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CARACTERIZACION DEL POTENCIAL DE GITIM COMO BLANCO PARA EL
DISENO DE COMPUESTOS ANTIGIARDIASICOS EN CEPAS AISLADAS DE
NINOS MEXICANOS.

Figueroa-Salazar R" 2, Reyes-Vivas H!, Hernandez-Alcantara G*, De la Mora-De

la Mora JI*, Montijo-Barrios E? Cervantes-Bustamante R? Ruiz-Castillo M?,
Ramirez-Mayans JA?, Lépez-Velazquez G*.

!Laboratorio de Bioquimica Genética y “Servicio de Gastroenterologia y Nutricién
Pediatrica, Instituto Nacional de Pediatria, S.S., México. (Apoyado por CONACyYT
J43022-M y 62321).

RESUMEN.

Introducciéon. La giardiasis es una patologia intestinal ocasionada por el
protozoario Giardia lamblia. G. lamblia es un microorganismo unicelular que se
transmite por agua o alimentos contaminados. En paises en desarrollo se le ha
asociado a la detencion del crecimiento y a la diarrea del viajero. Los trofozoitos
se replican en el duodeno y producen sintomas como diarrea 'y malabsorcién por
dafio a las vellosidades intestinales. El parasito basa la obtencion de su energia
en la glucolisis. La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima clave en la
glucdlisis que permite al parasito obtener energia en forma de ATP. El gen de la
TIM se ha utilizado para la caracterizacion de cepas de G.lamblia y la enzima se
ha propuesto como blanco para el disefio de farmacos antigiardiasicos. Todo lo
anterior nos impulsé a iniciar la caracterizacién de la TIM de cepas de G. lamblia
aisladas de nifios mexicanos. Con el objetivo de proponer a esta enzima como
blanco para el disefio de compuestos antigiardidsicos comparamos el efecto
inhibidor del &cido bis-nitrobenzoico (DTNB) sobre la TIM de aislados mexicanos
y la TIM de la cepa comercial WB.

Material y métodos. Se aislaron trofozoitos de G. lamblia a partir de muestras
obtenidas por endoscopia alta en un grupo de nifios mexicanos con sintomas de
malabsorcion de lactosa y giardiasis confirmada. A partir de la generacion de
cultivos axénicos de trofozoitos se aisl6 ADN gendmico usando el método de

fenol-cloroformo. Por reaccién en cadena de la polimerasa se amplificé el gen de



la TIM y se cloné en un vector de replicacion (pCR2.1). Se secuenciaron las
clonas que resultaron positivas a contener el gen de la TIM y se compararon
contra las secuencias reportadas en el GenBank. Posterior a la identificacion de
secuencias, el gen de la TIM se subcloné en un vector de sobreexpresion (pET3a).
La TIM de G. lamblia recombinante (GITIM) se sobreexpresé y purificd por
ultracentrifugacion y cromatografia liquida de alta resolucion obteniéndose una
pureza del 99%. Se realizaron los ensayos de inactivacion enzimética sobre la
GITIM y se compararon con los reportados de la TIM de la cepa WB.

Resultados. Se obtuvieron dos cepas axénicas de G. lamblia denominadas INP-
NOO1, NOO2. El gen de la TIM fue idéntico entre ambas cepas pero difirié del gen
de la TIM de la cepa WB por seis mutaciones puntuales. Cinco mutaciones fueron
silenciosas (no cambiaron el residuo aminoacil) y la sexta promovio el cambio de
residuo (Thr253Ala). La actividad de la TIM recombinante fue similar a la reportada
para la TIM de la cepa WB (3167 y 3967 umol/min/mg, respectivamente). La
inactivacion por el &cido 5, 5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) de la TIM
recombinante de los aislados mexicanos y de la cepa WB fue similar. La
inactivacion total se alcanzé con concentraciones de DTNB de 20uM.
Conclusiones. El gen y la secuencia de los aislados mexicanos de G. lamblia
difiere de la TIM de la cepa WB. Sin embargo, los compuestos como el DTNB

pueden utilizarse para la inactivacion de ambas enzimas con resultados eficientes.



1. INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Giardia lamblia (sinébnimo de G. duodenalis y G. intestinalis) es un
protozoario flagelado que infecta el intestino de practicamente todos los
vertebrados incluyendo al humano. Es el agente causal de la enfermedad
denominada giardiasis, descrita por primera vez por Van Leeuwenhoek en 1681,
quien observé al parasito en sus propias heces'?. La giardiasis se caracteriza por
presentar un amplio espectro de manifestaciones clinicas como diarrea®, la cual
puede ser de evolucién aguda 6 crénica®® observandose nausea, vémito, dolor y
distension abdominal, flatulencia e intolerancia a disacéaridos (especificamente
lactosa). En nifios puede causar sindrome de mala absorcién®, hiporexia y
detencion del crecimiento. La giardiasis se transmite por agua y alimentos

contaminados con los quistes del parasito”>*

por lo que la infeccién predomina en
paises subdesarrollados donde se ha asociado a diarrea del viajero™. La
poblacién de riesgo son los nifios, adultos entre 30 y 40 afios asi como viajeros e

inmunocomprometidos***2.

La OMS reporta 200 millones de casos anuales a nivel mundial. La
prevalencia en paises subdesarrollados se ha documentado hasta del 30% en

menores de 10 afios'®. En México, G. lamblia produce cerca del 19% de las



parasitosis debidas a protozoarios, siendo un problema recurrente ya que para el

afio 2002, por ejemplo, se reportaron 173,026 casos™.

El tratamiento propuesto para combatir la giardiasis es el metronidazol, un
derivado del nitroimidazol, el cual s6lo es efectivo en los trofozoitos y no en los
quistes. Se ha observado un intervalo de eficiencia del tratamiento del 80 al 95%,
con la desventaja de que tiene efectos adversos para el huésped y, ademas,
existen reportes de cepas resistentes de G. lamblia al mismo™. Otros farmacos
empleados para el tratamiento de la giardiasis, pero con rangos de curacion
mucho mas bajos del 50 al 70%, son nitazoxanida®®, furazolidona, tinidazol,

11,15,17

albendazol, mebendazol, quinacrina y paramomicina Sin embargo, ya

existen cepas resistentes para todos estos farmacos*®.

Se realiz6 un estudio en el Instituto Nacional de Pediatria (Protocolo
namero INP 03/056) donde se determind la asociacion de absorcidon intestinal
deficiente de lactosa y parasitosis intestinal en 100 nifias mexicanas. Se les realiz6
coproparasitoscopico en serie de 3 para identificar los parasitos relacionados, asi
como test de hidrégeno exhalado para identificar a las pacientes con absorcion
intestinal deficiente de lactosa (intolerancia y malabsorcion). Se encontré una
asociacion de absorcién intestinal deficiente de lactosa y giardiasis del 8%. El
tratamiento inicial que se administré fue nitazoxanida. Después del tratamiento
persistieron los coproparasitoscopicos positivos para quistes de G. lamblia y el test

de hidrégeno exhalado continué positivo, por lo que se administr6 un segundo



tratamiento con metronidazol. Este dltimo tratamiento indujo que tanto el

coproparasitoscopico como el test de hidrégeno exhalado resultaran negativos™®.

Todo lo anterior enfatiza la creciente necesidad de encontrar nuevos

farmacos antigiardiasicos.

1.2 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE G. lamblia.

G. lamblia es un protozoario, flagelado, binucleado, clasificado en el phylum
Sarcomastigophora, clase Zoomastigophorea, orden Diplomonadida, familia
Hexamitidae?®?!. La especie que provoca infeccién intestinal en el humano es G.
lamblia, otras especies como G. muris, infectan a aves, mamiferos y reptiles; G.

agilis infecta a anfibios®*%,

El ciclo de vida del parasito consta de dos fases, una infectante que es el
quiste y otra vegetativa que es el trofozoito. EI quiste es resistente a la
desecacion y al pH acido del estdmago; al ingerirse se desenquista a nivel del

duodeno dando origen a 2 trofozoitos binucleados?.

Los trofozoitos se instalan en el intestino delgado especificamente en el
duodeno, en donde por fisién binaria se replican®. En el yeyuno, por accién de las
sales biliares se enquistan, excretdndose en las heces y asi completando asi su

ciclo de vida®® (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Giardia lamblia. Los quistes que contaminan agua y alimentos se
ingieren por el ser humano en quien por estimulo del 4cido del estémago se desenquistan en el
intestino proximal. Los trofozoitos son moviles, proliferan en el intestino y se adhieren a la
vellosidad intestinal. Algunos se enquistan nuevamente por efecto de las sales biliares y el pH

alcalino, excretandose asi por las heces completando su ciclo de vida®>.

El trofozoito mide de 10 a 12 ym de largo por 5 a 9 um de ancho. Es
binucleado con 4 pares de flagelos distribuidos en las regiones anterolateral,
posterolateral, caudal y ventral. Posee un disco ventral por medio del cual se
adhiere al epitelio intestinal del huésped?’ (Figura 2). El quiste de apariencia
ovoide mide 5 por 8 um, esta rodeado por una pared gruesa compuesta de
carbohidratos y proteinas que le confieren proteccién y resistencia a los cambios

ambientales, ver figura 3%,

11
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Figura 2. Trofozoito de G. lamblia. Mide Figura 3. Quiste de Giardia. Ovoide,
de 10 a 12 ym de largo por 5a 9 ym de mide 5 por 8 um, rodeado por una
ancho, es binucleado con 4 pares de pared gruesa que le confiere
flagelos. resistencia al medio ambiente.

1.3 METABOLISMO

G. lamblia es un organismo anaerobio (o microaerobio), se caracteriza por
carecer de mitocondrias y en su lugar posee unas estructuras denominadas
mitosomas, por lo que no presenta fosforilacion oxidativa y basa su obtencién de
energia en la glucélisis®. Giardia posee otras vias alternas de obtencién de
energia independiente de la via glucolitica como la del metabolismo de la arginina,
pero se ha demostrado que no es una fuente importante de produccion de ATP

para el parasito y que la gucdlisis es la principal fuente de la misma®" 3.

G. lamblia transforma la glucosa en piruvato a través de la glucélisis o via

de Embden-Meyerhof-Parnas, en donde se ven involucradas 10 reacciones

12



enzimaticas*® (Figura 4). Dichas enzimas se encuentran libres en el citosol del

trofozoito.
GLUCOSA
Hexocinasa ATP
ADP
Glucosa 6-fosfato
Glucosa isomerasa l
Fructuosa 6-fosfato
. ATP
Fructuocinasa
ADP
Fructuosa 1,6-bifosfato
Aldolasa
Dihidroxiacetona fosfato <€— » Gliceraldehido 3-fosfato

Triosafosfato isomerasa
NAD+

Gliceraldehido 3-fosfato NADH
deshidrogenasa

1,3-bifosfoglicerato
Fosfoglicerato cinasa ADP

ATP

3-fosfoglicerato

Fosfoglicerato mutasa

2-fosfoglicerato

Enolasa

H,O
Fosfoenol piruvato

Piruvato cinasa ADP

ATP

Piruvato

Figura 4. Pasos de la glucdlisis de G. lamblia donde se muestran las diez enzimas involucradas en

la misma.
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1.4 ENZIMAS DE LA GLUCOLISIS COMO BLANCO DE COMPUESTOS

ANTIGIARDIASICOS

El apartado anterior sitla a las enzimas de la via glucolitica como blancos
promisorios para el disefio de nuevos antigiardiasicos. La triosafosfato isomerasa
(TIM 6 TPI), es una enzima clave en la via glucolitica ya que cataliza la conversién
de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a gliceraldehido 3-fosfato (GAP). Cada
molécula de glucosa que entra en la via consume 2 ATPs y genera 4 ATPs sélo en
presencia de la TIM. Por cada molécula de GAP se generan 2 moléculas de ATP.
En contra parte, la ausencia o inactivacion de la TIM daria como resultado el

consumo de glucosa sin ganancia de ATP.

1.4.1 Estructura de la TIM.

La TIM es una enzima codificada por un solo gen, formada por dos
monomeros, cada monoémero estd compuesto por ocho hebras-B plegadas
centrales, rodeadas por ocho hélices-a conectadas a través de asas. La presencia
y distribucion de las hebras-B y hélices-a representan un patrén de plegamiento
conocido como barril TIM o dominio barril o/p ** (Figura 5).

Cada monémero contiene un sitio catalitico independiente localizado en la
parte central del barril siendo una region muy conservada. Esta formado por los

aminodcidos Lys 13, His 95 y Glu 168. Cabe mencionar que el mondémero aislado

14



no es activo, por lo que se sugiere que el sitio de contacto entre los dos

monomeros es importante para la funcionalidad de la enzima.

el

Figura 5. Estructura de la TIM (barril a/f ). Se muestra el niUmero y posicién de las
estructuras a-hélices y hojas B y se indica la posicion y los aminoacidos que constituyen el

sitio catalitico.

Por todo lo anterior, el grupo de Lépez-Veldzquez ha propuesto a esta
enzima como un blanco para el disefio de farmacos antigiardiasicos especificos de
especie, ademas de caracterizar ampliamente a la TIM recombinante de G.
lamblia (GITIM) determinando sus pardmetros cinéticos y estructurales®**°.
Después de caracterizar la enzima recombinante, se probaron diferentes
compuestos que inactivan a la GITIM determinando asi, el mecanismo de
inactivacién enzimatica mediante la modificacion quimica de cisteinas (Cys). La

GITIM contiene cinco Cys: Cysl4, Cys127, Cys202, Cys222, Cys228, en las que

se determind la reactividad a agentes sulfhidrilo®.

15



comercial WB. Si las susceptibilidad al DTNB es equivalente entre las enzimas de
ambas cepas, entonces la TIM de las cepas mexicanas puede considerarse
fuertemente como blanco para el disefio de farmacos especificos de especie. Por
lo que en un primer estudio se inicid la caracterizacion de la TIM de dichas cepas

planteandonos las siguientes preguntas de investigacion.

17



Todo lo anterior nos estimul6 a iniciar la caracterizacion de la TIM de cepas
de G. lamblia aisladas de nifios mexicanos.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La giardiasis en la actualidad es un problema mundial que tiene importancia
debido a la resistencia del parasito a los tratamientos convencionales. Diferentes
grupos de investigacion estan disefiando nuevos farmacos y tratamientos

alternativos para erradicar a G. lamblia sin resultados concluyentes®? 3.

G. lamblia es anaerobio y por lo tanto basa la obtencion de su energia
principalmente en la glucdlisis. Motivo por el cual se han propuesto a las enzimas
de la glucdlisis como blanco para el disefio de compuestos antigiardiasicos*. Otros
estudios con respecto a la inactivacion de la TIM del parasito proponen un
compuesto con efecto sobre la enzima, similar al observado con los agentes
derivatizantes de cisteinas. Este compuesto presenta un un efecto citotdxico y por

lo tanto muerte celular; su mecanismo adn no esta bien definido®.

En un estudio realizado en el INP en nifios mexicanos infectados por G.

gifrort Marcador no definido. go  ghseryd resistencia a los tratamientos

lambli
convencionales siendo necesaria la administracion de dos esquemas de manejo.
A partir de estas cepas resistentes se decidié obtener la TIM para caracterizarla y

comparar su susceptibilidad a la inactivacion por DTNB con la de la cepa

16



comercial WB. Si las susceptibilidad al DTNB es equivalente entre las enzimas de
ambas cepas, entonces la TIM de las cepas mexicanas puede considerarse
fuertemente como blanco para el disefio de farmacos especificos de especie. Por
lo que en un primer estudio se inicid la caracterizacion de la TIM de dichas cepas

planteandonos las siguientes preguntas de investigacion.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Las cepas aisladas de G. lamblia obtenidas en el INP son genéticamente iguales

a las de referencia WB con respecto al gen de GITIM?

¢ La actividad enzimatica de GITIM de estas cepas es diferente a la de GITIM de la

cepa WB?

¢ El porcentaje de inactivacion por agentes derivatizantes de cisteinas (Cys) en

GITIM de la cepa WB es semejante en la GITIM de cepas mexicanas?

18



4. JUSTIFICACION

Debido a la importancia que tiene la giardiasis a nivel mundial y en nuestro
pais, asi como la resistencia del parasito a los tratamientos convencionales, surge
la necesidad de identificar nuevos blancos en el parasito para el disefio de

farmacos que induzcan muerte celular de manera selectiva y eficiente.

Como un primer estudio se caracterizara la GITIM de las cepas aisladas de
nifios mexicanos para determinar si son genéticamente iguales a la de referencia
(WB, Afganistan) y determinar si el DTNB utilizado in vitro para inactivar la GITIM
de la cepa de referencia tiene la misma efectividad para inactivar a la GITIM

recombinante de las cepas mexicanas.

19



5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVOS GENERALES
e Demostrar si las caracteristicas del gen de la TIM de las cepas de
G.lamblia presentes en los nifios mexicanos que asisten al Instituto
Nacional de Pediatria son iguales a las de la cepa WB (referencia).
e Generar una GITIM recombinante de las cepas aisladas que exhiban
cambios en la secuencia primaria de esta enzima y determinar su

actividad enzimatica.
e Determinar el efecto del DTNB (acido 5, 5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico) en
la GITIM recombinante de cepas mexicanas.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
« Obtener cultivos axénicos de cepas de G. lamblia que infectan a nifios mexicanos.
e Obtencion de ADN gendémico de cepas aisladas.
» A partir de ADN genoémico amplificar por PCR el gen de la TIM de G. lamblia .
e Clonar el gen de la TIM en el vector de replicacion pCR2.1.
e Secuenciar el gen de la TIM.
* Busqueda en la base de datos (GenBank) y comparacién por alineamiento del
ADN de la TIM de las cepas aisladas.
» Subclonar al vector de expresion pET3a.
e Sobreexpresar la proteina en la cepa de Escherichia coli BL21DE3pLysS y
purificacién de la enzima recombinante.
» Determinar la actividad de la enzima recombinante.

¢ Analizar el efecto del agente derivatizante DTNB.

20



6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Tipo y disefio del estudio.

De acuerdo a la finalidad es un estudio analitico; de acuerdo a la secuencia
temporal es transversal; de acuerdo a la asignacion de variables es descriptivo, y

de acuerdo a la direccionalidad es prospectivo.

6.2 Seleccién de pacientes.

A partir de un grupo de 137 nifias mexicanas de entre 6 y 18 afios de edad,
se seleccionaron a aquellas que presentaron las siguientes caracteristicas:

a) Absorcion intestinal deficiente de lactosa, lo cual se determind mediante
la prueba de hidrogeno en aire espirado (se administré6 una carga de lactosa a
1g/kg/dosis con dosis maxima de 509 y se realizé la medicion de hidrégeno en aire
espirado con un equipo Gastrolyzer)

b) Corroboracion de Ila infeccibn por G. lamblia mediante
coproparasitoscopico seriado (se realizo la técnica Faust) y observacion directa de
trofozoitos por microscopia de luz del liquido y biopsia duodenales en buffer de
fosfato salino (PBS: NaCl 650mg, K;HPO, 280mg, KH,PO, 40mg, aforados en
100mL, pH 7.2). El liquido y biopsia duodenales se obtuvieron por aspiracion
mediante endoscopia alta con videopanendoscopio, bajo anestesia general

inducida, previo consentimiento informado del tutor.

21



6.3 Obtencidn de cultivos axénicos.

De los aspirados de liquido y biopsia duodenales positivos, se generaron
cultivos axénicos de los trofozoitos en medio de TYI-S33' (Tabla 1), previamente
esterilizado por filtracion en una unidad de filtrado con poros de 0.45umy 0.22 ym

en campana de flujo laminar.

Tabla 1. Medio de cultivo para G. lamblia TYI-S33

NaCl 29
K,HPO, 1g
KH,PO, 0.6g
D-glucosa 10g
Biosate 309
L-cisteina 29
L-acido ascorbico 0.2g
Citrato de amonio férrico 0.228¢g
Bilis bovina 0.89
Suero fetal bovino 10%
Antibiético (5ug/mL) 250uL

Ampicilina/Estreptomicina

Aforadoa lLya

pH 7.2
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6.4 Obtencién de ADN gendmico de trofozoitos.

A partir de tubos de 7mL de cultivos axénicos de trofozoitos de G. lamblia,
se aislo y purific6 ADN gendémico de los mismos mediante el método de fenol-

cloroformo de acuerdo al siguiente protocolo.

6.4.1 Lisis celular.

Dos tubos de cultivo de trofozoitos se centrifugaron a 1500rpm durante
10min a 25°C,, el sobrenadante se desechdé con pipeta Pasteur sin resuspender el
boton.

Se agregaron 2mL de PBS y se centrifugd a 1500rpm durante 10min a
25°C, el sobrenadante se eliminé como en el paso anterior.

Posteriormente se agregd a cada tubo 2mL de buffer de lisis WCLB (1mL de TRIS
1M a pH 7.6, 1mL de EDTA 1M a pH 8, 5mL de NaCl 1M, SDS 0.2g, Proteinasa K
0.02g, aforados a 100mL Yy filtrado con filtros de 0.22 ym). Se incubo6 toda la noche

en agitacion a 37°C.

6.4.2 Extraccion de ADN.

A los tubos se les agregé un volumen de fenol saturado (el volumen
equivalente al volumen de buffer de lisis previamente adicionado); se agitaron
suavemente por inversion durante 5 minutos y se centrifugaron a 3000 rpm 10
minutos. La fase superior se paso6 a un tubo limpio sin tocar la interfase. Se repitié

la extraccidon con un volumen de fenol.
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La fase superior se paso a un tubo limpio sin tocar la interfase. Se extrajo
con igual volumen de fenol/cloroformo (V/V), se agité 5 minutos y se centrifugd 10
min a 3000 rpm.

La extraccién se repitié con fenol/cloroformo y la fase superior se pas6 a un
tubo limpio. Se extrajo con igual volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (29/1),
se agité 5 minutos y se centrifugd a 3000 rpm por diez minutos; este paso se

repitié hasta que dejo de aparecer la interfaz.

6.4.3 Precipitaciéon de ADN.

La fase superior se tomo y se le agregd 60ul de NaCl 1N 6 20ul 5M (se
agita suavemente). Posteriormente se agregé etanol absoluto -20°C (2-3
volimenes). Se agité suavemente hasta que floté el ADN. La muestra se guardé a
-70°C por 24 horas. Al término de la incubacion, la muestra se colocé en un tubo
eppendorf y se centrifugé un minuto a 12000 rpm, el sobrenadante se desechd. El
boton se secd durante 10 minutos en estufa a 36°C, se agregd 100ul de TBE
(TRIS 10.8 g, acido bérico 5.5 g, 4 ml de EDTA 0.5M, pH 8.0) y el boton (ADN) se
resuspendio (se mezcld en vortex).

La muestra se corrié electroforéticamente en un gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio; la corrida se realizé a 120V durante 40min. Posteriormente, el
gel se analiz6 con luz UV para corroborar la presencia del ADN gendémico. EI ADN

gendmico se conservo a -4°C.
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6.5 Amplificacion por PCR del gen de la TIM de G. lamblia.

EL ADN gendmico obtenido se utiliz6 como molde para amplificar por PCR
el gen de la TIM. Se utiliz6 una Taq polimerasa, AccuPrime Pfx DNA Polymerase
marca Invitrogen y los primers que contenian los sitios de restriccion Ndel
(contenido en el extremo 5’ del gen) y BamH1 (contenido en el extremo 3’ del gen)

(figuras 6y 7)

Oligonucledtido Ndel directo
5" AATAACATATGCCTGCTCGTC 3’

Oligonucleétido BamH1 reverso
5" CCAGGATCCTATGTACGGG 3

Figura 6. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién por PCR del gen de la

TIM.

Ndel BamH1
CA|TATG G|GATCC
CTATA|C CCTAG|G

Figura 7. Sitios de corte que reconocen las enzimas de restriccion Ndel y BamH1.
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El ensayo de PCR consistié en tres pasos: desnaturalizacion, alineamiento

y elongacién ver Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion por PCR del gen de GITIM

TIEMPO TEMP No.
PASOS (MIN) °C CICLOS
Desnaturalizacion 4 94 1
Desnaturalizacion 0.5 94 30
Alineamiento 0.5 60 30
Elongacion 1 68 30
Elongacién final 10 68 1

El peso molecular esperado del producto PCR obtenido se verificd por
electroforesis en geles de agarosa al 1 %.
El producto amplificado se purific6 mediante un kit a partir de geles de

agarosa (marca promega).

6.6 Clonacion en vector de replicaciéon pCR 2.1.
6.6.1 Caracteristicas del vector de replicacion pCR 2.1.

El producto de PCR obtenido se cloné en el vector de replicaciéon pCR 2.1
(TA cloning kit de Invitrogen), este es un vector lineal que en sus extremos 5’y 3’
contiene residuos de desoxitimidina (T) lo cual permite clonar facilmente productos
de PCR que en sus extremos 5’ y 3’ contengan residuos de desoxiadenina (A).

Otra de sus caracteristicas es que contiene el promotor LacZ que permite la
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expresion de la B-galactosidasa que da como resultados colonias azules (vector

religado), la presencia de colonias blancas indica una interrupcién del promotor

LacZ por la presencia del producto de PCR clonado.

Otra caracteristica es que tiene dos sitios de restriccion EcoR1 que

flanquean el sitio de clonacion lo que permite realizar un analisis de restriccion

rapido para confirmar la presencia del gen clonado (Figura 8).

136En ATG

W13 Reverss Prmer | |
CAG GAA ACA GCT ATG ACIC ATG ATT ACGE CCA AGC TTG GTA

Bsx

|
STA ACG GO GCC AGT GTG CTG GRA TTC GG TT) A GC
CAT TGC 0GG COE TCA CAC GAC CTT AAG 26 ALYieskikkaadl T T
ld.iﬂ
PaerT
EcoRv Bst|  Mgtl  Xhol WSl | @ Apal

T7 Promoter W13 Forward [-200 Primer

Hm | Kon S'l’il BarH|

|
CoG A
GTC CTT TGT G4 TAD THGETAC TAA II”"I'TDEM,. CAT G0 CG."'.G:CT.#-

CCA CTA
GET GAT

C TEC
AAG AL

oy hm | I
-"-a"-T!'\ CL-RTC“.‘.C.HCTGEJG‘SCL?C‘!T:’GCA’GHTJJ AGHSBED.JEMT TCE|CCC TAT
TCT ATA GET AGT GTG ACC @00 GEC GAG CTC GTA CGT AGA TOT OCC GGG TTA AGC G55 ATA

AGT GAG TOG TAT TACAAT TCA |CTG GOC GTC GIT TTA C|AA CGT CET GAD TEE GAA AALC
\TG-‘.ﬂCRG:.*.T.#A'G'I'I’.#RG'G*.CC—CEC.*.GWAR”TTGCAG:*.CTSRD:'WWG /

Figura 8. Caracteristicas del vector de replicacién pCR2.1. Se sefialan con un circulo los sitios de

restriccién con la enzima EcoR1. La flecha indica el sitio de clonacion.
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La obtencién de clonas consta de dos pasos: ligacién y transformacion.

Estos se describen a continuacion.

6.6.2 Ligacion.

Consiste en la insercidon de un gen o fragmento de ADN en un vector (de
replicacion 6 de sobreexpresion) mediante una T4ADNA ligasa. Una vez obtenido el
producto de PCR fresco, se procedio a la ligaciéon incubando a 17°C toda la noche

(ver Tabla 3).

Tabla 3. Reaccion de ligacion en el vector pCR 2.1

COMPUESTO VOLUMEN l
Producto de PCR 16.5
Buffer de ligacion 10X 2
Vector pCR 2.1 (1ug) 1
T4 DNA ligasa (5U) 0.5

6.6.3 Transformacion.

Este proceso implica la introduccion del vector de replicacion en bacterias
que lo incorporen y lo repliquen. Se realizé en bacterias competentes E. coli
Topl0, conservadas a -70°C. Las bacterias competentes se descongelaron en

hielo durante 15 minutos. En un ambiente estéril (con mechero), se pasaron 30l
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de bacterias a un tubo eppendorf estéril de 1.5ml, se agregaron 10ul de la ligacién
y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Se indujo un choque térmico por tres
minutos a 37°C 6 a temperatura ambiente. Se agregaron 500ul de medio LB (Luria
Bertani) sin ampicilina y previamente atemperado, se incub6 a 30 minutos a 37°C
0 temperatura ambiente en agitacion. Se centrifugaron de 2-3 minutos a 12000
rpom, el sobrenadante se desechd y el botén se resuspendié en 40ul de LB sin
ampicilina. Las bacterias se sembraron en caja petri con medio LB con ampicilina

(100 pg/mL), se incubaron toda la noche a 37°C.

6.7 Purificacion de ADN del vector a partir de bacterias.

Después de verificar el crecimiento de las bacterias, a las colonias blancas
se les extrajo el ADN con el protocolo de purificacion de plasmido Rapid Plasmid
Minipred System (Marligen Bioscience). Se realiz6 un andlisis de restriccion con la
enzima EcoR1. La digestion se analizé en un gel de agarosa al 1% para confirmar
la clonacién del gen. Una vez confirmada la colonia positiva se aislé y

posteriormente se purificd el ADN para su secuenciacion.

6.8 Secuenciacion del gen.

El gen clonado se secuencié mediante un sistema automatizado basado en
el método enzimatico de secuenciacion en el Instituto de Fisiologia Celular de la

Universidad Nacional Autbnoma de México.
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6.9 Comparacion por alineamiento del gen de la TIM obtenido con la base de

datos.

La secuencia obtenida se compar6 con la secuencia de referencia WB y al
mismo tiempo se hizo la basqueda “in silico” (BLAST) contra las bases de datos de

genes existentes.

6.10 Subclonacion al vector de expresion pET3a.

El gen de TIM clonado en pCR2.1 se subclond en el vector de sobreexpresion
pET3a (Figura 9), el cual funciona como un sistema de clonacion y expresion de
proteinas en células de E. coli. Se realiz6 la restriccion del gen clonado con las
enzimas Ndel y BamHL1. La digestion se realizé en horno de microondas por cinco
ciclos de 20 segundos con intervalos de dos minutos. Se corri6 en un gel de
agarosa al 1% para corroborar la liberacion del inserto del peso esperado.
Posteriormente se purifico el ADN mediante un kit comercial (Gibco). Al mismo

tiempo se realizé una digestiéon con Ndel y BamH1 del vector pET3a.
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Figura 9. Vector de expresién pET3a con los sitios de restriccion Ndel y BamH1.

Los fragmentos del gen digeridos se clonaron al vector pET3a en los sitios
Ndel y BamH1 siguiendo protocolo de ligacion anterior. Se transformaron células
competentes E. coli BL21DE3pLysS con la ligacion. Se obtuvieron colonias y se
les realiz6 una digestion con las enzimas de restriccion Ndel y BamH1 para

confirmar la presencia del gen.
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6.11 Sobreexpresion en la cepa BL21DE3pLysS y purificacion de la enzima

recombinante.

6.11.1 Caracteristicas de la cepa de E. coli BL21DE3pLysS.

Este sistema de expresion se ha desarrollado para la clonacion y expresion
de proteinas recombinantes en E. coli y consiste en un vector pET3a y una
bacteria huésped (cepa BL21DE3pLysS de E. coli).

Los genes blanco se clonan en el vector pET3a, que contiene un sitio de clonacion
multiple, resistencia a ampicilina y un promotor del bacteriéfago T7 (T7 promoter).
El pET3a se transforma en la cepa BL21DE3pLysS, que contiene una copia
cromosémica del gen de la RNA polimerasa del fago T7. El gen de la RNA
polimerasa del fago T7 se encuentra bajo el control del promotor LacUV5, que a
su vez es inducido por isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG). Esta cepa
ademas contiene un vector pLysS que codifica para la lisozima del fago T7. La
produccion de la lisozima por parte de la cepa, permite que la pared celular sea

digerida por ésta y sea mucho mas sencillo romper las células®>.

6.11.2 Sobreexpresiéon de la enzima.

Para la expresion de la enzima se realizd6 un precultivo de células
BL21DE3pLysS que contenian el gen, en 5mL de medio LB con 100um/mL de
ampicilina, incubadas toda la noche a 37°C en agitacion. Posteriormente se

centrifugaron y el boton se resuspendioé en medio LB nuevo.
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Una vez realizado lo anterior, se tomdé una alicuota del precultivo y se
sembraron en 500mL de medio LB hasta alcanzar una D.O.gponm de 0.1. Las
bacterias se incubaron a 37°C con agitacion hasta alcanzar una D.O.g00 nm de 0.6
(esto permite obtener un cultivo que se encuentra en la fase logaritmica de
crecimiento para lograr una mayor induccién). Posteriormente, se agreg6 el
inductor IPTG a una concentracion final de 0.4mM, se incuba toda la noche a 30°C
en agitaciéon. Una vez realizado lo anterior, las células se centrifugaron a 5000
rpm/10min a 4°C. El botdn resultante se resuspendiéo en 20mL de buffer de lisis
(50mM de TRIS, 1mM de EDTA, 0.2mM PMSF, 100mM de fosfatos, a pH 7.9).

Las bacterias se rompieron por sonicacién en frio (cinco ciclos de 45seg
con intervalos de 75seqg) y se centrifugaron a 45,000 rpm/1h a 4°C. El
sobrenadante de la ultracentrifugacion se precipité con sulfato de amonio hasta el
45% de saturacion y se incubd tres horas a 4°C. Esta suspension se centrifugo a
9,000 rpm/30min a 4°C. El sobrenadante se precipité con sulfato de amonio hasta
el 75% a 4°C toda la noche. Se centrifugd a 9,000 rpm/30 min a 4°C. El boton se
resuspendio en 10mL de buffer con 10mM de TRIS, 1mM de EDTA a pH 8.7. El
extracto se dializa extensivamente contra ese mismo buffer a 4°C. La muestra se
concentrd a un volumen de 2mL y se paso por filtros de 0.45um de diametro de
poro. La muestra se aplic6 a una columna Q-Sepharosa (1.5x12cm) (intercambio
aniénico) equilibrada con el mismo buffer. La enzima se eluy6 con un gradiente de
NaCl de 0 a 100mM, con una velocidad de flujo de 3mL/min. La elusién de la
enzima se monitoredé por su sefial de absorbencia a 280 nm. Se colectaron

fracciones de 2.5mL. Las fracciones enriquecidas con la enzima fueron

33



seleccionadas y concentradas por ultrafiltracion hasta 2 mL utilizando filtros con
corte de paso de 10,000 de peso molecular. La muestra se aplicé a una columna
de Superdex-75 (1.6 x 60 cm) (exclusion molecular) previamente equilibrada con
un buffer conteniendo 50 mM de TRIS, 150 mM de Na;HPO,4, 100 mM de NaCl y
1.5 mM de Na;N3 pH 8. La enzima se eluy6 a una velocidad de flujo de 1 mL/miny
su elusion se monitored por su sefal de absorbencia a 280 nm. Se colectaron
fracciones de 1.25 mL. Las fracciones enriquecidas con la enzima se
concentraron. Durante todo el proceso de purificacion, la calidad y cantidad de la
proteina se monitored por actividad enzimética y por geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y se mantuvo bajo atmdsfera de nitrégeno (N,). La

proteina purificada se le llamo6 GITIM INP.

6.12 Determinacién de la actividad enzimética.

La actividad de la enzima se determiné mediante un ensayo acoplado en la
direccién gliceraldehido-3-fosfato (GAP) hacia dihidroxiacetona fosfato (DHAP).

La reaccion se llevé acabo en un ensayo acoplado, el cual contenia 100mM
de trietanolamina, 10mM de EDTA, pH 7.4 (buffer TE), 1ImM de GAP, 0.2mM de
NADH y 0.9 U de a-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (aGDH) por cada mililitro de
mezcla de reaCCiéniError! Marcador no definido..

La actividad enzimatica se siguid espectrofotometricamente por la

disminucién de la absorbancia del NADH a 340nm, a una temperatura de 25°C. La
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reaccion se inicio al agregar la enzima utilizadndose una concentracion de proteina

para los ensayos de 5ng/mL.

6.13 Ensayos de derivatizacion con DTNB.

Se realizaron experimentos de inactivacion con DTNB (acido 5, 5'-ditio-bis-

2-nitrobenzoico) para la enzima GITIM INP y como control GITIME™or* Marcador no

definide- | os experimentos se realizaron incubando 0.2 mg/mL de proteina en buffer
TE, con diferentes concentraciones del derivatizante durante 2 hrs a 25°C. La

actividad residual se determin6 con 5 ng/mL de proteina.
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7. RESULTADOS

7.1 Andlisis genético.

Se realizé la prueba de hidrogeno en aire espirado y coproparasitoscépico
seriado a 137 nifios mexicanos entre 6 y 18 afios de edad, todos del sexo
femenino, identificandose a 8 pacientes con absorcidn intestinal deficiente de
lactosa e infeccion por G. lamblia, los cuales se sometieron a endoscopia alta, con
toma de aspirado de liquido y biopsia duodenal®®.

De la biopsia duodenal se aislaron dos cepas de las cuales se obtuvieron

cultivos axénicos, denominados INP-NOO1 e INP-N0OO2. Se aislé el ADN gendémico

de estas cepas y su integridad se muestra en los geles de agarosa (Figura 10).

INP-NOO1 INP-N002
ADN ADN
ARNI2LS ARNr21S
ARNr16S ARNr16S

Figura 10. ADN genomico de INP-NOO1 y 002. En los carriles 1 y 2 se sefialan con flechas el ADN
genomico, asi como el ARNr en sus dos fracciones. El carril tres es el marcador de peso molecular
(1kb plus DNA ladder de Invitrogen).
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De ambas cepas se amplificé por PCR el gen de la TIM de G. lamblia (Fig.
11) y éste se clono en el vector de replicacion pCR2.1 y se secuenciaron los
ADN's. El analisis de ambos genes mostré que eran idénticos entre ellos por lo
que para los siguientes andlisis se tomo so6lo uno. Posteriormente la secuencia de
ADN (INP-N002) se compar6 con la secuencia control del gen reportado para la

cepa WB (GITIM) Figura 12.

INP-NOO1 INP-NOO2
MP MP
(pb) (pb)
1000 1000
850 850
650

Figura 11. Producto de PCR obtenido a partir del ADN gendmico de INP-NOO1 y 002. Los carriles 1
y 2 corresponden al fragmento de PCR esperado para GITIM (774 pb). El carril 3 es el marcador de

peso molecular (MP) (1kb plus DNA ladder de Invitrogen).

Este andlisis demostré6 que ambas cepas difieren de la cepa control (WB)
por 6 mutaciones puntuales en los nucleétidos 15, 129, 402, 570, 678, 760. Cinco
de ellas fueron mutaciones silenciosas (nucleoétidos 15, 129, 402, 570 y 678) y en
el nucledtido 760 se promovié un cambio de aminoacido (ACG=Treonina por

GCG=Alanina) figura 12.
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INPNOO2, 1 ATGCCTGCTCGTICGTCCCTTCATCGGCGGTAACTTCAAGTGTAACGGCTCTCTTGACTTT
WB, 1 ATGCCTGCTCGTICGOCCCTTCATCGGCGGTAACTTCAAGTGTAACGGCTCTCTTGACTTT

INPNOO2, 61 ATCAAGAGCCACGTGGCGGCAATTGCTGCCCATAAGATCCCTGATTCCGTGGACGTCGTC
WB, 61 ATCAAGAGCCACGTGGCGGCAATTGCTGCCCATAAGATCCCTGATTCCGTGGACGTCGTC

INPNOO2, 121 ATTGCJCCOTCCGCCGTACACCTGTCAACAGCCATTGCGGCAAACACGTCAAAACAGTTG
WB, 121 ATTGC(QCCTITCCGCCGTACACCTGTCAACAGCCATTGCGGCAAACACGTCAAAACAGTTG

INPNOO2, 181 AGGATAGCAGCGCAGAATGTGTACCTAGAGGGGAACGGGGCGTGGACTGGCGAGACAAGT
WB, 181 AGGATAGCAGCGCAGAATGTGTACCTAGAGGGGAACGGGGCGTGGACTGGCGAGACAAGT

INPNOO2, 241 GTTGAGATGCTTCAGGACATGGGTTTGAAGCATGTGATAGTAGGGCACTCTGAAAGACGC
WB, 241 GTTGAGATGCTTCAGGACATGGGTTTGAAGCATGTGATAGTAGGGCACTCTGAAAGACGC

INPNOO2, 301 AGAATCATGGGGGAGACCGACGAGCAAAGCGCCAAGAAGGCTAAGCGTGCCCTGGAAAAG
WB, 301 AGAATCATGGGGGAGACCGACGAGCAAAGCGCCAAGAAGGCTAAGCGTGCCCTGGAAAAG

INPNOOZ2, 361 GGGATGACGGTCATCTTCTGCGTCGGAGAGACCTTHGATGAGCGCAAGGCCAACCGCACC
WB, 361 GGGATGACGGTCATCTTCTGCGTCGGAGAGACCTTAGAJGAGCGCAAGGCCAACCGCACC

INPNOO2, 421 ATGGAGGTGAACATCGCCCAGCTTGAGGCGCTTGGCAAGGAGCTCGGAGAGTCCAAGATG
WB, 421 ATGGAGGTGAACATCGCCCAGCTTGAGGCGCTTGGCAAGGAGCTCGGAGAGTCCAAGATG

INPNOO2, 481 CTCTGGAAGGAGGTTGTCATTGCTTACGAGCCCGTGTGGTCCATTGGCACGGGCGTGGTG
WB, 481 CTCTGGAAGGAGGTTGTCATTGCTTACGAGCCCGTGTGGTCCATTGGCACGGGCGTGGTG

INPNOOZ2, 541 GCCACGCCCGAGCAGGCAGAGGAGGTACATGTGGGGCTCCGAAAGTGGTTTGCGGAGAAG
WB, 541 GCCACGCCCGAGCAGGCAGAGGAGQGTCICATGTGGGGCTCCGAAAGTGGTTTGCGGAGAAG

INPNOO2, 601 GTTTGTGCCGAGGGCGCACAGCATATCCGTATCATTTACGGGGGATCGGCCAATGGAAGC
WB, 601 GTTTGTGCCGAGGGCGCACAGCATATCCGTATCATTTACGGGGGATCGGCCAATGGAAGC

INPNOO2, 661 AACTGCGAGAAGQCTCIGGCCAGTGTCCGAATATTGACGGCTTCCTTGTCGGTGGCGCTTCC
WB, 661 AACTGCGAGAAGCTTIGGCCAGTGTCCGAATATTGACGGCTTCCTTGTCGGTGGCGCTTCC

INPNOOZ2, 721 CTCAAGCCGGAGTTTATGACGATGATCGACATTCTTIGCGAAGACCCGTACATAG
WB, 721 CTCAAGCCGGAGTTTATGACGATGATCGACATTCTTIACGAAGACCCGTACATAG

Figura 12. Alineamiento del gen de la TIM de la cepa INP vs el gen de la TIM de la cepa WB. Los
recuadros muestran las cinco mutaciones silenciosas: el codén CGT 6 CGC=Arginina, CCC 6
CCT=Prolina, GAT 6 GAC=Acido aspartico, GTA 6 GTC=Valina, CTC 6 CTT=Leucina, y la ultima

mutacién que promueve un cambio de aminoéacido en el codén ACG=Treonina por GCG=Alanina.

Otro de los andlisis realizados fue con el programa BLAST (programa
informatico de alineamiento de secuencias de tipo global, ya sea de ADN o de
proteinas) del gen de la TIM obtenido (INP) con la base de datos del GenBank (es

la base de datos de secuencias genéticas de disponibilidad publica del NIH
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(National Institutes of Health de USA)). Este analisis nos mostro la existencia de
28 variantes del gen de la TIM ya reportadas. De las cuales la variante con el
namero de referencia U57897 coincide con el gen de la TIM de las cepas aisladas
(INP-002 y 001) en un 100%*. No se encontr6 mayor informacién sobre la

caracterizacion del gen de esta variante, Unicamente se encontré el gen reportado.

7.2 Andlisis funcional y estructural.

Una vez obtenido el gen de la TIM de la cepa INP-N0O02 se procedi6é a
purificar la proteina (la secuencia de INPOO1 y 002 fueron idénticas). La proteina

se purificé siguiendo el protocolo ya reportadoiEor Marcador no definido.

y la cinética
fue similar a la descrita para la WB. En la figura 13 se muestra un gel de
poliacrilamida que muestra los pasos de purificacion. Por electroforesis se
comparo la proteina INP-002 con GITIM de WB. Ambas enzimas muestran tener el
mismo peso molecular como mondémero (27 kDa) y forman puentes disulfuro
mostrando una banda que corresponde al peso esperado para un dimero (54
kDa)iError! Marcador no definido.,jError! Marcador no definido.

. El grado de pureza obtenido fue

mayor al 95% figura 14.
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Figura 13. Proceso de purificacion monitoreado por geles de poliacrilamida, donde el carril 1
corresponde al lisado de células E. coli transformadas, el 2 al sobrenadante, el 3 es el botén del
lisado, el carril 4 es la proteina antes de cargarla a la columna, el carril 5 es un control de GITIM.

Se cargaron 10 ug de proteina total.
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Figura 14. Gel de poliacrilamida donde se muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular (en
kDa). Los carriles 2 y 4 corresponden a la GITIM-INP y GITIM de WB respectivamente sin DTT
(agente reductor) y los carriles 3 y 5 corresponden a la GITIM-INP y GITIM de WB respectivamente
con DTT. Del lado derecho se sefialan con flechas los pesos en kDa que corresponden al dimero
(54kDa) y mondmero (27kDa).

40



Para determinar la actividad enzimatica de la GITIM-INP se compar6 con la
actividad de una control de GITIM WB (mutante C202A con caracteristicas
cinéticas iguales a la silvestre), resultando ser de 3167 pmol/min/mg y 3967
pgmol/min/mg respectivamente. Este resultado nos indica que la mutacién con el
cambio de aminoacido de GITIM-INP (T253A) no afecta su actividad, ya que es
muy similar al control de referencia WB. Se generé una imagen de la estructura
terciaria de la proteina con el programa VMD? (programa de visualizacién
molecular) para localizar la posicion de la mutacion. En la figura 15 se observa que

esta mutacion esta localizada hacia la parte externa del barril TIM.

Ala 253

GITIM-INP

Figura 15. Representacion en listones del mondmero de GITIM-INP. Apartir de las coordenadas
cristalograficas de la GITIM C202A (PDB ID 2DP3), se generd por mutacion in silico un cambio en

T253A. La imagen se gener utilizando el programa VMD?*
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En estudios previos de GITIM con agentes derivatizantes de cisteinas
(como el DTNB) se ha demostrado que éste promueve su inactivacion. GITIM
presenta 5 residuos de cisteinas, localizadas en las posiciones 14, 127, 202, 222,
228, por lo que ha sido posible evaluar el efecto de estos compuestos sobre la
actividad de la enzima. A pesar de que GITIM-INP presenta los mismos residuos
de cisteinas que GITIM, se decidio realizar los ensayos con derivatizantes para
determinar su efecto. En los ensayos de derivatizacion se utilizaron distintas

concentraciones del DTNB y como control se tomé a la GITIM.

En la figura 16 se muestra el porcentaje de actividad residual contra
concentraciones ascendentes del derivatizante (DTNB). EI DTNB inactiva al 100%
a las dos enzimas a concentraciones mayores de 20uM, por lo que resulta en un

efecto equivalente entre ambas enzimas.
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Figura 16. Gréafica que muestra el efecto inhibidor del DTNB (derivatizante) sobre la GITIM-INP y

GITIM WB.
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8. Discusion.

Para la obtencion de las cepas de G. lamblia se le dio seguimiento a un

estudio previo realizado por Ruiz-Castillo y cols./E" Marcador no definido.

, quienes
realizaron la prueba de hidrogeno en aire espirado y coproparasitoscopico a las
habitantes de una casa hogar para mujeres. A las niflas infectadas por G. lamblia
se les realiz6 endoscopia alta. Tomamos el liquido y biopsia duodenal de las
pacientes infectadas, de los cuales aislamos dos cepas de G. lamblia.
Considerando los estudios por Lépez-Velazquez y cols,Em" Marcador no definido. o
donde se sugiere a las enzimas de la glucdlisis como blanco para el disefio de
compuestos antigiardiasicos y, especificamente a la GITIM, se decidi6é caracterizar
el gen de la TIM de las cepas obtenidas y compararlo con el control (cepa WB).
Decidimos determinar si las caracteristicas con respecto al gen de la TIM de las

cepas obtenidas de nifios mexicanos infectados con G. lamblia diferian del gen de

la cepa WB proveniente de Afganistan.

Una vez corroborado y obtenido el gen de la TIM, al que denominamos INP-
NOO1 y 002, se secuenciaron. El analisis y comparacion de estas secuencias nos
mostraron ser idénticas entre ellas. Esto se podria explicar ya que los pacientes de
los cuales se obtuvieron las muestras cumplian con la condicion de hacinamiento

(casa hogar). Sin embargo, difieren con respecto al gen de la TIM de la cepa WB.

44



De las seis mutaciones encontradas en el gen de GITIM, cinco fueron
mutaciones puntuales y soélo una promovié el cambio de un aminoacido
(Thr253Ala). Sin embargo esta mutacion no promueve diferencias en cuanto a la
actividad enzimatica y al efecto de los agentes derivatizantes de Cys en la enzima

recombinante con respecto a lo ya reportado para la enzima de la cepa WB.

45



9. Conclusion.

El gen y la secuencia de los aislados mexicanos de G. lamblia difiere de la
TIM de la cepa WB. Sin embargo, los compuestos como el DTNB pueden

utilizarse para la inactivacion de ambas enzimas con resultados eficientes.

Por lo que nuestros resultados sugieren un alto potencial de la GITIM

presente en el grupo de nifios mexicanos estudiado para ser usada como blanco

en el disefio de farmacos antigiardiasicos.
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