Microscopio electrénico de barrido JEOL 35-C

Peines de 10 pozos y 0.75 mm de grosor Bio-Rad, Laboratories. Richmond, CA
U.S.A.

Pipetas pasteur. Marca . Corning-Costar, U.S.A

Pipetas graduadas de 5y 10 mL. Pyrex, U. S. A.

Sistema de ultrafiltracién Centriprep. Millipore-Amicon, U. S. A.



Tubos de ensaye de 13x100 y 25x170 mm con tapén de rosca. Pyrex, U.S.A.
Tubos eppendorf siliconizados de 1.5 mL. Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA,
US.A

Tubos Falcon cénicos de 15y 50 mL. Corning-Costar, U.S.A.

Vértex. Scientific Industries, U.S.A

» REACTIVOS

Acetato de sodio. Mallincrodt, U.S.A.

Acido acético. J.T. Baker, México.

Acido clorhidrico. EM SCIENCES, Canadd.

Acrilamida. Promega, U.S.A

Agarosa. Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA, U.S.A.

Albdmina sérica bovina (ASB). Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A.
Amortiguador Tris-base pH 8.3. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A.
Antibidticos (Mezcla de Penicilina-Estreptomicina 5 000 U/ug/uL). In vitro,
México.

Azul de bromofenol. Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA, U.S.A.

Azul de Coomassie R-250. Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA, U.S.A

Azul tripano (0.4% en NaCl al 0.85%). In vitro, México.

Bisacrilamida. Sigma Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A.

B-mercaptoetanol. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A

Carbonato de sodio. J.T.Baker, U.S.A.

Desoxicolato de sodio (DOC). Sigma, Chemical, St. Louis Mo. U. S. A.
Dieftilpirocarbonato. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U. S. A.
Dimetil-sulféxido (DMSO). Merck, México.

Dodecil sulfato de sodio (SDS). Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA, U.S.A
Etanol. Amresco, U.S.A.

Gelatina de piel de cerdo al 0.2% Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U. S. A.



Formaldehido. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U. S. A.

Glicerol. Gibco BRL, U.S.A.

Glicina. Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, U.S.A

Glutaraldehido. Merck, Alemania.

Hemoglobina humana. Obtenida para su uso en el laboratorio.

Hidréxido de sodio. Merck, México.

IgG, IgA, IgAs, ICN Biomedicals, Inc. Ohio, U.S.A.

Inhibidores de protfeinasas: E64 (trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamido-[4-
guanidino]-Butano), TPCK (L-1-cloro-3-[ 4-tosilamido]- 4-fenil-2-butanona, tosil
fenilalanil clorometilcetona) y para las de tipo metalo: 1, 10 fenantrolinay EDTA
(dcido etilendiaminotetraacético) Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U. S. A
Isopropanol. J.T.Baker, México.

Marcadores de bajo peso molecular para SDS-PAGE. Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, U.S.A

Marcadores de amplio rango de peso molecular para SDS-PAGE. Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA, U.S.A

Medio de cultivo DMEM-Hybrimax. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U. S. A
Metanol. J. T. Baker, México.

Mucina bacterioldgica, Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A

Papel de nitrocelulosa (PNC), Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA, U.S.A.
Pansorbin. Calbiochem, Co. CA, U. S. A

Persulfato de amonio Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, U.S.A

N, N, N, N, tetrametilendiamina (TEMED) Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA,
US.A

Pironina Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A

PPO 2, 5- Difeniloxazol. Mallinckrodt, U. S. A

POPOQP p- bis[2- (B- feniloxazolil)]- benceno. Mallinckrodt, U. S. A

Reactivo de Folin-Ciocalteu. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A .



Solucién de anfolinas con un intervalo de pH de 3-10 al 1% Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, U.S.A

Solucién de anfolinas con un intervalo de pH de 5-7 al 4% Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, U.S.A

Solucién de Tripsina-Verseno (0.05%:0.05% en NaCl al 0.85%). In vitro, México.
Suero fetal definido de bovino. Hyclone, Logan, UT, U.S.A.

Suero de ternera definido Hyclone, Logan, UT, U.S.A

Sulfato de cobre heptahidratado. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A
Sulfato de Polimixina B. SIGMA-ALDRICH, Alemania.

Tartrato de sodio y potasio. Mallinkcrodt, U.S.A.

Timidina tritiada. Amersham, Biosciences, Little Chalfont, U. K.

Tris-HCl. Sigma, Chemical, Co. St. Louis Mo. U.S.A

Tritén X-100 Bio-Rad, Laboratories, Richmond, CA, U.S.A.

Zwitterionic 3-12. Calbiochem, Co. CA,U. S. A



APENDICE B

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO TYI-S-33 PARA Giardia
lamblia. (Keister modificado, 1973)

Biosate 300g
Glucosa 100g
Cloruro de sodio 20g
Cisteina monoclorhidrato 20g
Acido ascérbico 02g¢g
Fosfato de potasio monobdsico 0.6g
Fosfato de sodio dibdsico 10g
Citrato férrico de amonio 23mg

Disolver en 800 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH a 6.8-6.9 y aforar a 900
mL. Filtrar en membrana de 0. 22 yM de didmetro de poro.

Realizar prueba de esterilidad. Completar con 100 mL de suero bovino
descomplementado y 1 mL de stock de penicilina-estreptomicina (50,000UI-50

mg). Almacenar a 4°C hasta su uso.



APENDICE C

SOLUCIONES EMPLEADAS PARA LA OBTENCION DEL LISADO
TOTAL DE TROFOZOITOS DE &iardia lamblia

AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS (ASF) pH 7.3
(Stock 10X)

Cloruro de sodio (NaCl) 80.00 g
Cloruro de potasio (KCI) 200g
Fosfato monobdsico de potasio (KH2PO4) 200g
Fosfato monobdsico de sodio

dodecahidratado (NaHzPOs-12 H,0) 2898 ¢
Fosfato dibdsico de sodio (Na;HPO,) 1150 g

Fosfato monobdsico de sodio

heptahidratado (NaH2PO4-7H0) 21.69 g
Se disuelven perfectamente los componentes en el orden que se mencionan

en 800 mL de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.3, se afora a 1000 mL y

se esteriliza en autoclave.

AMORTIGUADOR DE MUESTRA 5X

Trisma-base 2M pH 6.8 1.56 mL
SDS al 20% 5.00 mL
Glicerol 1.94 mL
Pironina al 2% en glicerol al 60% 50 uL

Llevar a 10 mL con agua bidestilada.



APENDICE D

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA CUANTIFICAR PROTEINA POR

EL METODO DE LOWRY MODIFICADO.

Solucién A, sulfato de cobre heptahidratado al 0.5%

Solucion B, carbonato de sodio al 2% en hidréxido de sodio 0.1 N (0.4

g en 100 mL)

Solucién C, tartrato de sodio y potasio al 2%

Solucién D, mezcla de un volumen de A y un volumen de C

Solucién E, mezcla de cincuenta volimenes de By un volumen de D

Solucion patrén de albimina sérica bovina (ASB), 0.015 g en

15 mL de agua destilada

Colocar en una serie de tubos:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8
ASB (ul) - 10 20 40 60 80 100 |-
Agua(ul) 500 (490 |480 |460 440 |420 (400 (490
Problema’ (i) |- - - - - - - 10
DOC 10%(ul) |50 |50 50 50 50 50 50 50
Sol. E (mL) 25 |25 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5




APENDICE E

PREPARACION DE GELES PAGE-SDS COPOLIMERIZADOS CON

GELATINA
- Gel espaciador al 10%
BGE 5X 3.76 mL
Agua bidestilada estéril o gelatina al 0.2% 8.88 mL
Acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8% 6.32 mL
TEMED 12 uL
Persulfato de amonio al 10% 44 L

Mezclar perfectamente y vaciar en la cdmara de electroforesis previamente

montada, esperar hasta que polimerice.

- Gel concentrador al 5%

BGC 8X 25mL
Agua bidestilada estéril 14.16 mL
Acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8% 3.32mL
TEMED 12 L
Persulfato de amonio al 10% 110 L

Mezclar todos los componentes agregando uno por uno en el orden arriba
mencionado y vaciar en la cdmara de electroforesis colocando el peine, la

polimerizacion se llevard a cabo en aproximadamente 15 minutos.



APENDICE F

SOLUCIONES EMPLEADAS PARA LA REALIZACION DEL ANALISIS
ELECTROFORETICO EN UNA DIMENSION

AMORTIGUADOR DE CORRIDA
(Stock 10X)

Trisma-Base 30.2¢
Glicina 14414
*SDS 5.0 mL/20%

*Se esteriliza previamente por filtracién con membrana de 0.45 um.

Los componentes se disuelven por agitacion en 800 mL de agua bidestilada

estéril, se ajusta el pH a 8.3 y finalmente se afora a 1000 mL.

AMORTIGUADOR PARA EL GEL CONCENTRADOR (BGC 8X)

Trisma-base 2 M pH 6.8 50.0 mL
SDS al 20% 40mL

Aforar a 100 mL con agua bidestilada.

AMORTIGUADOR PARA EL GEL ESPACIADOR (BGE 5X)

Trisma-base 2 M pH 8.8 187.5 mL
SDS al 20% 50mL

Aforar a 200 ml con agua bidestilada.



ACRILAMIDA 307%/BISACRILAMIDA 0.8%

Acrilamida 60.0g
N' N’ metilen bis acrilamida l6g
Glicerol 60.0 mL

Aforar a 200 mL con agua bidestilada y posteriormente filtrar varias veces.

PREPARACION DE SUSTRATOS

- Gelatina de piel de cerdo al 0.2%

Disolver 0.2 g de gelatina de piel de cerdo en 90 mL de agua bidestilada
estéril calentando ligeramente sin hervir; una vez disuelta aforar a 100 mL
y filtrar con membrana de 0.45 pm. Mantener en refrigeracion hasta su uso.

La mucina se prepara de la misma forma.

- Inmunoglobulinas : IgA, IgAs, IgG
En los tres casos se emplea 1.5 mg de cada inmunoglobulina por gel, disuelta

previamente en agua bidestilada estéril.

AMORTIGUADOR DE ACETATOS pH 5.5

Acetato de sodio 0.1 M (10X)
Disolver 6.1236 g de acetato de sodio en 900 mL de agua bidestilada
estéril. Ajustar pH a 5.5 y aforar a 1000 mL.



SOLUCION PARA TENIR

Metanol 500 mL
Acido acético 100 mL
Azul de coomassie R-250 1g

Disolver perfectamente el colorante y aforar a 1000 mL con agua

bidestilada estéril.

SOLUCION PARA DESTENIR

Se emplea dcido acético glacial al 10% (v/v) en agua bidestilada estéril.



APENDICE 6

SOLUCIONES EMPLEADAS PARA LA REALIZACION DEL ANALISIS
ELECTROFORETICO EN DOS DIMENSIONES

GEL DE LA PRIMERA DIMENSION

Urea 9.2M 559
Tritén X-100 al 10% 20mL
Acrilamida al 4% 1.33 mL
Anfolinas Bio-lyte 5/7 400 pL
Anfolinas Bio-lyte 3/10 100 pL
Agua bidestilada estéril 1.97 mL

Disolver agitando y calentando ligeramente. Agregar 10 pL de persulfato de

amonio al 10% y 10 pL de TEMED.

SOLUCION REGULADORA

Tris-HCI 0.5M  pH 6.8 125 mL
SDS al 10% 23.0mL
B-mercaptoetanol 50mL
Glicerol al 10% 8.0 mL
Azul de bromofenol 0.05% 25 mL

Agua destilada 49.0 mL



La mitad de esta solucién se prepara con el p-mercaptoetanol y la otra
mitad se deja sola. Esta dltima se utilizard posteriormente para preparar un

sellador para el gel con agarosa.

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA LA PRIMERA DIMENSION

Urea 57g¢
Triton X-100 al 10% 20mL
Agua bidestilada estéril 2.0 mL

Agitar y disolver para posteriormente agregar:
Anfolinas Bio-lyte 5/7 400 pL
Anfolinas Bio-lyte 3/10 100 pL

Homogenizar perfectamente.

SOLUCION OVERLAY
Urea 5419
Agua bidestilada estéril 1.0 mL

Agitar y disolver. Posteriormente agregar:

Anfolinas Biol-lyte 5/7 200 L
Anfolinas Bio-lyte 3/10 50 pL
Azul de bromofenol 500 pL

Disolver, hacer alicuotas y congelar hasta su uso.

AMORTIGUADOR DE LISIS
Urea 9.5M, triton X-100 al 10% (v/v), anfolinas Bio-lyte 3/10 y p

mercaptoetanol al 5% (v/v)



SOLUCION AMORTIGUADORA DE LA CAMA SUPERIOR
NaOH 100 mM

Disolver 0.2 g de hidréxido de sodio en 250 mL de agua bidestilada estéril,
guardar a 4°C hasta su uso. Previamente degasificar la solucion durante 30

minutos.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE LA CAMA INFERIOR

H3PO4 10 mM

Homogenizar 1.36 mL de dcido fosforico concentrado en 2000 mL de agua
bidestilada estéril, guardar a 4°C hasta su uso. Degasificar previamente la

solucién durante 30 minutos.



APENDICE H

SOLUCIONES EMPLEADAS PARA EL CULTIVO Y FITACION DE
CELULAS IEC6

e L-glutamina
Disolver 2.92 g de glutamina en agua bidestilada estéril y filtrar con

membrana de 0.22 ym. Hacer alicuotas de 2 mL y congelar hasta su uso.

e Tripsina
Trisma-base 0.606 g
EDTA 0.030g¢g

Agregar 50 mL de agua bidestilada estéril, mezclar y ajustar pH 7.5.

Agregar:

Fosfato de potasio monobdsico anhidro 0.26 g
Fosfato de potasio dibdsico anhidro 214 g
Tripsina 01 g

Ajustar pH 7.2, aforar a 100 mL con agua bidestilada estéril, filtrar con

membrana de 0.22 pm y hacer alicuotas.

e Glicina
Pesar 0.15 g y disolver en 10.0 mL de ASF pH 7.0. La preparacion se realiza

en el momento de utilizarse.

e TDSET
Tris-HCl 1M pH 7.8 5.0 mL
Desoxicolato de sodio (DOC) al 10% 10.0 mL

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20% 2.5 mL



EDTA 0.5 M pH 8.0 10.0 mL
Triton X-100 100% 5.0 mL
Agua bidestilada estéril cbp 500 mL

Homogenizar perfectamente y almacenar a temperatura ambiente (dura de

2 a 3 meses)



APENDICE I

SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA REALIZACION DEL ENSAYO DE
LIGANDOS-PROTEINASA

SACAROSA-ASF

Pesar 10.0 g de sacarosa y disolver en ASF pH 8.0 estéril mediante

agitacion. Agregar una pizca de colorante rojo de fenol. Guardar a 4°C.

AMORTIGUADOR DE MUESTRA 2X

B-mercaptoetanol 50 pL
Azul de bromofenol (stock 10 mg/mL) 50 uL
Agua desionizada estéril 400 uL

Distribuir en alicuotas y guardar a 4°C hasta su uso.



APENDICE J

SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA
(Stock 8X)

Trisma-base 0.2 M
Glicina

Aforar a 500 mL con agua bidestilada estéril. Almacenar a 4°C.
AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA 1X

Stock 8X
Metanol

Agua bidestilada estéril
SOLUCION BLOQUEADORA PARA TRANSFERENCIA

Alblmina sérica bovina
Amortiguador salino de fosfatos pH 7.3 cbp

Disolver la albdmina dejando en agitacion toda la noche a 4°C.

SUSTRATO

Amortiguador salino de fosfatos pH 7.3

{4 cloro 1 naftol en metanol absoluto (stock: 3 mg/mL)
Peréxido de hidrdgeno al 30%

Preparar justo antes de utilizarse.

12114
57.68 g

250.0 mL
4000 mL
1350.0 mL

30g9
100.0 mL

200 mL
40mL
8 uL



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Materiales y Método
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía
	Apéndices

