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RESUMEN

La giardiasis es una parasitosis intestinal causada por el protozoario Giardia lamblia de
distribucion cosmopolita, con mayor impacto en paises en vias de desarrollo, la cual provoca un

efecto adverso en el crecimiento y estado nutricional, especialmente, durante la infancia.

Actualmente para el tratamiento de esta enfermedad existen diversos farmacos, entre los que
destacan: los 5-nitroimidazoles, los nitrofuranos, la quinacrina y los benzimidazoles; sin embargo,
hasta el momento no se cuenta con uno que reuna todas las caracteristicas ideales como son: alta
eficacia, minimos efectos adversos y utilidad reconocida en dosis Unica. Aunado a esta condicion,
se han reportado cepas de G. lamblia resistentes al medicamento, por lo tanto es de gran

importancia desarrollar nuevas y mejores terapias contra la infeccion.

Giardia lamblia es un organismo flagelado que se caracteriza por no llevar a cabo fosforilacion
oxidativa, por ello, su metabolismo energético se basa principalmente en la via glucolitica. Las
enzimas de la glucdlisis, entre ellas la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa, se presentan como
potenciales blancos para el disefio de compuestos inhibidores o inactivadores especificos de

especie.

En este trabajo se amplifico por PCR el gen de la fructosa 1-6 bifosfato Aldolasa (FBPA) de G.
lamblia para su insercion en un vector de sobre-expresion proteica, lo cual es muy importante en
el abordaje del disefio racional de farmacos utilizando a la enzima recombinante fructosa-1,6-

bifosfato Aldolasa de G. lamblia como potencial blanco de nuevos farmacos antigiardiasicos.



INTRODUCCION

GIARDIASIS

La giardiasis es una patologia cosmopolita, se estima que cerca de 200 millones de personas se
infectan anualmente por Giardia lamblia en Asia, Africa y América Latina (Sullivan et al., 1992).
Debido a las diferencias en las condiciones sanitarias en zonas en vias de desarrollo es mayor su
prevalencia lo que constituye un grave problema de salud publica para estos paises (Minenoa y
Avery, 2003; Quihui, 2006). La infeccion producida por este flagelado ocurre desde el tropico
hasta la region de los polos, sin embargo la incidencia es mayor en regiones de clima templado
(Oberhuber y Stolte, 1990), que varia entre 0.5 a 20%; con una prevalencia de 20 a 30% en paises
en desarrollo y de 2 a 5% en paises industrializados, por ejemplo en Estados Unidos (Farthing,

1997; Marshall et al., 1997).

Nueva Zelanda es el pais que cuenta con mayor presencia de infeccion por este pardsito comparado
con otros paises desarrollados, durante el periodo de 1997 a 2006, la tasa media anual notificada
fue de 44.1 casos por cada 100, 000 habitantes (Snel 2009). En Alemania también fue observado
un incremento de casos entre 2002 y 2007, la incidencia mas alta fue reportada en nifios de 1 a 5
afnos de edad (tasa de incidencia de 11.5 por cada 100,000 habitantes) y Berlin fue considerada una
de las ciudades més afectadas con una tasa de incidencia 17.5 por cada 100,000 habitantes

(Sagebiel et al., 2009).

Pequetias cantidades de quistes ingeridos por el huésped, durabilidad de los quistes y la variedad de

animales como reservorios, contribuyen para su distribucion global y determinan la epidemiologia



(Heresi y Cleary, 1997). Grandes epidemias han ocurrido infectando en algunos casos a miles de
personas, en algunos paises en vias de desarrollo, la giardiasis en nifios afecta a cerca del 100% de
la poblacion. La mayoria de las veces la transmision es directa: fecal-oral, mediante alimentos y
aguas contaminadas o de persona a persona a través de contacto sexual (principalmente en
homosexuales) y de animales al hombre (Addis, 1992; Boreham, 1990; Thompson, 2004).
También se observa una mayor prevalencia de diarrea causada por G. lamblia en pacientes
portadores de VIH, debido a la depresion que ocurre en el sistema inmune (Moolasart, 1999; Nash

etal., 2001).

En México, un estudio reciente reportd una seroprevalencia de 55.3% para G. lamblia, mostrando
que la exposicion al parasito se produce a una edad temprana y que los principales factores de
riesgo de seropositividad son la edad y el sexo, la cual fue mayor de en hombres (58.6%) que en
mujeres (50.2%) (Cedillo, 2009). Adicionalmente, se ha registrado la presencia de infecciones por

Giardia, tanto en poblacion urbana como rural (Diaz, 2002).

De acuerdo con datos del Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (Secretaria de Salud,
2007) en nuestro pais, la incidencia fue de 25.77 por cada 100 000 habitantes, es decir, 27 266
casos, siendo los nifios de 1 a 5 anos el grupo de edad mas afectado y Campeche el estado de la

Reptiblica donde se concentra un mayor indice de casos.

La giardiasis es considerada altamente contagiosa, cuando uno de los miembros de la familia la
contrae normalmente otros también se infectan (Minenoa y Avery, 2003). En general los nifios
pequeiios son mas susceptibles al organismo debido a las practicas de higiene, se calcula que
existen tres veces mas probabilidades de contagio en comparacion con los adultos. Se ha observado

que los nifos que acuden a guarderias tienen un mayor riesgo para contraer la enfermedad.



La enfermedad asociada con malabsorcion de nutrientes aguda o cronica puede causar alteraciones
en el desarrollo de recién nacidos y nifios (Farthing 1996; Minenoa y Avery, 2003). Se inicia por
la ingestion de los quistes del parasito, los cuales se desenquistan durante su pasaje por el
contenido acido del estdmago, liberando los trofozoitos. Estos colonizan el intestino delgado

superior y se adhieren a la superficie del epitelio intestinal (Adam, 2001).

Ciclo de vida de Giardia lamblia y manifestaciones clinicas de la infeccion

Debido a que Giardia lamblia es una de las células eucariotas mas primitivas que se conocen, su
estudio es de gran interés en biologia (Sogin, 1989). En el ciclo de vida G. lamblia sufre cambios
significativos bioquimicos y morfologicos que le permiten sobrevivir en ambientes y condiciones
que de otro modo lo destruirian. Para sobrevivir fuera del intestino del hospedador, los trofozoitos
de Giardia se diferencian a quistes, los que se caracterizan por poseer una rigida pared externa de
glicoproteina que les permiten sobrevivir inclusive frente a la accion de los medicamentos mas
comunes, entre ellos el metronidazol (Lujan, 2006). El mecanismo de adaptacion de G. lamblia
conocido como enquistamiento es esencial para que el parasito pueda sobrevivir fuera del intestino
del hospedador, ya que los trofozoitos son sumamente sensibles a los cambios de temperatura,
humedad y a la presencia de agentes quimicos. En este proceso, los trofozoitos descienden por el
intestino del hospedador, y al encontrar un ambiente pobre en colesterol, se induce su

diferenciacion a quiste, los cuales son eliminados con las heces (Adam, 2001).

El ciclo de vida de G. lamblia (Fig. 1), consiste en un quiste infectivo y un trofozoito vegetativo.

La transmision del quiste es por via feco-oral, principalmente a través de agua y alimentos



contaminados. Una vez que el quiste es ingerido, se desenquista en el intestino delgado dando
origen a dos trofozoitos. Las condiciones de desenquistamiento son provistas en el estomago.

Los trofozoitos se dividen por fision binaria en el intestino delgado y causan los sintomas de la
giardiasis. Algunos de los trofozoitos son inducidos a enquistar, completdndose asi el ciclo,

cuando los quistes son ingeridos por otro hospedero (Margulis, 1989).

Contaminacién del
agua y alimentos

)‘Ie

Intestino
delgado

Quiste Trofozoito

http://www.dpd.cdec.gov/dpdx/HTML/Giardiasis.htm

Figura 1. Ciclo de Vida G. lamblia, La infeccion se inicia con la ingesta de los quistes, los que
desenquistan en el intestino superior liberando los trofozoitos, la forma del parésito que
prolifera en el intestino y es responsable de los sintomas de la enfermedad. Al descender por la
luz intestinal, algunos trofozoitos comienzan a enquistarse, lo cual se manifiesta por la aparicion
de granulos de secrecion especificos que transportan los materiales que luego formaréan la pared
del quiste maduro y que protegen al parésito fuera del intestino del hospedador.

Los efectos clinicos de la infeccion por G. lamblia van desde un estado asintomatico del portador
hasta un sindrome de malabsorcidon severo y diarrea crénica. Diversos factores contribuyen a la
amplia variacion de sintomas, incluyendo la virulencia de la cepa de G. lamblia, el nimero de
quistes ingeridos, la edad del hospedero, y el estado del sistema inmune del hospedero al momento

de la infeccion (Farthing, 1996).



La mayoria de los nifios con giardiasis son asintomaticos, sin embargo con anormalidades
funcionales y morfolégicas en el tracto gastrointestinal (Sullivan et al., 1992). Entre las
manifestaciones de la enfermedad aguda se encuentran: diarrea acuosa o pastosa, esteatorrea
(evacuaciones generalmente explosivas, grasosas y fétidas), dolor epigastrico postprandial,
anorexia, distension abdominal, flatulencia y ocasionalmente, cefalea, febricula, manifestaciones
alérgicas (artralgias, mialgias, urticaria). La enfermedad aguda suele resolverse en unas semanas,
aln sin tratamiento, pero un porcentaje importante de pacientes (30-50%) desarrolla una parasitosis
cronica, con diarrea recurrente, esteatorrea, evidencia bioquimica de malabsorcion de grasas,
lactosa y otros disacéridos, vitamina A y vitamina B12, disminucién de peso y deficiencias en el
crecimiento y desarrollo infantil (Faure et al., 1993; SSA, 2007; Takahashi et al., 2001). Ciertos
factores como inmunodepresion, hipogamaglobulinemia y desnutriciéon pueden aumentar el riesgo

de infeccidn por este parasito (Alparo, 2005).

La Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades décima edicion (CIE-10), publicada
por la Organizacion Mundial de la Salud, encargada de proveer los codigos para clasificar las
enfermedades, menciona al farmaco Metronidazol como el estandar de oro para el tratamiento de
la giardiasis (OMS, CIE-10). Metronidazol es un agente antimicrobiano con un amplio espectro de
actividad frente a bacterias anaerobias y protozoarios que actia como inhibidor de la enzima
Piruvato Ferredoxin Oxirreductasa (PFOR) y bloquea el mecanismo energético anaerdbico del

parasito provocandole la muerte (Adam 2001).

Existen varios medicamentos aprobados o comunmente empleados para la erradicacion del
organismo, sin embargo, ya que en cada individuo ha variado la sensibilidad y los efectos

secundarios a estos medicamentos, al evaluar la eficacia clinica de los agentes utilizados contra G.



lamblia es dificil comparar estudios ya que varian en cuanto a la metodologia, el tratamiento, la
poblacion estudiada y el seguimiento. No obstante, pueden extraerse conclusiones de los estudios

cuando se ven en su conjunto y se analiza la eficacia relativa de los agentes (Minenoa y Avery,

2003).

Se han estudiado evidencias de resistencia a medicamentos utilizados contra la giardiasis y se han
realizado estudios bioquimicos para determinar la base de esta resistencia. Tanto metronidazol
como furazolidona, producen radicales toxicos dentro de la célula que tienen diferentes
mecanismos bioquimicos de accion. La resistencia a metronidazol se correlaciond negativamente
con la concentracion intracelular de piruvatoferredoxin oxidorreductasa llevando a una
disminucion concomitante en la utilizacion de metronidazol libre en la célula. A nivel molecular la

resistencia a metronidazol se asocia con cambios en el ADN.

Aunque los nitroimidazoles han sido la familia de farmacos de eleccion para el tratamiento
anaerobico los protozoos G. lamblia son menos sensibles a otros farmacos antiparasitarios, como

son la furazolidona, el albendazol, y la quinacrina (Upcroft y Upcroft, 2001).

En el tratamiento de esta parasitosis también se involucran otros agentes antiparasitarios, entre los
que se destacan: los nitrofuranos, la quinacrina, los benzimidazoles, entre otros medicamentos
cuyos principios activos no son eficientes, ya que presentan un gran numero de efectos
secundarios, existen cepas que les son resistentes y es frecuente la reinfeccion en personas con
bajas defensas (Escobedo et al., 2007). Debido a esto, es importante acelerar la investigacion hacia

un agente antigiardial (Mineno and Avery, 2003).



Morfologia

Los trofozoitos de G. lamblia miden aproximadamente de 12 a 15um de largo y de 5 a 9um de
ancho. El citoesqueleto consiste de un cuerpo medio, una superficie concava en la porcion ventral
y 4 pares de flagelos -anterior, posterior, caudal y ventral (Fig.2) (Adam, 2001). Cuentan con 2
nucleos que se replican aproximadamente al mismo tiempo y estan localizados en la parte anterior
y son simétricos respecto al eje axial. Las vacuolas lisosomales asi como las ribosomales y los
granulos se encuentran en el citoplasma. El aparato de Golgi se vuelve visible en trofozoitos que
estan enquistando. Los trofozoitos colonizan el intestino delgado del hospedero, predominando en
la mitad del yeyuno, donde atacan la pared intestinal con un disco ventral adhesivo, por medio del

cual obtienen los nutrientes necesarios, evitando ademas ser transportados fuera del mismo.

Nucleo

Cuerpo Medio

Flagelo ventral

Figura 2. Diagrama de Giardia lamblia, A) Trofozoito, B) Quiste

El disco ventral es un componente Gnico e importante del citoesqueleto de G. lamblia, contiene
actina, o-actina, miosina y tropomiosina, que son proteinas contractiles y que son la base
bioquimica para la contraccion del disco involucrado en la adherencia (Feely, 1982). El ataque

depende de un metabolismo activo y es inhibido por temperaturas debajo de 37°C, elevados niveles



de oxigeno o concentraciones reducidas de cisteinas (Gillin y Diamond, 1981; Gillin y Reiner,

1982).

Enquistacion

Asi como algunos trofozoitos colonizan y se replican en la superficie intestinal, algunos enquistan

en el yeyuno después de la exposicion a secreciones biliares (Fig. 3).

La enquistacion se ha llevado a cabo in vitro, exponiendo los trofozoitos a condiciones que imitan
el ambiente del yeyuno. Estas condiciones que promueven el enquistamiento, incluyen un pH

levemente alcalino de 7.8 y conjugados de sales biliares con acidos grasos (Gillin et al., 1988).

La enquistacion puede ser dividida en dos fases, temprana y tardia. La fase temprana consiste en
una sintesis intracelular y transporte de los componentes de la pared del quiste (Reiner, 1990). La
fase tardia de enquistamiento consiste en la aparicion en el plasmalema del trofozoito de sitios para
la iniciacion del ensamble de los filamentos de la pared del quiste seguido del montaje de la

porcion filamentosa de la pared del quiste (Reiner, 1989).

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Giardiasis.htm

Figura 3. El trofozoito tiene 4 pares de flagelos que comienzan de 2 grupos de cuerpos basales
y que estan cerca de la linea media y anteroventrales al nucleo. Ellos emergen de las regiones
anterior, posterior, caudal y ventral del trofozoito. Nueve pares de microtibulos rodean 2
microtibulos para formar el flagelo. El flagelo parece ser importante para la movilidad, pero no
para el ataque.



Desenquistacion

En el hospedero mamifero el desenquistamiento ocurre con la exposicion al contenido del intestino
delgado, después de pasar a través del ambiente acido del estdmago (Adam, 2001). El proceso de
desenquistamiento es rapido, se lleva a cabo aproximadamente en menos de diez minutos para G.
lamblia (Buchel, 1987). Después del inicio del desenquistamiento, uno o dos pares de
protuberancias citoplasmicas aparecen para desarrollar el flanco ventral (Hetsko et al., 1998).
Externamente, el surgimiento de los flagelos a través de la pared del quiste es seguido por el
trofozoito completo (Buchel, 1987). La cariocinesis ocurre durante el enquistamiento, por lo que el
trofozoito emergente tiene cuatro nicleos pero solo ocho flagelos para un trofozoito. El trofozoito
se vuelve mas redondo y lleva a cabo citocinesis dentro de los 15-30 minutos siguientes del

desenquistamiento, por lo cual dos trofozoitos son formados de un solo quiste (Adam, 2001).

Metabolismo en general

El término metabolismo se refiere al conjunto de reacciones quimicas que tiene lugar en la célula,

y tiene 3 funciones especificas a saber:

- Obtener energia quimica del entorno, almacenarla, para utilizar luego en diferentes
funciones celulares.

- Convertir los nutrientes exogenos en unidades precursoras de los componentes
macromoleculares de la célula bacteriana.

- Formar y degradar moléculas necesarias para funciones celulares especificas, como

por ejemplo, movilidad y captacion de nutrientes.



El metabolismo tiene lugar a través de secuencias de reacciones catalizadas enzimaticamente, y se

divide en anabolismo y catabolismo.

La energia es la capacidad para efectuar trabajo, resulta tan vital para la civilizacion moderna,
como para el microcosmos de una célula. Las células sintetizan constantemente sustancias nuevas,

efectian trabajo mecénico y producen calor (Baker, Allen, 1976).

Las células heterotroficas obtienen la energia necesaria a partir de la degradacion (catabolismo) de
moléculas nutrientes. Cudndo dichas moléculas nutrientes se rompen, la energia liberada debe de
ser canalizada en una direccion apropiada ya que si no es de inmediato capturada, se pierde en
forma de calor y no es aprovechada por los procesos de la célula. La energia se puede almacenar
como enlaces fosfato de alto contenido de energia. De esta manera, la energia disponible adopta
una forma comun para los procesos metabolicos que lleva a cabo la célula. En la mayoria de los
seres vivos los enlaces de alto contenido de energia se encuentran bajo la forma del trifosfato de

adenosina (ATP) (Lehninger et al., 1993), (Fig. 4).
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Figura 4. Estructura del trifosfato de adenosina (ATP)

La glucosa (Fig. 5) es una de las principales moléculas combustibles de la mayoria de organismos,
es rica en energia y puede movilizarse rapidamente desde la reserva de glucdgeno cuando se

efectian demandas rapidas de energia.
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Figura 5. Estructura de la glucosa

La glucolisis o ruta de Embden-Meyerhof, (Fig.6) es la secuencia metabolica en la que se oxida la
glucosa. Consiste en nueve reacciones enzimaticas que producen dos moléculas de piruvato y dos
equivalentes reducidos de NADH con la consecuente produccion de cuatro moléculas de ATP por

cada molécula de glucosa que entra en la via (Lehninger et al., 1993).
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Figura6. Glucdlisis. La via glucolitica para la degradacion de la glucosa se divide en 2 etapas
principales. La etapa 1 es preparativa, con reacciones que no son de oxido-reduccion, sin
liberacion de energia, y con formacién de 2 intermediarios de 3 4&tomos de carbono cada uno.
En la etapa 2 ocurren reacciones de oxido-reduccidn, con liberacion de energia, formacion de
ATP por el proceso de fosforilacion a nivel del sustrato (el ATP es generado durante un paso
enzimatico especifico), y se forman 2 moléculas de piruvato (Varela, 2000).
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Metabolismo de Giardia lamblia

Giardia lamblia se distingue por ser un organismo microaerofilico y presentar mitosomas
(organelos remanentes de mitocondrias) en lugar de mitocondrias (Tovar, 2003). No presenta
enzimas para llevar a cabo fosforilacion oxidativa y la principal forma de obtener energia (ATP),
proviene de la degradacion de glucosa a piruvato mediante la glucdlisis y la via de las pentosas
fosfato. Una diferencia significativa entre la glucdlisis de éste parasito y la via glucolitica de los
seres humanos que infecta es que la glucosa no se oxida completamente, como en el metabolismo
aerdbico, siendo los productos finales de la reaccion el acetato, etanol, alanina, y el CO, (Adam,

2001; Jarroll, 1981; Saavedra, 1996; Schofield, et al., 1991).
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Propiedades de la fructosa-1, 6-bifosfato Aldolasa (FBA)

Las aldolasas (Fig.7.) son enzimas de la clase de las liasas, estas catalizan reacciones en las cuales
se produce la adicidn o sustraccion de grupos quimicos a dobles enlaces. Han sido objeto de interés
continuo por su habilidad para catalizar la formacion de enlaces Carbono-Carbono en organismos
vivientes (St. Jean, 2005). La reaccion que cataliza es una condensacion aldolica reversible

(Lehninger et al., 1993).

Figura 7. Reaccion enzimatica de la aldolasa. Rompimiento de la fructosa -1,6- bifosfato
catalizado por la Aldolasa.

Su papel es mejor conocido en la glucolisis, donde la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa (EC 4.1.2.13)
cataliza la ruptura reversible de la hexosa D-fructosa-1,6-bifosfato para formar 2 fosfatos de triosa
diferentes que se interconvierten quimicamente, el gliceraldehido-3-fosfato (GAP) una aldosa y la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), una cetosa (Lehninger et al., 1993; St. Jean, 2005). En la
direccion glicolitica esta conversion es un paso en la ruta Embden Meyerhof-Parnas, y en la

direccion opuesta es parte de la ruta gluconeogénica o ciclo de Calvin (Henze, 1998).
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Mecanismo Catalitico

Dos clases de aldolasas ocurren en la naturaleza (Siebers, 2001). Las aldolasas clase | y clase 1l

pueden ser distinguidas por usar diferentes mecanismos cataliticos para romper el mismo substrato

(Fig. 8).

Las aldolasas de la clase | estan presentes en animales y plantas, utilizan catalisis covalente para la

formacion de las dos triosas fosfato.

En los vertebrados hay tres isoenzimas de la aldolasa clase |, distinguibles por su especificidad al

substrato que se localiza en tejidos especificos:

» Aldolasa A, presente en musculo esquelético y eritrocitos
* Aldolasa B, presente en higado, rifién e intestino delgado

» Aldolasa C, presente en cerebro y tejido nervioso

Las tres se distinguen entre si por sus propiedades inmunoldgicas y cinéticas (Kim et al., 1998;

Penhoet, et al., 1969; Yeltman, et al., 1998).

Por otra parte, las aldolasas de la clase Il s6lo se encuentran en levaduras, algas verde-azules,
hongos y algunas bacterias. Estructuralmente estas aldolasas estabilizan al grupo carbonilo por
medio de un catién metéalico divalente, como Zn*", Co*", Ni*", Mn®", Fe**, Cd*", Ca **, Mg*", Cu*"

(Imanaka et al., 2002).
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La actividad de algunas enzimas depende solamente de su estructura como proteinas, mientras que
otras necesitan, ademas uno o mas componentes no proteicos, llamados cofactores. El cofactor
puede ser un 16n metalico. En tales enzimas el 16n metélico puede actuar como: a) centro catalitico,
b) grupo puente para reunir el substrato y la enzima formando un complejo de coordinacién, c)
agente estabilizante de la conformacion de la proteina enzimatica. En su forma cataliticamente
activa, las enzimas que precisan de iones metalicos se llaman a veces “metaloenzimas”; en algunas
de ellas el componente metdlico, por si solo, ya posee una actividad catalitica primaria muy

incrementada a su vez por la enzima.

Algunas enzimas que precisan de iones metalicos para su actividad son inhibidas no
competitivamente por agentes capaces de unirse al metal esencial. Por ejemplo, el agente quelante
tetra-acetato de etilendiamina (EDTA) se une reversiblemente al Mg®" y a otros cationes
divalentes, inhibiendo asi de modo no competitivo a algunas enzimas que precisan de tales iones

para su actividad.
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Figura 8. Esquema de mecanismos cataliticos de las aldolasas clase | y clase I1.

Generalmente solo un tipo de aldolasa es funcional en muchos organismos, pero algunas células

eucariontes y procariontes poseen ambas clases de aldolasas (Marsh., 1992).

Aunque la masa molecular de la subunidad de este tipo de aldolasas es similar (aproximadamente
40 kDa), ellas no son homologas en sus estructuras primarias y muestran una estructura cuaternaria
distinta. Las aldolasas de la clase | tipicas, exhiben una subunidad tetramérica, excepto para las
estructuras monoméricas observadas para las enzimas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
carnosus, mientras que las aldolasas de la clase Il normalmente son dimeros (Gotz, 1980; Siebers

2003; Witke, 1993).
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JUSTIFICACION

La giardiasis cuyo agente etiologico es Giardia lamblia (sinonimo G. duodenalis, G.
intestinalis), es una parasitosis intestinal cosmopolita. Debido a las diferencias en las
condiciones sanitarias, en paises en vias de desarrollo es mayor la prevalencia de esta
patologia. Desde 1960 se ha asociado a brotes epidémicos importantes en paises
altamente industrializados, entre ellos Nueva Zelanda, Estados Unidos de Norteamérica
y otros en Europa. En México, la prevalencia e incidencia mas altas se encuentran entre

lactantes, preescolares y escolares (CENAVECE, SSA, 2007).

Giardia lamblia, el protozoo intestinal patdogeno mas frecuentemente diagnosticado a
escala mundial, se reconoce como uno de los agentes causantes de diarrea en el nifio que
puede llegar hasta trastornos que comprometen su adecuado crecimiento. En el
tratamiento de esta parasitosis actualmente existen diversas terapias que involucran
diferentes agentes antiparasitarios, entre los que se destacan: los S-nitroimidazoles, los
nitrofuranos, la quinacrina, los benzimidazoles, entre otros. Sin embargo, presentan un
gran numero de efectos secundarios, ademas, se ha reportado que existen cepas de G.
lamblia resistentes al tratamiento, lo que ha intensificado la busqueda de nuevas

estrategias para el tratamiento de esta enfermedad.

Existe poca informacion acerca de la fructosa -1,6- bifosfato aldolasa de Giardia
lamblia que permita cuantificar el potencial de la misma como un blanco para el disefio
de farmacos especie-especificos, afectando el metabolismo energético de este parasito,
por tanto, la generacion de esta enzima recombinante ayudara para generar informacion

al respecto.



En el grupo de trabajo del laboratorio de Bioquimica Genética del Instituto Nacional de
Pediatria de la Secretaria de Salud, se plantea que al interrumpir la via glucolitica de G.
lamblia se afectara la sobrevivencia del parasito debido a la dependencia que tiene de

esta via.



HIPOTESIS

La amplificacion y clonacion del gen de la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa permitira

generar la enzima recombinante aldolasa que aportard informacion acerca de la via

glucolitica de este parasito.

OBJETIVO GENERAL

Amplificar y clonar el gen de la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de G. lamblia en un

vector de sobreexpresion proteica para generar la enzima recombinante fructosa-1,6-

bifosfato Aldolasa.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Aislar DNA genomico de trofozoitos de G. lamblia cepa WB.

» Amplificar por PCR el gen de la Fructosa-1,6- bifosfato aldolasa de G. lamblia.

» Clonacion del gen de la Fructosa-1,6- bifosfato aldolasa de G. lamblia en un

vector de replicacion pCR 2.1.

» Subclonacion del gen de la Fructosa-1,6- bifosfato aldolasa de G. lamblia en un

vector de sobreexpresion pET 3a.



MATERIAL Y METODOS

La realizacion de la metodologia se llevo a cabo en las siguientes etapas:

Purificacion de DNA genémico de Giardia lamblia

1. Se obtuvieron 4 tubos con cultivo de trofozoitos de G. lamblia y se colocaron en hielo
durante 10 minutos.

2. Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente para
formar un boton que contenga las células. Se desecho el sobrenadante.

3. Al boton obtenido, se le adicionaron 4 de WCLB (10 mM Tris pH 7.5, 20 mM EDTA,
50mM NaCl con 1% de SDS y 50 mg/ de proteinasa K y se incubo6 a 37°C girando sobre un
orbitador durante 30 minutos.

4. Se incub6 durante 15 minutos en hielo, luego se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos
y se agitd en Vortex durante 1 minuto. Esto con el fin de separar totalmente las células de
las paredes de los tubos de ensayo.

5. Lamuestra se incub6 a 42°C durante 18 horas.

6. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se adicionaron a la muestra 2 de fenol y se
agitod en Vortex durante 2 minutos, después se mezclaron por inversion durante 10 minutos.

7. La muestra se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos.

8. La fase superior del tubo se extrajo y se colocéd en un tubo limpio, donde se adicionaron 1.5
de fenol y 1.5 de cloroformo, y se agitd en Vortex durante 2 minutos y luego se mezclaron
por inversion durante 10 minutos.

9. Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos.



10. La fase superior del tubo se volvid a extraer y se coloco en un tubo limpio al cual se le
adicionaron 2.5 de una mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (20:1), y se mezclé por
inversion durante 10 minutos.

11. Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos.

12. La fase superior se extrajo y se colocd en un tubo limpio al cual se le adicionaron 100ul de
NaCl [1 M] y 4 de etanol absoluto a -20°C, se mezclo y se almaceno6 a -70°C durante 24
horas.

13. Transcurrido el tiempo de incubacidn, la muestra se centrifugd a 14000 rpm durante 10
minutos en un tubo de 1.5, para obtener un boton. Se desecho el sobrenadante.

14. Al boton obtenido, se le adiciond etanol al 70% y se centrifugé a 14000 rpm durante 10
minutos. Se desech¢ el sobrenadante.

15. Al botén obtenido se le dejo secar a temperatura ambiente durante 15 minutos y se le
resuspendié en 150ul de agua doble destilada.

16. Se cuantificd la concentracion de DNA obtenida a través de un espectrofotdmetro a una
absorbancia de 260nm.

17. El DNA obtenido, previamente etiquetado se almacend a 4°C.

Cuantificacion de DNA por Espectrofotometria

1. Enun tubo con capacidad de 1.5, se adicionaron 498ul de agua doble destilada.

2. El espectrofotometro se blanqueo con el tubo con 498ul de agua doble destilada.

3. Al mismo tubo se le adicionaron 2ul de la muestra de DNA obtenida.

4. Se tomo la lectura del espectrofotometro a una absorbancia de 260nm para cuantificar la
concentracion de DNA y a 280nm para cuantificar el contenido de proteinas, asi como la

relacion entre ambas absorbancias que dan como resultado el indice de pureza obtenido.



Para calcular la concentracion se utilizé la siguiente relacion:
1 D.O. 260~ 50 },tg/
Donde D.O. 260= densidad 6ptica a 260nm de absorbancia.

El resultado se multiplica por el factor de dilucion (250).

Purificacion de RNA de Giardia lamblia

1. Se obtuvieron 2 tubos con cultivo de trofozoitos de G. lamblia y se colocaron en hielo
durante 10 minutos.

2. Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente para
formar un botdn que contenga las células. Se desecho el sobrenadante.

3. Al boton obtenido, se le adicionaron 5 de PBS [1X] para lavar el boton de algunas
impurezas y se agitd en Vortex durante 1 minuto.

4. Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. Se desecho el sobrenadante.

5. A la muestra se le adicion6 1 de solucioén Trisol, se sell6 con tapoén de hule y se agitd
suavemente durante 5 minutos para bafar las paredes del tubo, después se colocé en hielo
10 minutos.

6. La muestra se agitd en Vortex durante 15 segundos y se virtidé en un tubo Eppendorf de 1.5
limpio y previamente lavado con Agua DEPC (Dietilpirocarbonato).

7. La muestra se agitd en Vortex durante 15 segundos y se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos.

8. Se centrifugd a 13000 rpm durante 25 minutos a una temperatura de 4°C.

9. La fase sobrenadante se recuper6 en un tubo Eppendorf de 1.5 limpio y previamente lavado

con Agua DEPC.



10. A la muestra se le afiadieron 200ul de Isopropanol y se agitdé en Vortex durante 15
segundos.

11. Se incub6 a -70°C durante 16 horas.

12. Se centrifugé a 13000 rpm durante 25 minutos a una temperatura de 4°C. Se desech¢ el
sobrenadante.

13. El botdn obtenido se resuspendid en 1 de Etanol al 75%.

14. Se centrifug6 a 13000 rpm durante 25 minutos a una temperatura de 4°C. El sobrenadante
se desecho.

15. El tubo de 1.5 con el boton obtenido se coloco sin tapar dentro de un vaso de precipitado

tapado con una gasa, esto con el fin de dejar evaporar el Etanol a temperatura ambiente.

Identificacion del gen

Se realiz6 una busqueda de la secuencia del gen de la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia
lamblia en el banco de secuencias GENBANK, nimero de acceso XM_774313. Se determind el
porcentaje de similitud e identidad de la secuencia de aminodcidos a través de un analisis tipo
BLAST, utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) del servidor

publico PubMed.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método in Vvitro para la sintesis enzimatica de
secuencias especificas de DNA, utilizando dos oligonucleotidos que funcionan como cebadores
(primers) los cuales se alinean a hebras opuestas del acido nucleico y flanqueando la region de

interés en el DNA molde. La reaccion se lleva a cabo por un ciclo que incluye tres etapas: la



desnaturalizacion (el DNA de doble cadena se desnaturaliza por aumento de temperatura hasta que
se disocia en cadenas sencillas), alineamiento de primers (hibridacion del par de oligonucleotidos
en su extremo 5” con la secuencia del segmento de DNA) y elongacion o extension de los primers
alineados por una DNA polimerasa termoestable (Taq polimerasa), en direccion 5°-3". Estas etapas
se efectian a una temperatura distinta en un termociclador y conforman un ciclo, cada ciclo puede
repetirse en multiples ocasiones, debido a que cada producto de elongacion recién sintetizado sirve
como templado para el proéximo ciclo, dando como resultado un gran numero de copias de DNA.
Treinta ciclos amplifican varios millones de veces un DNA molde (2°°). La mayor desventaja de
este método es la posible incorporacion de nucledtidos erroneos por la Taq polimerasa. La tasa de
error calculada es del rango de 10-4 nucledtidos por ciclo, por lo que es necesaria una

secuenciacion del DNA para corroborar que no hay mutacion (Erlich, 1989).

Diseiio de Oligonucleodtidos

La amplificacion del gen de la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa, por medio de PCR requirio el
disefio y sintesis de oligonucleotidos. Estos se basaron en la secuencia del gen y la concentracion
de G+C y la Tm (Maxine, 1993). Se disefiaron moléculas de 20 nucleétidos, longitud adecuada
para alineamiento especifico. Los oligonucleotidos empleados tenian sitios de corte para enzimas
de restriccion, lo que facilitd la subclonacion del gen en plasmidos. A continuacion se muestra la

secuencia de los oligonucledtidos:



Forward (sentido)

S CATATGCCTCTCTGCACTCTG*

Ndel

Reverse (antisentido)

S GGATCCTTACTTGTACCATGC ¥

BamHI

Amplificacion del gen por PCR

El PCR se realiz6 con el kit de Boeringer ExpandTM High Fidelity PCR System. La amplificacién
se efectud en un termociclador Eppendorf Master Cycler. El producto de la reaccidon se corrid en
geles de agarosa al 1% que se tifieron con bromuro de etidio (EtBr), para después cortar la banda

de interés y extraer el DNA utilizando el kit Marligen Rapid Extraction Gel System®.

Geles de agarosa para electroforesis de DNA

La electroforesis es cuando moléculas cargadas son forzadas a ir a través de una matriz debido a un
flujo de corriente eléctrica. Una molécula de DNA cortada con enzimas de restriccion genera
diferentes fragmentos. Estos pueden ser separados en base a su tamafio utilizando un gel de

electroforesis.



Bajo condiciones fisiologicas los grupos fosfatos de los acidos nucléicos son ionizados y migraran
al electrodo positivo (dnodo) cuando se colocan en presencia de un campo eléctrico. La carga neta
del DNA es negativa (por la presencia de los grupos fosfatos) lo que permite que migre del catodo

(electrodo negativo) al anodo (electrodo positivo).

El DNA obtenido de purificaciones, restricciones, PCR, se corrid en geles de agarosa al 1% (P/V)
diluido en buffer TBE (Tris-boratos 100 mM, EDTA 2 mM, pH=8.0) y Bromuro de Etidio
(0.1mM). La muestra se cargd en el gel acompafiada de un buffer acarreante. La electroforesis se
efectu6 a 110 Volts durante 40 minutos, una vez transcurrido ese tiempo se llevo al

transiluminador de luz UV para observar el corrimiento y las bandas obtenidas.

Purificacion de DNA a partir de fragmentos de gel de agarosa

La recuperacion de DNA a partir de fragmentos de geles de agarosa se llevo a cabo para recuperar
el producto de PCR. Esta banda se extrajo y se digirié con enzimas de restriccion adecuadas, al
igual que los plasmidos de replicacion y expresion, para después correr los productos de las

digestiones y volver a purificar las bandas para realizar la ligacion.

El kit Rapid Gel Extraction System de Marligen® permite la recuperacion de DNA a partir de
geles de agarosa. Se basa en la union del DNA a una matriz de silice, su lavado mediante el uso de
buffers adecuados y su posterior elusion. La disolucion de la agarosa a temperaturas relativamente
bajas (55°C) se logra con Nal y el desprendimiento del DNA de ésta mediante la utilizacion de un
buffer con alto contenido de sales. Posteriormente se agrega a la matriz de silice montada en una

columna (spin cartridge) y se incuba a temperatura ambiente para permitir la adsorcion del DNA.



Una vez unido el DNA se procede a lavar con el buffer de lavado especifico que contiene etanol.

El DNA puro es eluido a través de la matriz con agua caliente.

Purificacion del producto de PCR

1. Se cortd con una navaja estéril la banda del gel de agarosa que correspondia al peso
molecular del gen de la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa.

2. El fragmento de DNA se colocd dentro de un tubo Eppendorf de 1.5, donde se le
adicionaron 500ul de soluciéon L1 (Buffer de solubilizacion).

3. Se incubd a 50°C durante 15 minutos, agitando en Vortex cada 5 minutos para disolver
completamente el fragmento de gel de agarosa.

4. Una vez disuelta, la mezcla resultante se colocd dentro de una columna de lavado y se
centrifugd a 12000rpm durante 1 minuto. Se desech¢ el sobrenadante.

5. A lamisma columna de lavado, se le adicionaron 700ul de solucion L2 (Buffer de lavado) y
se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.

6. Una vez transcurrida la incubacion, se centrifugd a 12000rpm durante 1 minuto. Se desechd
el sobrenadante.

7. La columna de lavado se colocd dentro de un tubo de recuperacion de 1.5 y se le
adicionaron 35ul de agua doble destilada precalentada a 65°C, después se incubd 2 minutos
a temperatura ambiente.

8. La columna de lavado se centrifugd a 12000rpm durante 2 minutos.

9. EIl DNA purificado se corrié en un gel de agarosa al 1% y se tifid con Bromuro de Etidio

(EtBr).



Digestiones

Las digestiones de DNA se llevaron a cabo para realizar tres tipos de actividades: 1) analisis de
identidad por restriccion, 2) recuperacion del inserto y 3) ligacion de plasmidos e insertos. Se
hicieron reacciones de en un volumen total de 10uL con el buffer adecuado de la enzima de
restriccion, provisto por el fabricante. Las digestiones se realizaron en horno de microondas en 6

ciclos de 20 segundos con descansos de 2 minutos entre cada ciclo.

Ligaciones

Se realizaron ligaciones del gen con pldsmidos de replicacion y expresion en varias ocasiones,
siempre usando T4 DNA ligasa. Se realizaron reacciones de 10 pL totales, utilizando el buffer
adecuado para la ligasa, provisto por el fabricante. Se probaron distintas relaciones de cantidad
inserto-plasmido para mejorar la eficiencia en el proceso. La reaccion se incub6 toda la noche a

16°C en termociclador.

Clonacion en un vector de replicacion

Una vez purificado el producto del PCR, se llevo a cabo su clonacion en el vector de replicacion
pCR 2.1 (TA Cloning® Kit de Invitrogene) (Fig.9). Este vector esta en forma lineal y contiene en
sus extremos 5’y 3" residuos de desoxitimina (TT). Esta caracteristica permite clonar facilmente
productos de PCR frescos que contienen en sus extremos residuos de desoxiadenina (AA). El
vector pCR 2.1 posee ademds genes para resistencia a ampicilina y kanamicina como sistema de
seleccion, el promotor LacZa y en el poli-linker sitios de restriccion para Eco R1, flanqueando el

sitio de insercion del producto de PCR (Maniatis, 1982).



Estas caracteristicas permiten la seleccion de clonas positivas, asi como la recoleccion del inserto

por restriccion.

La reaccion de ligacion se incubo a 16°C toda la noche utilizando la ligasa T4 DNA ligasa.
Posteriormente se transformaron células competentes de E. coli Top 10 con los productos de
ligacion, mismas que se plaquearon en cajas petri con medio Luria Bertani (LB) con ampicilina. La
ampicilina selecciona a las clonas en las que se haya introducido el vector. La presencia del

promotor LacZ.

10



n'l."-lu | ."-'n:lr. E.a':ll ?.1'"4 Ell::
CATE ATT ACG CCA MG TTGE GTA CCG AGC TCG GAT G
GTC CTT TET CEA TAC TEG TAS TAA TEC GET TOG ANC CAT OG0 TOG AGC CTA GET GAT

i
ﬂ
*

BBl EcoR| Ec'.il%
GTA ADG GCC GOC AGT GTG CTG G&A TTC GGC T7T PCR Prodoct W GO0 GAMA TTC TGO
CAT TGC OGEG OO0 TCA COAC GAD CTT AAE CCG ML) TT CEG CTT AANG ADG
Ava |
FaeRT

En:lﬁ B‘slﬁ: 1 Hnl:! Xno el Xia .dn:l.:
AGH TAT CCA TCA CACZ TGO OHE OCG CTC GASD CAT GOA TCOT AGA GEG COC AAT TOE|CCOC TAT
TCT ATA GET AGT GTO ACC GCO OGOC GAG CTC GTA CGT AGA TCT COC G000 TTA AGC|GOG ATA
[}

T7 Promcber
AGT GAE TOG TAT T# C AAT TCA |CTE
\\ TCA CTC AGC ATA AT G TTA AGT |GAC

GT CET GAD TOE GAA RAC
CA CTG A

W OTT TTGE /

Figura 9. Vector de replicacion pCR 2.1. El plasmido de 3.9 kb contiene el promotor LacZa, y
genes de resistencia para kanamicina y ampicilina. En la zona del promotor se muestra una
amplificacion del sitio de clonacion de los productos de PCR, los cuales se insertan por
complementariedad de los residuos de AA con los residuos de TT del plasmido. Se observan los

sitios de restriccion para Eco R1 flanqueando el sitio de clonacion del producto de PCR.

A las clonas obtenidas se les extrajo DNA utilizando el kit Rapid Plasmid Spin Miniprep de
Marligen® y se realizd un ensayo de restriccion utilizando las enzimas Ndel y BamHI. Las
digestiones se corrieron en un gel de agarosa 1% y se confirmo la clonacion del gen de la Fructosa-
1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia por la presencia del inserto liberado mediante

corroboracion del peso molecular.
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Clonacion en un vector de sobre-expresion

La sobreexpresion de la enzima requiere de la clonacioén del gen en un vector de sobre-expresion.
Para esto, se utilizd el vector pET 3a. El sistema de expresion pET (pET System de Novagen)
(Fig.10), ha sido desarrollado para la clonacion y expresion de proteinas recombinantes en E. coli.
Los genes de interés son clonados en el vector pET y se transforman en la cepa BL21/DE3pLysS,
que contiene una copia cromosomica del gen de la RNA polimerasa del fago T7. Este gen se
encuentra bajo el control del promotor LacUVS5, que a su vez es inducido por IPTG. La cepa de E.
coli utilizada contiene ademas un plasmido pLysS que codifica para la lisozima del fago T7, la cual
inhibe a la T7 RNA polimerasa. De esta manera puede haber una expresion controlada del gen
clonado en el plasmido pET 3a, pudiéndose expresar éste de manera cuantitativa sélo con la
presencia del inductor IPTG. La lisozima producida por la cepa, digiere ademas la pared celular

facilitando el rompimiento de las células durante la purificacion de la proteina de interés.

El gen de la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia se clono con sitios de restriccion
para Ndel y BamHI, tanto el plasmido como el inserto se digirieron con las enzimas de
mencionadas y se corrieron en un gel de agarosa al 1%, las bandas se cortaron, se purificaron con
el kit Miniprep Rapid Plasmid de Marligen, para posteriormente ligar el inserto con el pldsmido

utilizando la enzima T4 DNA ligasa.
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FiguralO. Sistema de expresiéon PET en E. coli BL21DE3/pLysS, la cepa BL21DE3/pLysS contiene una copia
cromosOmica del gen de la RNA polimerasa del fago T7. Este gen se encuentra bajo el control del promotor
LacUVS5, que a su vez es inducido por IPTG. La cepa de E. coli utilizada contiene ademas un plasmido pLysS
que codifica para la lisozima del fago T7, la cual inhibe a la T7 RNA polimerasa. De esta manera puede haber
una expresion controlada del gen clonado en el plasmido pET 3% pudiéndose expresar este de manera

cuantitativa solo con la presencia del inductor IPTG.

El producto de la reaccion de ligacion se utilizo para transformar células competentes de E. coli
BL21/DE3pLysS y se plaquearon en cajas petri con medio LB y ampicilina. Una vez obtenidas las
colonias, se extrajo DNA con el kit Rapid Plasmid Spin Miniprep de Marligen. El DNA purificado

se digirid con las enzimas correspondientes, Bam HI y Ndel, para comprobar la presencia del
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inserto, corriéndolo en un gel de agarosa al 1% y analizando los patrones de bandas obtenidas
contra lo esperado, utilizando el marcador de peso molecular de 1 Kb plus DNA ladder marca

Invitrogen.

Clonacion en pCR 2.1

Producto de PCR freso 2ul
Vector pCR 2.1 (25 ng/ pul) 1 ul
Buffer de ligacion (10X) 1 ul
H,O destilada Sul
T4 DNA ligasa (4 U/ pl) 1 ul
Volumen total 10l

Clonacion en pET 32

Producto de PCR freso 5ul
Vector TcTIM (pET 3a) 1wl
Buffer T4 DNA ligasa (10X) 1 ul
H,O destilada 2.2ul
T4 DNA ligasa (4 U/ pl) 0.8 ul
Volumen total 10

14



Secuenciacion de las clonas positivas

Se purifico DNA de las clonas positivas y se mando secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México para confirmar
que correspondia efectivamente al gen de la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia, asi

como para comprobar que no habia errores en otras partes de la secuencia.

Preparacion de células competentes y transformacion

Las células competentes se prepararon por incubacion en buffers con rubidio y calcio para la
modificacion de la membrana celular. Un cultivo de 200 y Agoonm de aproximadamente 0.6 se
centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos. El boton celular se resuspendi6 en 80 de buffer TFB I
(CH3;COOK 30 mM, MnCl, 50 mM, RbCl 100mM, CaCl, 10 mM, glicerol12% (V/V); pH final
5.8) y se incubd en hielo por 2 horas. Posteriormente, las células se volvieron a centrifugar y el
botdn se resuspendio en 8 de buffer TFB II (MOPS 10 mM pH= 7.0, CaCl2 75 mM, RbCl 10 mM,
glicerol12% V/V) incubando en hielo durante 1 hora. Toda la técnica se realiza en condiciones de
esterilidad. Se prepararon células competentes de la cepa Clona 13* (Lopez et al, 2004), realizando
los controles respectivos para determinar la eficiencia de transformacion con DNA previamente

purificado.

La transformacion de células competentes se realizd de la siguiente manera: las células
competentes se mezclaron con el plasmido y se incubaron por 30 minutos en hielo para permitir la
transformacion. Se prosigui6 con la aplicacion de un choque térmico incubando las células a 42°C
durante 40 segundos, lo que permite el cierre de los poros membranales y evita la pérdida del

plasmido. Posteriormente, se agregd 1 de medio LB fresco y se incubd a 37°C durante 1 hora para
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permitir la recuperacion de las células. Después de centrifugar y resuspender el boton celular en un
volumen pequefio de medio LB se plaquearon cajas petri con LB y ampicilina (100mg/) para

obtener las colonias de células transformantes.

Purificacion de DNA a partir de placas y cultivos bacterianos

Esta actividad se realizd con diferentes colonias de células obtenidas después de las
transformaciones con los productos de ligacion, utilizando el kit Miniprep Rapid Plasmid de
Marligen®. Este kit se basa en la lisis alcalina de células bacterianas, seguida de la adsorcion del
DNA en una matriz de silice en la presencia de altas concentraciones de sal y su posterior lavado y
elusion. Las bacterias son lisadas con un buffer alcalino y el lisado es subsecuentemente
neutralizado y ajustado a una alta concentracion de sales que permiten la union del DNA a una
matriz de silice montada en una columna (spin cartridge). Las endonucleasas y sales son
eliminadas con lavados utilizando el buffer de lavado que contiene etanol, para luego eluir el DNA

con agua caliente o un buffer de baja fuerza ionica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este proyecto se logré aislar DNA genomico de trofozoitos de Giardia lamblia, también se
logro identificar el gen de la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa, obtenido del GenBank (niimero de
acceso XM 774313), permitiendo asi disefiar los oligonucledtidos especificos para amplificar el

gen.

Mediante PCR se amplifico el gen codificante para la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia
lamblia, con el objetivo de clonarlo. Para comprobar que el producto amplificado obtenido era el
deseado, se realizaron analisis de restriccion mediante la digestion con las enzimas de restriccion
Ndel y Bam HI, donde ambas siguieron el patrén de corte mostrado en el mapa virtual de
restriccion. El producto obtenido, fue secuenciado y comprobado, cumpliéndose asi el objetivo

central de este trabajo.

El gen codificante para la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa se introdujo en un vector de replicacion
pCR 2.1, que se caracteriza porque permite clonar facilmente productos de PCR frescos que
contienen en sus extremos residuos de desoxiadenina (AA), eso facilitd la subclonacion, misma
que se realizd introduciendo el gen codificante en un vector de sobreexpresion pET 32, con el fin de
poder sobreexpresar la proteina en bacterias y generar una enzima recombinante, que

posteriormente se pueda purificar y caracterizar.

Como paso inicial, se llevo a cabo la extraccion del DNA gendémico de G.lamblia a través del
método fenol-cloroformo. En la figura 11 se muestra el gel de agarosa con el corrimiento
electroforético del DNA gendomico de G.lamblia a través del método fenol-cloroformo y asi

obtener el gen de interés.



Figura 11. Gel de agarosa con el corrimiento de la purificaciéon de DNA gendémico de G. lamblia.
En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular, en el carril 2 se observa una muestra de

DNA humano y en el carril 3 se observa gDNA de G. lamblia.

Identificacion del gen

La secuencia nucleotidica del gen de la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia, ya ha
sido reportada por Mc Arthur et al., (2005), en la base de datos del proyecto genoma de Giardia
lamblia, sin embargo no existen datos acerca del uso de esta enzima como blanco para el disefio de
farmacos antigiardiasicos. La Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia se agrupa con las
aldolasas clase II (metaloenzimas) en los andlisis filogenéticos reportados por Sanchez et al.,
(2002). Esta clase de enzimas requieren de un metal divalente (Cu®’, Co", Zn*") como cofactor
para llevar a cabo su actividad y se localizan en bacterias, hongos y algunos protozoarios

(Imanaka, et al., 2002).



A continuacion se muestra la secuencia completa del gen y la secuencia de aminoacidos

correspondiente a la enzima.

Secuencia del gen de FBPA de Giardia lamblia 972 Pb

Numero de acceso al GenBank XM 774313

atgcctctct
ggcgccttca
ttgaagtcgce
tacctcaaga
caccttgacc
tccgtcatga
gtcgtcgcect
gggattgagg
tttgtcgagce
tacaaattca
gaccttactg
gatatgatca
atcgtgcacg
gccatgacag
gattacctcg
ttcggatctg

tggtacaagt

gcactctgag
acgtcaacaa
ccgttatact
aactttgcga
acggcgatac
ttgatgcatc
acgcccatgce
aggatgtgca
tgacgggcgt
aatccgaatc
gcatcccgtt
acaagtatgg
caataggcga
gggcaatccg
gcccgggtceg
caggccatgce

aa

acagatgctc
catggagcaa
acagtgctcg
ggcggcctta
cctggagtcc
gcaccacccg
acgaggcgtc
gaacaccgtt
tgatgccctt
agatattcgce
ggtcatgcac
cgggaagatg
aggggtttgce
caaagtcttt
tgatgccata

cggagactac

ggggaagccce
atccagggga
cgcggagccc
gaaaagcacc
gtgaagatgg
ttcgatgaga
agcgtggagg
cagctcaccg
gccgttgcaa
ctcgccattg
ggctcctctt
cctgatgcgg
aagatcaacg
gttgagcatc
accgagatgc

aaagttgtga

gcaagcacaa
tcatgaaggc
tcaagtattc
cagacatccc
cgatcgatct
acgtaaggat
ctgaacttgg
agccgcagga
taggaaccag
accgcgtgaa
ctgtgcccaa
tcggtgtccce
tcgacagtga
ccgagaaatt
tcatccctaa

gccttgagga

gtatggggtt
tgtagtccag
cgacatgata
tatctgcatc
gggcttctcc
caccaaggag
gactctcggce
tgccaagaag
ccatggcgca
gacgatttca
ggacgtcaag
catcgagtcc
ctccaggatg
cgacccgcgce
gatcaaggcc

agccaaggca



Secuencia de aminoacidos

MPLCTLRQMLGEARKHKYGVGAFNVNNMEQIQGIMKAVVQLKSPVILQCSRGALKYSDMIYLKKLCEAALE

KHPDIPICIHLDHGDTLESVKMAIDLGFSSVMIDASHHPFDENVRITKEVVAYAHARGVSVEAELGTLGGIEED

VONTVQLTEPQDAKKFVELTGVDALAVAIGTSHGAYKFKSESDIRLAIDRVKTISDLTGIPLVMHGSSSVPKD

VKDMINKYGGKMPDAVGVPIESIVHAIGEGVCKINVDSDSRMAMTGAIRKVFVEHPEKFDPRDYLGPGRDAI

TEMLIPKIKAFGSAGHAGDYKVVSLEEAKAWYK

La secuencia obtenida constituyd el gen completo que codifica para 324 aa y corresponde a un
P.M. de 35,213.7 Da. De la secuencia de aminoacidos de la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de
Giardia lamblia, se calculd un punto Isoeléctrico de 6.19, muy semejante al de la Fructosa-1,6-

bifosfato aldolasa de E. coli 6.5.

El analisis de secuenciacion y la comparacion de dicha secuencia con la de otros organismos indico

que es una aldolasa clase II que requiere metal para su actividad y un dato importante es que la

caracteristica de ésta enzima no se encuentra en la Aldolasa de humanos.

Amplificacion del gen

Se amplifico el gen que codifica para FBPA de Giardia lamblia a través de la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR), utilizando como templado el DNA genomico de G. lamblia y los



oligonucledtidos descritos en la seccion de material y métodos. En la figura 12 se muestra el gel de
agarosa con el corrimiento electroforético de los productos de amplificacion de PCR realizado para
obtener el gen de la Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia de 972 pb, también aparece
el producto de PCR del gen de GITIM de 774 pb que fue utilizado como control positivo para

verificar que el sistema de PCR estuviera funcionando correctamente.

MPM 2 3 4

Figural2. Gel de agarosa al 1% con el corrimiento del producto de PCR correspondiente al gen de
la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa amplificado mediante PCR. Las condiciones del PCR fueron
descritas en material y métodos. MPM, marcador de peso molecular 1Kb plus, carriles 2 y 3
fragmento amplificado con un peso molecular de 972 pb y carril 4, control positivo, gen de la

triosafosfato isomerasa de G. lamblia con un peso de 774 pb.

El peso molecular del producto de PCR coincide con el tamafio del gen determinado a

partir de la secuencia de proteinas homologas.



Ligaciones y Digestiones

Se realizaron digestiones tanto del plasmido como del inserto para llevar a cabo la reaccion de
ligacion, esto es con el fin de introducir el gen codificante en los vectores de replicacion y de

expresion.

MPM 2

Figura 13. Gel de agarosa al 1% (P/V) con el corrimiento del gen de a partir de la digestion con

BamHI y Ndel del plasmido con el gen inserto.

La banda de DNA digerido se cortd y se purifico con el kit Miniprep Rapid Plasmid de Marligen®
Fig.15). El primer carril muestra el marcador de peso molecular de 1Kb y el segundo carril
muestra el inserto ya digerido y purificado, listo para ligarse con T4 DNA ligasa y subclonarse en

el vector de expresion pET 3a.



Figura 14. Gel de agarosa al 1% (P/V) con el corrimiento del gen de fructosa -1,6-bifosfato
aldolasa y como control triosafosfato isomerasa, ambos de giardia lamblia, para comprobar

diferencias en el peso molecular de cada uno, 972 y 774 pb respectivamente.

Las bandas de DNA digerido se cortaron, se purificaron con el kit Miniprep Rapid Plasmid de
Marligen® y se ligaron con T4 DNA ligasa. En el primer carril se observa el estandar de peso
molecular de 1Kb plus. En el segundo carril y cuarto carril se observa la presencia del inserto de

972 pb del gen de la fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia.



Figura 15. Gel de agarosa al 1% (P/V) con el corrimiento de las digestiones del plasmido pET 3a 'y

el gen de la digeridos con BamHI y Ndel.

Figura 16. Gel de agarosa al 1% con el corrimiento de las digestiones de plasmido pCR 2.1 y

el gen de la fructosa -1,6- bifosfato aldolasa digeridos con Bam HI y Ndel.



Vector pET 3a

Aldolasa

Figura 17. Gel de agarosa al 1% con el corrimiento de las digestiones de plasmido pET 3a y el gen de la

fructosa -1,6- bifosfato aldolasa digeridos con Bam HI y Ndel.

Las bandas de DNA digerido se cortaron y se purificaron con el Kit Gel Extraction System de
Marligen y se ligaron con T4 DNA ligasa. El en primer carril se observa el marcador de peso
molecular 1Kb Plus y los carriles siguientes (1-6), muestran el inserto que contiene el gen con un

peso esperado de 972 pb.

Las clonas que presentaron un inserto de aproximadamente 972 pb, tamafio del gen de la Aldolasa,

se seleccionaron para secuenciar el DNA.

Las bandas de DNA digerido se cortaron y se purificaron con el Kit Gel Extraction System de

Marligen y se ligaron con T4 DNA ligasa. El en primer carril se observa el marcador de peso



molecular 1Kb Plus y los carriles siguientes (2, 3 y 4), muestran el inserto que contiene el gen con

un peso esperado de 972 pb.

EXPERIMENTOS ADICIONALES

Con los resultados obtenidos se realizaron algunos experimentos que contribuiran a establecer las

condiciones de sobreexpresion de la enzima recombinante posteriormente.

Sobreexpresion de la enzima

A un cultivo fresco con una Abseynm de entre 0.8 y 1.0 de absorbancia, se le adicion6 el inductor
IPTG a una concentracion que se establecid por titulacion de diferentes concentraciones de IPTG,
incubandolo a 18, 30 y 37°C con agitacién continua durante 12 horas. Se eligi6 la temperatura a la

que hubo mejor expresion de proteina recombinante.

Obtencion del extracto total

El cultivo inducido con IPTG, se centrifugd (2500 rpm, a 4°C, durante 10 minutos), el botén
celular resultante se resuspendio en 12.5ml del buffer de lisis que contenia Tris 50mM y Glicerol al
5% a pH= 7.4, PMSF 0.2mM (como inhibidor de proteasas) en DMSO al 1% y DTT 2mM. Las
células se rompieron por sonicacion en frio, en 6 ciclos de 20 segundos con descansos de 2 minutos

entre cada ciclo, evitando el aumento de temperatura de la muestra.
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Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

La calidad de la sobre-expresion para las diferentes temperaturas de la enzima se analizd por
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desanturalizantes (SDS-PAGE) usando el
método de Von Jagow. Se corrieron distintas concentraciones de proteina en cada caso disueltos en
una disolucion desnaturalizante que contiene SDS. Los geles se corren a 90 V durante 30 minutos/
180 V, 2 horas; se tifieron con azul de Coomassie R-250 en acido acético, isopropanol por 2
minutos en horno de microondas y se destifieron en agua también en horno de microondas con

ciclos de 5 minutos (Fig. 18).

Figura 18. Gel de acrilamida con sobreexpresion de la enzima 0.4mM de iptg a diferentes
temperaturas a) 18°C, b) 30°C y c¢) 37°C.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se logré amplificar, clonar y sobreexpresar el gen codificante para la fructosa -1,6-
bifosfato aldolasa, con el objetivo de generar informacion que permita generar la enzima

recombinante fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia.

Acerca del tratamiento de la giardiasis, en los ltimos afios ha habido una intensa investigacion en
el estudio de proteinas que poseen caracteristicas especificas que existen exclusivamente en el
parésito pero no se encuentran en los humanos, con el fin de desarrollar agentes terapéuticos
selectivos. Actualmente la tecnologia de ADN permite estudios avanzados que facilitan la

comprension de proteinas en cuanto a su expresion, estructura y funcion.

La aplicacion de los procedimientos de caracterizacidon molecular por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) han contribuido enormemente en la comprension de la estructura genética de

Giardia lamblia y la epidemiologia molecular de las infecciones.

La obtencion de informacidon en éste tema tiene como objetivo desarrollar herramientas que
permitan desarrollar técnicas eficientes que promuevan la purificacion y caracterizacion efectiva de
la enzima recombinante fructosa-1,6-bifosfato aldolasa de Giardia lamblia, que a su vez den la
pauta para llevar a cabo una inhibicioén especie-especifica de la enzima y el posterior disefio de

farmacos antiparasitarios efectivos.

El avance en todos estos aspectos acelerara la biisqueda de la cura terapéutica para esta parasitosis.
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