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1.Resumen

Giardia intestinalis es un protozoario cosmopolita, parasito de mamiferos,
incluyendo al hombre. Esta protozoosis zoonética produce dolor abdominal
transprandial, diarrea, esteatorrea y malabsorcién intestinal que induce retraso del
desarrollo fisico e intelectual principalmente en nifios. Por medios moleculares se
han descrito ocho ensambles (genotipos) A (Al, All) y B (I-lll) zoonéticos, C y D
(canidos), E (animales de granja), F (felinos), G (ratas) y H (vertebrados marinos).
Es necesario generar herramientas que permitan diagnosticar la infeccion
mediante la captura de coproantigenos y determinar el origen de los quistes. El
objetivo fue obtener anticuerpos monoclonales (AcMo) contra proteinas de pared
de quistes de Giardia intestinalis del ensamble E. Los trofozoitos del aislado
INP190310-F116 (becerro) del ensamble E se mantuvieron en cultivo TYI-S-33
axénico. Se obtuvieron quistes in vitro y se dividieron en dos lotes: a) para la
obtencién de AcMo y b) para sensibilizar placas para la técnica de ELISA. Para la
obtencion de AcMo, a ratones BALB/c se les inocularon los quistes por via
intraperitoneal. Previa inoculacion se obtuvieron muestras de sangre, se analizo la
respuesta inmune de los ratones por ELISA y se sacrificaron cuando se obtuvieron
titulos de 1:4000. Los linfocitos del bazo se fusionaron con células de mieloma
(X63Ag8.653). Los pozos positivos al antigeno se seleccionaron y se hicieron
clonaciones. Se obtuvieron proteinas de trofozoitos en fase de enquistamiento de
cuatro aislados: WB (cepa de referencia, ensamble Al), INP-GVH (ensamble All),
INP-VMRDT (ensamble B) e INP190310-F116 (ensamble E) y se sometieron a
electroforesis e inmunoblot. El anticuerpo monoclonal de isotipo IgG, reconocio

mayoritariamente una proteina de ~ 71 kDa en los cuatro aislados, ademas de



otras de pesos moleculares de ~ 30, 49 y 62 kDa La proteina de ~ 71 kDa
probablemente corresponda a una proteina de choque térmico (proteina de
estrés). La reactividad del anticuerpo monoclonal obtenido no fue ensamble E

especifica.



2.Introduccion

Giardia intestinalis (sinonimia: G. lamblia, G. duodenalis) es el protozoario
intestinal mas frecuente en la poblacion de paises en desarrollo. En el 2004 se le
incluyé dentro de las enfermedades olvidadas o del rezago (Savioli et al. 2006).
Los pacientes pueden ser asintomaticos o pueden presentar un cuadro agudo o
cronico. Este parésito flagelado produce diarrea y malabsorcion de nutrientes que
impactan negativamente en el crecimiento y desarrollo de la poblacion infantil
(Lujan, 2006). A nivel mundial se registran mas de 280 millones de pacientes con
giardiasis sintomatica (Lane y Lloyd, 2002; Geurden et al. 2009) y 500,000 casos
nuevos por afio (WHO, 1996). En México, en el 2002 se reportaron 39 618 casos

(Boletin Epidemiologia, 2002).

Giardia intestinalis se encuentra en una gran variedad de mamiferos: animales
domésticos (canidos y felinos), de granja (bovinos, caprinos, porcinos, etc.) y
animales silvestres (castores, coyotes, primates, roedores, mapaches, etc.)
(lvanov, 2010). Mediante el uso de herramientas moleculares se han descrito 8
ensambles en el grupo morfolégico G. intestinalis, los ensambles A (Al'y All) y B
son zoondéticos, parasitan humanos y animales; los ensambles C y D se
describieron a partir de trofozoitos obtenidos de perros; el ensamble E en
artiodactilos (animales de pezufia hendida) (Xiao, 1994); el ensamble F en felinos,
el ensamble G en ratas (Meyer, 1985; Thompson y Monis, 2004) y el ensamble H
en vertebrados marinos: ballenas, focas, delfines y aves marinas (Lasek-

Nesselquist et al. 2010).



2.1. Caracteristicas generales de Giardia intestinalis.

Las caracteristicas de Giardia intestinalis que la ubican en el reino Protozoa estan
sujetas al Codigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica. Los micro-organismos
del subreino Archeozoa carecen de aparato de Golgi, mitocondrias,
hidrogenosomas y peroxisomas. Sin embargo, se ha documentado la presencia de
diversas proteinas mitocondriales y mitosomas (estructuras similares a las
mitocondrias) (Sogin, 1989; Tovar et al. 2003). La energia que producen es por
glicolisis anaerdébica. Los ribosomas y el rRNA tienen mayor similitud a la de los

procariontes (Cavalier-Smith, 1998).

2.2. Taxonomia (Cavalier-Smith, 1998).
Imperio: Eucariota.
Reino: Protozoa.
Subreino: Archeozoa.
Phyllum: Metamonada.
Subphyllum: Eopharyngia.
Clase: Trepomonadea.
Orden: Diplomonadida.
Suborden: Diplomonadina.
Geénero: Giardia.

Especie: Giardia intestinalis.



2.3. Historia

La primera descripcion de Giardia sp. se atribuye al Holandés Anton Van
Leeuwenhoek (1632-1723), quién la encontr6 en una muestra de sus propias
heces diarréicas, pero fue hasta 1859 que el médico checo Vilem Lambl (1824-
1895) realiz6 con gran detalle una completa caracterizacion del parasito y lo llamo

Cercomonas intestinalis.

Kunstler (1882) le dio el nombre de Giardia. Blanchard (1888) propuso la
nomenclatura Lamblia intestinalis y Stiles (1902) la denominé Giardia duodenalis.
Kofoid (1915) propuso el nombre de Giardia lamblia (Campos et al. 1999; Faubert,

2000; Adam, 2001).

Grassi (1879) describié la fase quistica de este protozoario. A partir de 1970 se
acepté ampliamente el nombre de Giardia lamblia en muestras procedentes de

humanos (Faubert, 2000; Adam, 2001).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) acepta el género y especie de Giardia
intestinalis (sin. G. lamblia 0 G. duodenalis) (Boreham et al. 1990; Van Keulen,

2002).

2.4. Especies
Se han descrito varias especies con base a la morfologia del trofozoito y del
cuerpo medio. Filice (1952), describié tres especies: G. muris en roedores y aves,

los trofozoitos son mas redondos que largos y los cuerpos medios son pequefios y
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redondos; G. agilis en anfibios, los trofozoitos son alargados y los cuerpos medios
tienen forma de lagrima; y G. intestinalis que infecta a una amplia variedad de
mamiferos, entre ellos el hombre. Los trofozoitos son piriformes y los cuerpos

medios con forma de ufia de martillo (Meyer, 1985) (Fig.1).

Figura. 1 Esquema que muestra la morfologia de los trofozoitos de las tres
especies de Giardia. 1) G. duodenalis, 2) G. muris y (3) G. agilis. Tomado de Filice
(1952).

Posteriormente se describieron dos especies en aves, G. ardeae que se
caracteriza porque tiene un flagelo caudal y G. psittaci que carece de flanco
ventrolateral. Adicionalmente, la especie G. microti, que se encuentra en roedores,
se caracteriza por poseer 2 trofozoitos en el quiste (Van Keulen et al. 1998; Adam,

2001; Thompson y Monis, 2004) (Tabla 1).



Tabla 1. Especies de Giardia y sus hospederos

Especies de Giardia

Cuerpo medio

Huéspedes

G. intestinalis

G. muris
G. agilis
G. ardeae
G. psittaci

G. microti

En forma de ufia de matrtillo

Pequefios y redondos

En forma de lagrima

En forma de ufia de martillo
En forma de ufia de martillo

En forma de ufia de matrtillo

Humanos y otros mamiferos

Roedores
Anfibios
Aves
Aves

Ratones

2.5. Morfologia

Giardia intestinalis tiene dos estadios durante su ciclo de vida: el trofozoito el cual

produce las manifestaciones clinicas y el quiste que es la estructura de resistencia

y forma infectante (Adam, 2001) (Fig. 2).

Figura 2. Microfotografias que muestran trofozoitos tefiidos con Giemsa, se
observan los nucleos, cuerpos medios y flagelos (A) y un quiste tefiido con lugol
(B). Fotos donadas por Gustavo Peralta.



2.5.1. Trofozoito

El trofozoito es piriforme, mide entre 12 a 15 pum de longitud, 5 a 9 um de ancho y
1 a 2 um de espesor, es aplanado dorso-ventralmente, tiene dos nucleos, cuerpos
basales, cuatro pares de flagelos, cuerpo medio, vacuolas periféricas y un disco

ventral (Adam, 2001) (Fig. 3).

Cuerpo basal

Nucleo

Disco ventral

Flagelo

anterior Cuerpos mediales

Flagelo
-
caudal

Figura 3. Esquema del trofozoito de G. intestinalis. Tomado de Faubert (2000).

Flagelo
posterior

'

Los nudcleos son ovoides situados simétricamente, con un cariosoma central y
ambos nucleos poseen aproximadamente la misma cantidad de DNA (Adam,
2001). El disco ventral es concavo y ligeramente asimétrico, se localiza en la
region anteroventral del trofozoito y se encuentra implicado en la adherencia al
epitelio intestinal. Las proteinas constituyentes de este disco son giardinas (un
grupo de proteinas de conformacion alfa hélice y pesos moleculares entre 29 a 38

kDa), proteinas contractiles como actina, miosina y tropomiosina que constituyen
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la base bioquimica para la contraccion y adherencia, y tubulinas que forman los

microtUbulos del disco ventral y de los flagelos.

Tienen cuatro pares de flagelos que se originan de cuerpos basales en la region
ventral del trofozoito. Recientemente se identificO la presencia de mitosomas,
pequefios organelos con doble membrana y sin DNA, cuya funcion esté
relacionada con la maduracion de proteinas ferro-sulfaricas y no con el

metabolismo energético (Adam, 2001).

Basado en estudios morfolégicos y de proteinas marcadoras se han documentado
tres tipos de compartimientos membranosos: a) el correspondiente al reticulo
endoplasmico, el cual se extiende bilateralmente a través de toda la célula y se
continla con la membrana nuclear, b) el sistema de vesiculas periféricas con
actividad lisosomal y endosémica y c) las vesiculas secretoras especificas de
enquistamiento que contienen proteinas, proteoglicanos y lipopolisacaridos,
destinados a la formacién de la pared quistica (Hehl y Marti, 2004; Bazan-Tejeda

et al. 2008).

Los trofozoitos se encuentran recubiertos de proteinas variables de superficie
(VSPs por sus siglas en inglés: Variant-Specific Surface Protein) (Nash, 1992;
Midlej y Benchimol, 2009). G. intestinalis en su genoma contiene un repertorio de
entre 150 a 200 genes que codifican estas proteinas, pero solamente una VSP se
expresa en la superficie de los trofozoitos en un momento preciso. Estas proteinas

son antigénicamente diferentes entre si y heterogéneas en su tamafio molecular;
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poseen un dominio transmembranal altamente conservado y una porcion
carboxilo-terminal citosélica compuesta por sélo cinco aminoacidos (CRGKA). Son
ricas en cisteina (~12) y su region N-terminal es altamente variable (dandole a
cada una de estas proteinas la caracteristica de ser antigénicamente diferente)
(Papanastasiou et al. 1997). La purificacion y analisis de la VSP GS/H7, demostré
que no esta glicosilada y que une Zn** y Fe?". Esta es una de las razones de la
deficiencia de estos minerales en pacientes con giardiosis cronica. G. intestinalis
cambia espontdneamente la expresion de sus VSPs ya sea en cultivo o en
respuesta al atague inmunoldgico que estos antigenos inducen tanto en humanos

como en animales de experimentacion (Lujan, 2006).

Se ha documentado que la variacion biologica de los organismos se activa en
respuesta a estimulos ambientales y probablemente permitiria que el parasito
aumente su supervivencia en muchas especies. Por lo tanto, la variacion de los
antigenos de superficie de G. intestinalis podria promover la transmisién a

especies diversas a partir de un solo huésped infectado (Singer et al. 2001).

Las VSP son antigenos de superficie inmunodominantes que cambian cada 6 a 13
generaciones y durante el enquistamiento y desenquistamiento de algunos
aislados de G. intestinalis. La expresion de las VSPs es de tipo reversible sin un
orden pre-establecido y la frecuencia del cambio de una VSP a otra depende del
tipo de aislado. Este fendmeno ocurre in vivo e in vitro y se desconoce si la

variacion antigénica estd asociada a la cronicidad. Por ende, podria estar

12



involucrado en infecciones repetidas en un mismo huésped o una diseminacién a

un mayor rango de huéspedes susceptibles (Nash, 1992).

El mecanismo molecular involucrado en la variacion antigénica de G. intestinalis
no esta totalmente esclarecido, pero se ha demostrado que la variacidbn no se

encuentra directamente asociada a arreglos gendémicos de las VSP (Adam, 2001).

2.5.2. Quiste

El quiste es ovoide, mide entre 8 y 12 um de longitud, 7 a 10 um de ancho y el
espesor es de 0.3 a 0.5 pum. Dentro de los quistes se observan los axonemas,
laminas de microtabulos, ribosomas, vacuolas y fragmentos del disco ventral; los
ndcleos con cariosoma central o excéntrico se localizan en un extremo del quiste
y cada quiste maduro es tetranucleado. La actividad metabolica de los quistes es

solo del 10-20% de la desarrollada por los trofozoitos (Adam, 2001) (Fig. 4).

NucleosB

Pared?
< del?

Figura. 4 Esquema del quiste de G. intestinalis.
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El andlisis bioquimico de la pared del quiste ha demostrado que los componentes
principales son proteinas y carbohidratos, N-acetilgalactosamina (NAcGal) es el

azucar que se encuentra en mayor proporcion (Adam, 2001).

Se han clonado y secuenciado los genes de tres proteinas; sin embargo, solo
CWP1 y CWP2 (cyst wall protein) se han caracterizado funcional vy
bioguimicamente (Faubert, 2000). Sus pesos moleculares son de 26 y 39 kDa
respectivamente. Contienen regiones ricas en cisteina, 5 copias en tandem de una
secuencia repetida de 24 residuos con alto contenido de leucina (LRR o
repeticiones ricas en leucina), un péptido sefial en N-terminal, asi como varios
sitios de identidad de secuencia aunque CWP2 se distingue de CWP1 por la
presencia de 121 residuos de aminoé&cidos basicos en la region C-terminal (Lujan

et al. 1997).

Los genes de estas dos proteinas poseen una Unica copia codificada en los
cromosomas Il y IV respectivamente; se trascriben Unicamente durante el
enquistamiento y con cinéticas idénticas, detectandose un aumento en los niveles
trascriptos de 140 veces con respecto a los trofozoitos no enquistantes (Lujan et

al. 1995).

Ademas se identificaron 5 nuevas proteinas que contienen secuencias LRR
(residuos ricos en lisina), de las cuales solamente la CWP3 se regula
positivamente durante el enquistamiento y se incorpora a la pared del quiste (Sun

et al. 2003). Las CWPs se combinan para formar un heterocomplejo estable, se
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localizan dentro de vesiculas secretoras especificas (ESV), para luego
incorporarse a la pared de los trofozoitos enquistantes. Dentro de las ESV, las
proteinas no se pliegan completamente sino que se mantienen en forma soluble,
probablemente unidas a otras proteinas y con bajas concentraciones de Ca*".
Estas proteinas presentan ciertas regiones altamente conservadas que le
confieren flexibilidad y estabilidad a la pared, permitiendo la deformacién del quiste

y el movimiento de los trofozoitos en su interior (Lujan et al. 1995).

2.6. Ciclo bioldgico

Giardia intestinalis tiene un ciclo de vida directo. EI mecanismo de infeccion es por
fecalismo fundamentalmente por via hidrica. El periodo de incubacién es de 12 a
19 dias (desde el momento de la infeccién hasta la observacion del parésito en
heces). Cuando los quistes son ingeridos pasan por el pH &cido del estbmago y
pH alcalino del duodeno; el primer signo de actividad es el movimiento flagelar, los
trofozoitos se activan y salen del quiste (Bingham y Meyer, 1979; Feely et al.

1991; Faubert, 2000).

El proceso de desenquistamiento es rapido, entre 5y 10 minutos, y los trofozoitos
se dividen asexualmente por fision binaria longitudinal después de salir del quiste
y en ocasiones antes de terminar su salida. Las sales biliares y el colesterol
favorecen su crecimiento poblacional, lo que promueve la colonizacién del
duodeno y yeyuno. La duracién del ciclo celular varia entre 6 y 20 horas (Feely et

al. 1990).
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El mecanismo por el cual los trofozoitos se diferencian en quistes se denomina
enquistamiento, que consiste en una serie de eventos coordinados con cambios
morfolégicos y  bioquimicos:  division  nuclear, desmantelamiento vy
empaquetamiento de los organelos tales como el disco ventral (Lujan et al. 1998).
El enquistamiento se inicia debido a la carencia de colesterol en la membrana
citoplasmatica, se activa la expresion de genes codificadores de las proteinas del
enquistamiento (CWP1 y CWP2). Cuando los quistes se excretan junto con las
heces ya son infectantes (Thompson et al. 1993; Lujan et al. 1997; Mowatt et al.
1995). El enquistamiento es esencial para que el parasito pueda sobrevivir fuera
del intestino del hospedador y para su facil dispersién (Midlej y Benchimol, 2009;

Lujan, 2006) (Fig. 5).

Figura 5. Ciclo biologico de Giardia intestinalis. A, Quistes en el ambiente. B,
Quiste activado por pH &cido (estémago) y pH alcalino (duodeno). C, Ultima fase
de salida del trofozoito, quiste vacio (qv) y trofozoito (t). D, Trofozoito en division.
E, Inicio de la colonizacién. F, Trofozoitos llenos de vesiculas en proceso de
enquistamiento. G, Reacomodo del disco ventral. H, Quistes en formacion. I,
Quiste maduro. Proporcionado por la Dra. Martha Ponce Macotela, INP.

16



2.7. Cultivo y enquistamiento de Giardia intestinalis in vitro

Karapetyan (1962), fue el primero en cultivar trofozoitos in vitro, para el cual uso
un medio de cultivo monoxénico que contenia suero inactivado, digerido de carne,
extracto de embrion y levaduras de Sacharomyces cerevisiae. Posteriormente se
demostré que el medio de cultivo TYI-S-33 para crecer trofozoitos de Entamoeba
(Diamond et al. 1978) complementado con bilis bovina favorecia el crecimiento de

los trofozoitos de Giardia (Keister, 1983).

Una postulacion para el medio de enquistamiento empleando sales biliares
primarias o secundarias y pH 7.1 (Gillin et al. 1987), y por otro lado la disminucién
de colesterol como disparador de la formacion de quistes (Lujan et al. 1996). Para
el enquistamiento in vitro, el medio TYI-S-33 se modific6, aumentando el pH y la
concentracion de sales biliares (Gillin et al. 1988). Cuando los trofozoitos se
encuentran en medio de enquistamiento, sintetizan proteinas de pared de quiste
(CWPs) y se trasportan en vesiculas especificas de enquistamiento hasta la

superficie (Mowatt et al. 1995; Benchimol, 2004).

2.8. Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacién de la giardiasis es de 12 a 19 dias y el de la infeccion
dura desde algunas semanas a varios meses, incluso aflos (Chester et al. 1985;
Hill, 1993; Thompson et al. 1993; Lengerich et al. 1994; Faubert, 2000). Esta
parasitosis puede ser asintomatica, pero, estos pacientes pueden presentar
malabsorcién intestinal y eliminacion de quistes (Astiazaran-Garcia et al. 2000).

Cuando es sintomatica puede presentar fase aguda y cronica.
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En la giardiosis aguda puede haber: dolor abdominal, diarrea, hiporexia,
meteorismo, nauseas, flatulencias, estrefiimiento, vomito, bajo peso, palidez de
tegumentos, borborigmos y talla baja (Eckmann, 2003). El dolor abdominal es
epigastrico y transprandial, las evacuaciones son explosivas, profusas, acuosas al
principio y después esteatorreicas, fétidas, sin sangre ni moco. Debido a que
algunas manifestaciones clinicas de esta fase son semejantes a las provocadas
por virus (rotavirus), bacterias (Campylobacter, Escherichia coli toxigenica), y otros
parasitos (Entamoeba histolytica, Cryptosporidium sp), es necesario realizar un
diagndstico diferencial y considerar el periodo de incubacién, el tiempo prolongado

de los sintomas, y la ausencia de fiebre y sangre en heces (Hill, 1993).

La giardiosis crénica puede durar varios meses y es devastadora en la poblacion
infantil; el dolor abdominal se exacerba durante la ingestion de los alimentos y los
niflos dejan de comer, tienen meteorismo, distensiéon abdominal, flatulencia fétida,
malestar general, astenia, adinamia, pérdida de peso, talla baja y déficit cognitivo.
Las evacuaciones son blandas, esteatorreicas y fétidas. Este cuadro puede
alternarse con periodos de estreflimiento o evacuaciones de consistencia normal.
Durante esta fase, los pacientes pueden desarrollar malabsorcién de vitaminas A 'y
B12, micronutrientes como hierro y zinc, proteinas, lipidos y carbohidratos, sobre
todo lactosa, sacarosa, maltosa e isomaltosa. Los pacientes con malabsorcion de
lactosa pueden mostrar intolerancia a la leche, por lo que se les recomienda no
ingerir productos lacteos durante los primeros 30 dias después del tratamiento. El

diagnostico diferencial se establece con enfermedad celiaca, sprue, enteritis
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tropical, uUlcera duodenal, hernia hiatal, infecciones con Cryptosporidium sp,

Isospora belli y Strolgyloides stercoralis (Hill, 1993; Thompson et al. 1993).

En artiodactilos la giardiosis les produce diarrea semiliquida y/o pastosa, fétida y
en ocasiones con moco. La duracion varia desde los 2 o 3 dias hasta méas de 5
semanas. Los animales presentan deshidratacion, apatia y distension abdominal

(Geurden et al. 2008; Otero-Negrete et al. 2011).

2.9. Mecanismos patogénicos.

Traumatico

Los trofozoitos se adhieren a los enterocitos por la presién negativa que produce
el disco ventral, generada por la fuerza hidrodindmica secundaria a la actividad
constante de los flagelos ventrales. En la adherencia mediada por factores
bioquimicos participan las proteinas contractiles del disco ventral: giardinas,
actina, miosina, tropomiosina y vinculina (Feely et al. 1982; Narcisi et al. 1994).
Las lectinas también estan relacionadas con la adherencia mediante receptores
especificos (carbohidratos localizados en las superficies celulares). La interaccion
de las lectinas con el epitelio intestinal produce exfoliacion, lisis celular, aumento
del indice mitético y aplanamiento de las microvellosidades. Los trofozoitos de G.
intestinalis poseen una lectina (taglina) que puede inducir alteraciones del epitelio

intestinal (Farthing et al. 1986; Buret, 2007; Troeger et al. 2007).
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Enzimatico

Enzimas como las sulfatasas, fosfatasa acida, hidrolasa, proteasas de cisteina y
tiolproteasas (catepsina B) favorecen la adherencia del parasito al epitelio
intestinal debido a que afectan las glicoproteinas de los enterocitos y alteran la
integridad de las microvellosidades (Feely y Dyer, 1987; Hare et al. 1989; Parenti,

1989; Farthing, 1997).

Toxico

No se ha logrado identificar toxina alguna, pero se ha observado que el medio de
cultivo, en donde se han crecido trofozoitos, causa alteraciones en el epitelio
intestinal. A finales del siglo pasado se describio el gen de una proteina variable
de superficie (CRP136) que contiene secuencias repetitivas que codifican un
péptido de 21 a 23 aminoé&cidos y un bajo peso molecular que tiene homologia de
57% con una sarafotoxina. Esta proteina se encuentra en el veneno de la vibora
Atractaspid enggadensis y el envenenamiento por la mordedura de esta serpiente
ocasiona sintomas semejantes a los observados en la giardiosis; como dolor
abdominal, diarrea, entre otros (Chen et al. 1995; Upcroft et al. 1997; Upcroft y

Upcroft, 1998).

Barrera mecanica

Por la extensa superficie de absorcion de las microvellosidades es dificil visualizar
que los trofozoitos formen una barrera mecéanica que impida la absorcion total de
los nutrientes; sin embargo, algunas zonas podrian estar recubiertas de

trofozoitos, causando dafio a las microvellosidades y provocar distintos grados de
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malabsorcion intestinal (Chavez et al. 1995; Katelaris et al. 1995; Deselliers et al.

1997; Astiazaran-Garcia et al. 2000; Buret, 2007).

Ruptura de uniones celulares

Existen proteinas implicadas en las uniones celulares del epitelio intestinal
denominadas zonula-ocludens (ZO-1), cingulina, ocludina y claudinas. La ZO-1 es
una proteina de membrana periférica que interacciona en la unién de la claudina
con la F-actina del citoesqueleto. La funcién de la ZO-1 entre las uniones celulares
y el citoesqueleto es muy importante para la regulacion de permeabilidad
paracelular. Se ha visto que los trofozoitos de G. intestinalis desorganizan las
uniones celulares a nivel ZO-1 e incrementan la permeabilidad transepitelial (Buret

et al. 2002; Buret, 2007; Troeger et al. 2007).

Apoptosis

Se ha propuesto que la apoptosis puede ser otra causa de aumento de la
permeabilidad intestinal. Ademas se ha establecido que la muerte celular por
apoptosis no desarrolla inflamacién. Recientemente se demostrd que Giardia
produce apoptosis en enterocitos dependientes de caspasa-3. Este tipo de muerte
celular se ha correlacionado con la ruptura de uniones celulares a nivel de la ZO-1
e incremento de la permeabilidad epitelial; ademas, el efecto proapoptético de G.
intestinalis podria explicar la carencia de infiltrado inflamatorio en tejido intestinal

colonizado por este parasito (Chin et al. 2002; Buret, 2007; Troeger et al. 2007).
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Competencia por nutrientes con el huésped

Los trofozoitos compiten con el huésped por sales biliares, nucleétidos,
aminoacidos y micronutrientes como hierro y zinc, porque no los pueden sintetizar
de novo. La disminucion de sales biliares en el intestino altera la formacién de
micelas y se produce una malabsorcion de las grasas y esteatorrea (eliminacion
de grasas en materia fecal). Para la produccion de energia, ademas de la glucosa

utiliza aspartato, alanina y arginina.

La cisteina es un aminoacido fundamental de las proteinas de superficie variable,
que forman enlaces disulfuro que le dan alta resistencia a los trofozoitos. Ademas
es parte de la secuencia conocida como LIM que es responsable de los enlaces
coordinados de las metaloproteinas (Nash y Mowatt, 1993; Eckmann et al. 2000;

Eckmann y Gillin, 2001).

Todos estos mecanismos contribuyen al dafio epitelial y a la malabsorcién. Esta se
correlaciona con la atrofia de las vellosidades y el recambio acelerado de los
enterocitos inmaduros producen enzimas defectuosas o0 disminuidas:
glucoamilasa, isomaltasa y ATP-asa basolateral de la bomba Na+/K+. También se
encuentran atenuadas las enzimas celulares: isocitrato deshidrogenasa (provoca
menor produccion de ATP, la falta de energia en las células da lugar a la
disminucién de la absorcion intestinal de carbohidratos y aminoacidos) y glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (altera la biosintesis de lipidos y otras macromoléculas
gue son necesarias para la integracion de las membranas celulares) (Belosevic et

al. 1989; Nain et al. 1991; Farthing, 1997).
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2.10. Respuesta del huésped a la infeccion

En la interaccion huésped-parasito, el huésped cuenta con mecanismos
inespecificos y especificos para eliminar al parasito. En el duodeno las sales
biliares actian como un detergente que inhibe el crecimiento de los
microrganismos. Los acidos grasos (productos de lipolisis) y las proteinasas
(carbopetidasas) dafian las membranas citoplasméticas de microrganismos
invasores (Gillin et al. 1988; Seow et al. 1993). Existen ademas células
caliciformes productoras de moco que protegen la mucosa intestinal de alimentos,
virus, bacterias y paréasitos (Miller, 1987; Ishikawa, 1993). Ademas, los enterocitos
producen oxido nitrico (NO) a partir de arginina mediante la 6xido nitrico sintetasa
(ONS) vy lo liberan hacia la luz del intestino, el NO y sus derivados, nitratos y
nitritos, son potentes antiparasitarios, regulan la integridad de la mucosa y el tono

vascular del intestino (Eckmann et al. 2000).

Giardia intestinalis estimula la via del complemento, las IgG3 e IgM lisan a los
trofozoitos en la presencia de complemento. La eliminacién del parasito se ha
relacionado con la IgA secretora, ademas, los macréfagos de las placas de Peyer,
en la presencia de anticuerpos anti Giardia, fagocitan grandes cantidades de
trofozoitos que mueren por mecanismos oxidativos. Los macrofagos activados por
INF-y fagocitan a los trofozoitos, aunque en este proceso también se dafian los

enterocitos (Farthing, 1997; Faubert, 2000; Eckmann y Gillin, 2001).
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2.11. Mecanismos del parésito que contrarrestan la respuesta del huésped

Giardia intestinalis es uno de los pocos microrganismos que coloniza un ambiente
tan hostil como es el duodeno (Eckmann y Gillin, 2001). Estudios in vitro muestran
que la sales biliares favorecen su crecimiento. El parasito necesita colesterol para
la biogénesis de sus membranas y se sugiere que emplea sales biliares como
acarreadoras de colesterol y fosfolipidos (Jarroll et al. 1981; Lujan et al. 1996),
aunque recientemente se ha documentado que posee material genético para la
sintesis de colesterol. En el ambiente intestinal puede haber pocos &cidos grasos
libres (lipolisis) porque los trofozoitos producen un inhibidor de la lipasa
pancreatica (Katelaris et al. 1991; Farthing, 1997); ademas, el parasito se protege
de los acidos grasos libres porque induce el incremento de células caliciformes
(Miller, 1987), aunque algunos componentes del moco también pueden dafarlo,

como se ha visto en otros parasitos.

Los trofozoitos de G. intestinalis evitan el ataque proteolitico mediante diferentes
mecanismos: inhiben a la tripsina (Seow et al. 1993), se protegen con sus
proteinas variables de superficie (VSP) que son ricas en cisteina y le proporcionan
gran estabilidad estructural porque forma puentes disulfuro; el recambio constante
de sus VSP’s les ayuda a evadir la respuesta inmune del huésped. Ademas, las
VSP se unen al zinc, cuya carencia en el ambiente intestinal inhibe la funcion de
las carboxipeptidasas dependientes de este metal (Lujan et al. 1995; Upcroft y
Upcroft, 1998; Singer et al. 2001). Los trofozoitos evitan la agresion del NO debido
a que consumen la arginina, que es necesaria para la formacion de NO (Eckmann

et al. 2000; Kasper Buzoni-Gatel, 2001).
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La tiolproteinasa (catepsina B) de G. intestinalis hidroliza a las proteinas y rompe
las inmunoglobulinas a nivel de la bisagra, lo que facilita la evasion de la reaccion

inmune del huésped (Parenti, 1989; Eckmann y Gillin, 2001).

2.12. Diagnéstico

Después del examen clinico y epidemioldgico, en el que se considera la diarrea de
larga evolucién, pérdida de peso, malabsorcion, habitos higiénicos deficientes y
fuentes de agua no potable para beber, el desafio en el laboratorio es encontrar
quistes y/o trofozoitos de G. intestinalis en las heces; trofozoitos en sondeo
duodenal o de biopsia del intestino delgado, e indirectamente por captura de
anticuerpos en suero, coproantigenos y secuencias de DNA especificas de G.
intestinalis mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Kamath y

Murugasu, 1974; Pickering, 1985; Hill, 1993; Faubert, 1996; Thompson, 2004).

Coproparasitoscopicos (CPS)

Esta técnica se encuentra catalogada como el estandar de oro. En pacientes con
evacuaciones blandas o diarréicas se indica examen directo en fresco y hay mayor
probabilidad de encontrar trofozoitos. Los CPS cualitativos de concentracion,
como flotacién (sulfato de zinc) o sedimentacién (formol-éter) se llevan a cabo en
pacientes con evacuacion de consistencia formada o semiformada y es muy
posible encontrar quistes (Baker et al. 1987). La sensibilidad puede ser baja
debido a la excrecion intermitente de los quistes, por lo cual cuando se realizan los
CPS la sensibilidad se incrementa al analizar varias muestras de diferentes dias,

con una muestra la sensibilidad es de 76 a 86%, con dos de 90% y con tres hasta
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de 97.6%. Segun estos datos, el numero minimo de estudios CPS para descartar
la giardiosis es de tres. Si los resultados son negativos y el cuadro clinico es

consistente con esta parasitosis, se debera solicitar una serie de cinco (Hill, 1993)

(Tabla 2).
Tabla 2. Prevalencia de Giardia intestinalis por CPS

Técnica Poblacion Positivos Prevalencia (%)  Autor
Solucion salina  Nifios (2-5 afios) 34/105 32.3 Farooque et al. 2010
Formalina- Adultos 4/109 3.6 El-Badry et al. 2010
acetato
Formol-éter Nifios (413 nifios  45/413 nifios  10.9 en nifios Ettehad et al. 2010

y 400 nifias de 7-  69/400 niflas  17.2 en nifias

12 afios)
Ritchie Nifios (5-11 afios) 80/200 40 Duefias, 2001
Directo en Adultos 31/39 79 Janoff, 1989
fresco
Faust Nifios (5-14 afios) 53/493 10.5 Devera et al. 1988
Formol-éter Nifios (3-10 afios) 37/518 7.1 Harter, 1982
acetato

Inmunoloégicos

Se utilizan para detecciébn de anticuerpos en suero y antigenos en heces. La
sensibilidad depende del antigeno, el tipo de anticuerpo (IgG, IgM, o IgA) vy la
técnica que se utilice: IFIl, ELISA y Western blot (Faubert, 2000). Se ha detectado
IgG en suero de pacientes giardiosicos después de dos semanas de la infeccion y
hasta 15 meses después del tratamiento (Smith et al. 1981). Para la deteccion de
coproantigenos se han utilizado varios kits que detectan al antigeno GSA-65 de
trofozoito y quiste de G. intestinalis con anticuerpos poli o monoclonales. La

especificidad va del 80.8 al 100% y la sensibilidad del 88.75 al 100% (Tabla 3).
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Tabla 3. Inmunodeteccién de coproantigenos de Giardia intestinalis

Técnica Especificidad Sensibilidad Autor

(%) (%)
Coproantigenos(AcMo) 100 98.9 Chakarova, 2010
Antigeno GSA-65 o0 CWP1 99 95 Fuentes et al. 2010
Coproantigenos (AcMo) 97 98 Schuurman et al. 2007
AcMo vs quiste 80.8 96.4 Dogrumax, et al. 2006
AcPo de conejo 95 100 Duque-Beltran et al. 2002
Coproantigenos (AcMo) 88.75 100 Duefias, 2001
Kit Giardia Microplate Assay 95 100 Rocha et al. 1999
(GSA-65) (AcMo)
Kit Alexon ProSpecT Giardia EZ 95.7 100 Aldeen et al. 1998
(AcMo)
Kit Alexon ProSpecT Giardia Rapid 90 100 Aldeen et al. 1998
(AcMo)
Kit Alexon ProSpecT Giardia 100 100 Aldeen et al. 1998
“Microplate” (AcMo)
Kit Alexon ProSpecT Giardia 100 100 Aldeen et al. 1998
Microplate (AcPo)
Kit Cambridge Microwell ELISA 88.6 100 Aldeen et al. 1998
(AcPo)
Kit Meridian Premier (AcPo) 92.9 100 Aldeen et al. 1998
Kit Trend G. lamblia Direct 98.6 99.3 Aldeen et al. 1998
Detection System (AcPo)
Kit Trend Giardia Detection RS 97.1 100 Aldeen et al. 1998
System (AcPo)
Coproantigenos (AcMo) 100 88.75 Romia, 1990
Kit AcMo vs quiste (CELISA) 100 95 Stibbs, 1989
Coproantigenos(AcPo) 98 100 Green, 1986
Coproantigenos(AcPo) 98 100 Green et al. 1985
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Moleculares

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), los polimorfismos de los
fragmentos de restriccion (RFLP) y la secuenciacion de los genes que codifican
para: glutamato deshidrogenasa (GDH), triosa fosfato isomerasa (TPI), giardinas
y el gen de la pequefia subunidad de RNA ribosomal, factor de elongacion y
proteinas variables de superficie se han descrito ocho ensambles. Estas técnicas
se utilizan con mayor frecuencia en estudios epidemiolégicos y permiten conocer

el ensamble infectante (Thompson, 2004).

2.13. Tratamiento

Existe controversia en proporcionar el tratamiento a pacientes asintomaticos de
paises en desarrollo (Gillin et al. 1988; Thompson et al. 1993); sin embargo, debe
darse el tratamiento ya que independientemente del curso de la infeccion, los
pacientes pueden tener dafio en las microvellosidades y porque seran reservorios

y diseminadores de quistes.

Hasta el momento no hay un antigiardidsico especifico y los antiparasitarios
utilizados han sido los derivados de la naranja de acridina, nitroimidazoles,
nitrofuranos, bencimidazoles y nitrotiazol (Gardner y Hill, 2001; Harris et al. 2001;
Mineno y Avery, 2003), los cuales producen efectos adversos y por su uso
indiscriminado estan apareciendo cepas resistentes. La nitazoxanida es un
antiparasitario de amplio espectro, el primer informe de su uso en México es de
1997. La dosis en nifios es de 200 mg dos veces al dia por tres dias, la eficacia es

de 65 a 72% y con escasos efectos adversos. Se sugiere que el mecanismo de
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accion es similar al observado con los nitroimidazoles como el metronidazol
(Romero-Cabello et al. 1997; Rossignol et al. 2001; Ponce-Macotela et al. 2001;

Cedillo-Rivera et al. 2002; Diaz et al. 2003; Muller et al. 2007).

Tratamientos alternativos

Debido a que se estan seleccionando cepas resistentes y a que la mayoria de los
farmacos producen efectos secundarios, se estan investigando otras alternativas,
las plantas son una fuente importante para la busqueda de componentes activos,
ya que 25% de los medicamentos utilizados a nivel mundial proviene de éstas. En
México, en 1994, se publico el primer estudio de plantas con actividad
antigiardiasica in vitro donde se probo el efecto de 14 plantas (Justicia spicigera
(muicle), Lipia beriandieri (orégano), Psidium guajava (guayaba), Punica granutus
(granado), Magnifera indica (mango), Plantago major (llantén mayor), Cupressus
semperbirens (ciprés), Castella tormentosa (chaparro amargoso), Hematoxilon
campechanum (palo de Campeche), Prosopis juliflora (mesquite), Rizophora
mangle (mangle), Oryza sativa (arroz), Capsicum annum (pimiento), Persea
americana (aguacate) (Ponce-Macotela et al. 1994). Se ha documentado que
orégano, guayaba, muicle, ajo y geranio, entre otras, pueden ser buenos
candidatos para la obtencion de nuevos farmacos antigiardidsicos (Calzada et al.
1998; Harris et al. 2000; Ponce-Macotela et al. 2001; Ankli et al. 2002; Calzada et

al. 2005; Ponce-Macotela et al. 2006).
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2.14. Epidemiologia

La giardiosis es una parasitosis re-emergente (Thompson, 2000). La OMS ha
informado que en América, Asia y Africa hay 280 millones de personas con
giardiosis sintomatica y que se infectan 500,000 personas anualmente (WHO,
1996; Lane y Lloyd, 2002). En los paises desarrollados la prevalencia es de 2 a
5% (Issac-Renton et al. 1993; Ortega y Adam, 1997) y en los paises en desarrollo
esta entre 20 y 69% (Gilman et al. 1988). En México se documentd una frecuencia
de 7.4 a 68% y en el 2002 se registraron 39 618 casos (Boletin Epidemiologia,
2002). Debido a las diferencias en las condiciones sanitarias, en los paises
subdesarrollados es mayor la prevalencia que en los paises desarrollados. En
algunos paises pobres, la giardiosis en nifios afecta a cerca del 100% de la

poblacion (Lujan, 2006).

El mecanismo de infeccion es el fecalismo y la trasmision fundamentalmente es
por via hidrica, toda vez que los cuerpos de agua se contaminan con heces
humanas o de animales (Marshall et al. 1997). En estancias infantiles la infeccién
sigue la ruta oral-fecal directa (Polis et al. 1986), ademas los nifios que no
controlan esfinteres o que se introducen en las piscinas pueden ser diseminadores
de quistes (Hoque et al. 2001; Linane et al. 2001). Otras vias importantes son los
manipuladores de alimentos, los transmisores mecanicos (Musca domestica y
Periplaneta americana) y la transmision sexual en homosexuales (Hill, 1993;

Lujan, 2006).
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Esta parasitosis afecta de modo preferencial a la poblacién infantil, es comun en
pacientes hipogammaglobulinémicos y turistas cuando viajan a paises endémicos

(Lo Galbo et al. 1982; Taylor et al. 1988; Hill, 1993; Marshall et al. 1997).

Ademas de infectar humanos, G. intestinalis, también infecta a animales
domeésticos vy silvestres (Meloni et al. 1993; Xiao y Herd, 1994; Van Keulen et al.
2002; Appelbee et al. 2003; Thompson, 2004). Debido a que los trofozoitos y
quistes obtenidos de diferentes hospederos mamiferos son morfolégicamente
indistinguibles, se han utilizado herramientas bioquimicas y de biologia molecular
para poderlos discriminar: analisis de antigenos de secrecion y excrecion de G.
intestinalis (Nash et al. 1985a), isoenzimas (Meloni et al. 1988; Cedillo et al. 1989;
Andrews et al. 1989; Homan et al. 1992; Moss et al. 1992; Mayrhofer et al. 1995),
enzimas de restriccion, hibridacion (Nash et al. 1985b; Homan et al. 1992),
cariotipos (Korman et al. 1992), huella génica (Carnaby et al. 1994; Hopkins et al.
1999), PCR-RFLP’'S (Ey et al. 1992; Ey et al. 1993a; Ey et al. 1993b, Ponce—
Macotela et al. 2002; Cedillo-Rivera, 2003; Read et al. 2004) y secuenciacion

(Monis et al. 1999).

Los aislados de Giardia de diferentes partes del mundo se han agrupado en
diferentes Ensambles (genotipos): Ensambles A (Al y All) y B con potencial
zoonotico; Ensambles C y D obtenidos de perros; Ensamble E de bovinos,
caprinos, porcinos y equinos; Ensamble F en felinos y Ensamble G de ratas
(Monis et al. 1996; Ey et al. 1996, Ey et al. 1997; Adam, 2001; Van Keulen et al.

2002; Monis et al. 1998; Monis et al. 1999). Ultimamente se describié el Ensamble
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H en vertebrados marinos: ballenas, focas, delfines y aves marinas (Lasek-

Nesselquist et al. 2010).

La prevalencia de G. intestinalis en terneros menores de siete semanas de edad
puede superar el 90%. También los bovinos adultos tienen alta prevalencia (50%);
las hembras gestantes eliminan abundantes quistes al final de la gestacion y
durante los primeros dias de lactancia. En los bovinos prevalece el ensamble E,
pero, también se pueden infectar con los ensambles A y B. Se han documentado
casos de infeccion con varios ensambles (E+A, E+B), de tal manera que, los
animales son portadores y diseminadores de ensambles especie-especificos y
zoonoticos. La infeccién por G. intestinalis en estos animales tiene un impacto
negativo, porque les produce mala conversion de los alimentos; con las
consecuentes pérdidas econdmicas a los productores (Geurden et al. 2008; Fonte

y Ali, 2010; Otero-Negrete et al. 2011).

2.15. Prevencion

La giardiosis en paises desarrollados es epidémica y en paises en desarrollo es
endémica. Para prevenir es necesario dotar a todas las comunidades de servicios
publicos adecuados como: drenaje, agua potable, y pavimento, ademas de instituir
programas educativos nacionales para promover los habitos de higiene personal.
Es necesario desinfectar todas las frutas y verduras que se consumen sin coccion.
El método mas seguro y economico de obtener agua para beber es la ebullicion, la
filtracion es un método excelente ya que retiene los quistes de Giardia e incluso a

bacterias enteropatdgenas (Hill, 1993).
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2.16 Anticuerpos Monoclonales

Los pioneros en la produccion de anticuerpos monoclonales (AcMo) fueron Kéhler
y Milstein (1975); quienes obtuvieron hibridomas murinos productores de AcMo
contra eritrocitos de carnero. Para la obtencion de anticuerpos monoclonales se
inmunizan ratones (BALB/c generalmente) contra el antigeno para el que se desea
producir anticuerpos. Se monitorea la respuesta inmune mediante ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Se sacrifica al animal, se obtienen los
linfocitos B del bazo y se fusionan con células de mieloma. Los hibridomas se
clonan, seleccionan y aislan (Potter, 1972). Los anticuerpos monoclonales (AcMo)
son importantes porque presentan una infinidad de aplicaciones. Por
inmunofluorescencia o inmunoelectrotransferencia se pueden detectar epitopes
de antigenos para diagnéstico (Rodriguez-Ulloa y Rivera-Jacinto, 2011). También
se pueden utilizar para inmunomarcaje, inmunohistoquimica, para colocalizacion

de algunas proteinas etc.
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3. Justificacion

Giardia intestinalis (Syn: G lamblia, G duodenalis) es un parasito zoonoético que
infecta a una gran cantidad de mamiferos incluido el hombre. Afecta
fundamentalmente a la poblacion infantil provocdndole dolor abdominal, hiporexia,
malabsorcién intestinal y déficit cognitivo. Debido a que los trofozoitos y quistes
del grupo morfologico G. intestinalis son morfoldgicamente semejantes se han
utilizado técnicas moleculares para poder diferenciarlos, y mediante PCR-FRFLPs
y secuenciacion se han descrito ocho ensambles: A y B zoondéticos, C y D en
caninos, E en ganado (bovinos, ovinos, caprinos, porcinos y equinos), F en felinos,
G en ratas y H en mamiferos marinos. La obtencibn de herramientas
inmunolégicas, como el uso de anticuerpos monoclonales, podria ayudar en la
caracterizacion y discriminacion de los diferentes ensambles. En el Laboratorio de
Parasitologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria se cuenta con un
aislado de G. intestinalis que se obtuvo de un becerro perteneciente al ensamble
E, por lo que resulta de interés contar con anticuerpos monoclonales contra la
pared del quiste de este ensamble y evaluar su reactividad con otros ensambles.

Hasta el momento no hay reportes de infeccion en humanos por el ensamble E.

34



4. Hipotesis
Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la pared de quistes de Giardia

intestinalis ensamble E seran ensamble especificos.

5. Objetivo
Obtener anticuerpos monoclonales contra antigenos de quistes de Giardia

intestinalis del ensamble E.

Objetivos Especificos
- Obtencion de anticuerpos monoclonales contra quistes de G. intestinales
ensamble E.
- Evaluacién de la reactividad de los anticuerpos monoclonales contra quistes

de G. intestinales de otros ensambles.
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6. Material y Método

6.1 Aislado de Giardia intestinalis

Se trabajo con el aislado INP190310-F116 de Giardia que se obtuvo de un becerro
de cinco dias de edad, de la cuenca lechera de Tizayuca en el Estado de Hidalgo.
Mediante técnicas moleculares se encontré que este aislado corresponde al

ensamble “E” (Tesis del P MVZ Esteban Cruz Gomez. En redaccion).

6.2 Mantenimiento de los trofozoitos en cultivo in vitro

Los trofozoitos se cultivaron en tubos de borosilicato de 13 x 100 cm?®, con tapon
de rosca, que contenia el medio de cultivo TYI-S-33, complementado con 10% de
suero fetal de ternera (SFB) y 1.0 mg/mL de bilis bovina. Los tubos colocados en

una gradilla con una inclinacion de 10° se incubaron a 37°C.

El cultivo de trofozoitos funciona a base de un sistema cerrado, en donde no
existe un aporte permanente de nutrientes; ni salida de células y excreciones. Por
tal motivo, se agota el nutriente y se acumulan desechos, y la fase exponencial de

crecimiento balanceado dura solo unas generaciones.

El crecimiento poblacional se divide en tres fases: A) fase “lag” o de ajuste
metabalico, es el tiempo en el que el in6culo se adapta a las condiciones del
medio. B) fase “log” se caracteriza por un crecimiento exponencial, los trofozoitos
forman una monocapa sobre la pared del tubo. C) fase estacionaria es cuando la

capacidad de carga de trofozoitos en el cultivo ha llegado a tope (el medio de
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cultivo ya es inadecuado para el crecimiento celular), los trofozoitos se deforman,

se hacen mas grandes o se lisan.

Para el mantenimiento del cultivo de los trofozoitos in vitro, cada 36 h (fase log),

una alicuota de 200 pL se sembr6 en tubos con medio TYI-S-33 nuevo.

6.3 Obtencidn y cuantificacion de trofozoitos in vitro
Para asegurarnos de la integridad de los trofozoitos, en todos los ensayos,
solamente se utilizaron los que estaban formando monocapa y se eliminaron los

que estaban en el sobrenadante (en division o deformes).

Para el conteo celular:

1. Al tubo con trofozoitos que tenia 70% de monocapa se le decantd el medio de
cultivo y se le agreg6 solucion salina de fosfatos (PBS) pH 7.5 estéril (apéndice).
Para despegar a los trofozoitos de la pared del tubo, éste se incub6 en hielo
frape durante 15 min y se centrifug6 a 2500 rpm/10 min. El sobrenadante se
decanto6 y el paquete celular se colocé en un tubo Eppendorf con 1 mL de PBS

estéril 1X.

2. El tubo Eppendorf que contenia los trofozoitos se coloco en hielo frape durante
10 min. Se homogeneizé y una alicuota de 100 pL se colocé en otro tubo
Eppendorf que contenia 900 uL de PBS y que se mantuvo en hielo frape durante

5 min. Posteriormente el tubo se homogeneizo y una alicuota de 10 pL se deposito
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en cada lado de la camara de Neubauer. Por capilaridad la muestra cubre el area

de conteo.

3. La cuantificacibn de trofozoitos (refringentes) se hizo con iluminacién en
contraste de fases con el objetivo de 10X. Por regla general se leyeron los cuatro
cuadrantes externos y el central de la cAmara (10 cuadrantes en total) y solamente
se cuantificaron las células que se encontraban dentro de los cuadrantes y que no

tocaran la segunda linea (Fig. 6).

4. Se obtuvo el promedio de células de los dos lados de la camara, se multiplico
por el factor de dilucién (10%), y el valor se multiplicé por la cantidad de mililitros

del medio de cada tubo.

5. Se cuantificaron 2 tubos de cada lote (cada lote constdé de 10 tubos) y se

determiné el promedio de cada tubo.
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Figura 6. Esquema de la camara de Neubauer.
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6.4 Enquistamiento in vitro del aislado INP190310-F116

Para el enquistamiento se siguié el método propuesto por Gillin et al. (1988).
Aproximadamente 100, 000 trofozoitos se sembraron en medio de cultivo TYI-S-
33 pH 7.0, 10% de SFB y antibidticos; se incubaron a 37°C hasta la obtencion de
la fase log (36h). A los tubos que tenian 70% de monocapa se les decanto el
medio, se remplazé con medio de enquistamiento TYI-S-33 modificado; pH 7.8 y
7.0 mg/mL bilis bovina, adicionado con 10% de SFB y antibioticos. El experimental

se repitid cinco veces (10 tubos/lote). Los tubos se incubaron a 37°C/48 h.

Para aumentar el nimero de quistes se modific6 el medio. Se realizaron los
experimentos con 10 tubos/lote y el procedimiento se repiti6 10 veces.
Aproximadamente 100, 000 trofozoitos se sembraron en medio de cultivo TYI-S-33
pH 7.0, 10% de SFB y antibioticos, se incubaron a 37°C hasta la obtencion de la
fase log (36h). A los tubos que tenian 70% de monocapa se les decant6 el medio,
se remplaz6 con medio de enquistamiento TYI-S-33 modificado, pH 7.8, 7.0
mg/mL de bilis bovina y sin citrato férrico de amonio (apéndice), los tubos se

incubaron a 37°C/48 h.

Los tubos se centrifugaron a 2500 rpm/10 min, el medio se decanté y se les

adicioné el PBS pH 7.0 estéril, los tubos se homogeneizaron y se volvieron a

centrifugar. Este procedimiento se repitio tres veces.
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Posteriormente a los tubos se les agregé agua destilada estéril, pH basico (pH 11)
(apéndice) para lisar a los trofozoitos que no se enquistaron y se centrifugaron a

2500 rpm/10 min.

El sobrenadante se decantd y el precipitado se colocé en un tubo Eppendorf con
un volumen final de 1000 pL de agua destilada estéril. Los quistes se cuantificaron
en una cadmara de Neubauer. Del tubo Eppendorf que contenia los quistes se
tomo una alicuota de 100 L y se depositdé en otro tubo que contenia 900 pL de
agua destilada estéril. De éste se tomaron 10 pL, se pusieron en la camara y la
lectura se hizo como se describié en la seccion 6.3. Los quistes se almacenaron a

4°C hasta su uso.

Bajo iluminacion de contraste de fases los quistes viables se ven ovoides y
refringentes (el contorno del quiste brilla, el interior se ve de color azul, el centro

de color café).

Los quistes obtenidos in vitro se dividieron en dos lotes:
1. Inoculacion de quistes a ratones BALB/c para la obtencion de los AcMo.
2. Para sensibilizar las placas de ELISA empleadas en la determinacion de los
titulos de los sueros obtenidos de los ratones inoculados con quistes del

ensamble E.
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6.5. Obtencion de antigenos proteicos de trofozoitos en fase de
enquistamiento in vitro

Trofozoitos de los aislados WB (cepa de referencia), INP-GVH (obtenido de un
paciente pediatrico, Ensamble All), INP-VMRDT (obtenido de un paciente
pediatrico, Ensamble B) e INP190310-F116 de G. intestinalis se procesaron para

la obtencién de antigenos proteicos de la fase de enquistamiento.

A un tubo de cada uno de los aislados en fase log se le decanté el medio de
cultivo, se remplazé por medio de enquistamiento y se incubaron a 37°C/18 h (las

vacuolas con proteinas de quiste son visibles a este tiempo).

Para desprender a los trofozoitos que se encontraban en fase de activacion, los
tubos se colocaron en hielo frape por 15 min, se centrifugaron a 2 500 rpm/10 min,
el medio se decantd y el paquete celular se resuspendié en PBS. Los trofozoitos
se lavaron tres veces mediante centrifugacién a 2 500 rpm/ 10 min, y las células

se llevaron a un volumen final de 100 pL.

Los trofozoitos se lisaron mediante cinco ciclos de congelacién/descongelacion;
posteriormente se centrifugaron a 11000 rpm/10 min/4°C, el sobrenadante con
inhibidores de proteasas se puso en un tubo Eppendorf y se almacené a -70°C

hasta su uso.

Se obtuvo una alicuota del sobrenadante de cada aislado y se cuantificO por el

meétodo de Bradford (1976).
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6.6. Estandarizacion de la ELISA

1. En placa de ELISA de 96 pozos de poliestireno se colocaron 100 quistes
viables del aislado INP190310-F116 por pozo (100 quiste/10uL de agua
destilada estéril). Los quistes se fijaron a la placa con 50 pL de metanol y
se dejo evaporar el metanol a temperatura ambiente/1h.

2. Las placas se lavaron tres veces con 200 pL/pozo de solucién de lavado
PBS-Tween 20 al 0.05% durante 5 min. En cada lavado se retird el exceso
de liquido y se sec6 con una gasa.

3. Se colocaron 200 pL/pozo de solucién blogueadora (PBS-Tween 20 al
0.05% vy leche descremada al 5%), se incubaron a 37°C/30 min.
Posteriormente se eliminé el contenido y con una gasa se sec6 el exceso.

4. Las placas se lavaron tres veces, en cada lavado se retiré el exceso de
liquido con una gasa.

5. A) Para la respuesta inmune del raton inoculado con quistes de Giardia se
coloco el suero con una dilucién 1:500; B) Para la titulacion fueron diluciones
dobles seriadas del suero y se inici6 con 1:500 hasta 1:16000; y, C) Para
los AcMo se agrego6 el sobrenadante (después de tres dias de crecimiento)
del pozo que contenia el hibridoma. En los tres casos las placas se
incubaron a 4°C toda la noche. Las placas se lavaron tres veces, como se
describié anteriormente.

6. A cada pozo se le pusieron 100 pL del conjugado (anti IgG de ratén
acoplado a peroxidasa) en una dilucién 1:5000 en PBS Tween 20 al 0.05%.

Se incub6 a 37°C/2 h. Se lavaron tres veces.
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7. En cada pozo se colocaron 100 pL de la soluciébn cromdgeno/sustrato
(solucién reveladora BioRad, apéndice) en una dilucion 1:9. Se incubaron a
temperatura ambiente (en obscuridad)/15 min.

8. Lareaccién enzimatica se par6 con 100 pL/pozo de H,SO4 2N (apéndice).

9. Finalmente las absorbancias de las placas se leyeron en un lector de ELISA

a 450 nm.

6.7. Inmunizacién de ratones para la obtencion de anticuerpos monoclonales
(AcMo)

Dos ratones hembras de la cepa BALB/c, de cuatro semanas de destete, donados
por el Laboratorio de Produccion de Anticuerpos Monoclonales del InDRE, se
inmunizaron con 1X10° quistes del ensamble E con adyuvante completo de Freud
(1:1) por via intraperitoneal. Después de 15 dias de la primera inmunizacion se
dieron otras cuatro inmunizaciones con 1X10° quistes con adyuvante completo
de Freud (2:1), con espacio de, 15, 8 y 7 dias entre la segunda, tercera y cuarta
inmunizacion respectivamente. Para monitorear la respuesta inmune de los
ratones, antes de cada inoculacién se obtuvieron 200 pL de sangre de la vena
caudal. La sangre se centrifugd a 11 000 rpm/10 min y se obtuvieron 30 pL de
suero de cada muestra. Estos se alicuotaron en tubos Eppendorf de 250 pL y se

almacenaron a -70°C hasta su uso.
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6.8. Produccion de anticuerpos monoclonales (AcMo)

6.8.1 Descongelacién de células de mieloma (X63Ag8.653)

Un vial de la linea celular de mieloma X63Ag8.653 (donada por el Laboratorio de
Anticuerpos Monoclonales del INDRE) se descongel6 en bafio de agua a 37 °C
con agitacién suave, manteniendo la junta teédrica y tapa fuera del agua (para
evitar contaminacion). La descongelacion fue de aproximadamente 2 min. El vial
se retir6 del bafio de agua y en una campana de flujo laminar se desinfecté con
etanol al 70%. El contenido del vial se transfiri6 a un tubo que contenia 9 mL de
medio DMEM sin suero fetal bovino (SFB). Se centrifugd a 1250 rpm/10 min. El
precipitado celular se resuspendié en medio DMEM con SFB (10%), se distribuy6
en botellas de cultivo de 75 cm®y se incubd a 37°C en una atmosfera de 5% de

CO, y 95% de aire.

6.8.2. Mantenimiento de las células de mieloma (X63Ag8.653)

El manejo de los cultivos de la linea celular fue en ambiente estéril (campana de
flujo laminar).

1.- Las células de mieloma en medio DMEM enriquecido con 10% de SFB
(apéndice) se incubaron a 37°C en una atmdsfera hUmeda con una mezcla de
95% aire y 5% de CO..

2.- Los cultivos se revisaron diariamente en un microscopio invertido para ver la

morfologia celular y posible contaminacion bacteriana o fungica.
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3- El medio de cultivo se cambi6é cuando las células llegaron a su proliferacion
méxima o cuando el medio vir6 de color rojo a naranja o amarillo, lo cual se

interpretdé como cambio en el pH por acidificacion).

6.8.3. Preparacion de las células de mieloma para la fusion.

1.- Las células de mieloma se mantuvieron en crecimiento exponencial en medio
DMEM con antibiéticos y con SFB 10%.

2.- Aproximadamente 5x10° células se pusieron en botellas de cultivo de 75 cm?®
con 20 mL de medio DMEM con antibiéticos y SFB 10% y se incubaron a 37°C en
una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO, durante 24 h.

3.- Al momento de hacer la fusion las células se resuspendieron con agitacion
suave; posteriormente, con una pipeta de 5 mL, la suspensién se colocé en un
tubo de 50 mL y se centrifug6 a 1 200 rpm/10 min/37°C. El sobrenadante se
eliminé y el precipitado celular se resuspendi6 en medio DMEM con antibiéticos

y sin SFB (listas para la fusion).

6.8.4. Preparacion de células de bazo de ratén

1.- El raton con el titulo de anticuerpos mas alto se sacrificoO por dislocacion
cervical. Dentro de la campana de flujo laminar se hizo la asepsia del raton
introduciéndolo en etanol al 70%, se hizo una incision longitudinal de la piel del
abdomen y del peritoneo. Se extrajo el bazo (el material quirargico que se utilizd

para abrir la piel, no se uso para la obtencion del bazo) y se coloc6 en un cuadro
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de tela de organza estéril contenida en una caja Petri estéril con aproximadamente
5 mL de medio DMEM con antibiéticos y sin SFB.

2.- El bazo envuelto totalmente en la tela de organza se presioné suavemente con
ayuda del embolo de una jeringa estéril para disgregar el tejido.

3.- Las células se resuspendieron con una pipeta Pasteur estéril. La suspension
celular se colocd en medio DMEM con antibiéticos y sin suero en un tubo de 50
mL. Se centrifug6 a 1 100 rpm/10 min/37°C. El sobrenadante se desechd vy el
precipitado celular se resuspendié en 25 mL de medio DMEM con antibidtico y sin

SFB, y se mantuvieron en la campana de flujo laminar hasta su uso.

6.8.5. Fusion celular

1.- Las células de bazo y las de mieloma se mezclaron en una relacion 5:1 (5
células de bazo por 1 célula de mieloma) en un tubo de 50 mL con medio DMEM
con antibioticos y sin SFB. Se centrifugé a 1200 rpm/5 min. El sobrenadante se
elimind y las células se disgregaron suavemente.

2.- Por cada 60 millones de células se agregaron 0.5 mL de polietilenglicol (PEG al
42%) agitando suavemente, a 37°C y en un tiempo de 60 segundos.

3.- Se agregaron gota a gota 5.0 mL de medio DMEM con antibiéticos y sin SFB,
agitando suavemente en un lapso de tres minutos. Adicionalmente se pusieron
otros 15 mL del mismo medio, en un lapso de 1 min. Se centrifugd a 1 200 rpm/10
min/ 37°C. El sobrenadante se elimino y el paquete celular se resuspendio en

medio DMEM con antibiéticos, con 10% de SFB y adicionado con HAT.
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4.- En placas de cultivo de 96 pozos se colocaron 200 uL (de la suspension
celular)/pozo y se incubaron a 37°C en una atmésfera humeda con 95% de aire y
5% de CO:..

5.- Las cajas se revisaron diariamente para identificar los pozos con hibridos
viables, contaminacion o para el cambio de medio.

6.- Diez dias después de la fusion se realizaron cambios a medio HT por 5 dias.
Posteriormente las células se mantuvieron en medio DMEM con antibiéticos y
SFB al 10%.

7.- La presencia de hibridos productores de anticuerpos se determiné mediante el

andlisis de los sobrenadantes por ELISA.

6.8.6. Clonacion celular por dilucién limitante

1.- En lafila A de la placa de cultivo de 96 pozos se colocaron 100 puL de medio de
cultivo DMEM-SFB (10%). En la posicion Al se depositaron 100 pL del pozo con
los hibridomas productores de anticuerpos. A partir de ésta se hicieron diluciones
doble seriadas hasta el final de la fila. Se incubaron durante 10 min, con empleo
de un microscopio invertido se contaron las células de cada pozo. El pozo con 30-

40 células se diluy6 en 18 mL de medio DMEM-SFB (15%).

2.- De la suspensién celular se sembraron 200 pL/pozo en las siete filas restantes
de la placa y se incubaron a 37°C (95% de aire y 5% de CO;)/una semana.
Posteriormente, se revisaron los pozos y se seleccionaron los que presentaron

cumulos de células.
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3.- Los sobrenadantes de los pozos con cumulos de células se probaron con el

ELISA para la deteccion del AcMo.

4.- Las clonas positivas se sub-clonaron, se expandieron y se crio-preservaron.

6.8.7. Criopreservacion de hibridomas
Para contar con una reserva de células, varias alicuotas se criopreservaron en

nitrégeno liquido.

Se prepar6 una suspension de 5x10° células y se centrifugd a 1200 rpm/10 min. El
sobrenadante se desecho y el paquete celular se resuspendi6é en un vial con 2 mL
de la solucién para crioproservacion. El vial se envolvié en una capa de algodon
de un centimetro de espesor, se colocé en una caja de poliuretano a -70°C por

24h y posteriormente se transfirié a un tanque con nitrégeno liquido.

6.9. Electroforesis

Se prepararon geles de acrilamida para la electroforesis (apéndice) y Western blot.
En cada pozo se pusieron 10 pg de los extractos totales solubles obtenidos de
trofozoitos activados para enquistamiento de los aislados WB (cepa de referencia),
INP-GVH, INP-VMRDT, INP190310-F116 y marcadores de peso molecular
pretefiidos (SIGMA). El corrimiento electroforético fue a: 50 volts, 50 watts y 20
miliAmp/5 h. El gel se tifid con 100 mL de azul de Coomasie R-250 (apéndice) a

4°C toda la noche. Posteriormente el colorante se elimind y el gel se puso en
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solucion decolorante (apéndice). Se coloco en celofan y se secé en un secador de

geles (BioRad Model 543 Gel Dryer) por 1h.

6.10. Western blot

Dos geles con las proteinas se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa a
100 volts, 40 watts y 400 miliAmp por 1h. Se corté la membrana de NC en tiras
que correspondian a los carriles del gel. Las tiras de los marcadores de peso
molecular se cortaron y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Las tiras restantes
se bloquearon (50 mL de PBS Tween 20 al 0.05% y 5% de leche descremada)

(apéndice) durante 2 h/37°C. Se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05%.

Se probaron cuatro tiras con el suero hiperinmune en una dilucién 1:4000 en PBS-
Tween 20 al 0.05%. Otras cuatro se colocaron en 30 mL de sobrenadante de
hibridoma 4D6C10B2C10C9 y las ultimas cuatro con suero preinmune en una
dilucién 1:4000 en PBS Tween 20 al 0.05% a 4°C toda la noche. Se realizaron tres
lavados por separado con PBS-Tween 20 al 0.05% a temperatura ambiente con

agitacion suave.

Posteriormente, por separado, las tiras se colocaron con el conjugado (anti-IgG
de raton-peroxidasa) en una dilucion de 1:5000 en PBS-Tween 20 al 0.05%
durante 2 h/37°C. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% con

agitacion ligera.
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Finalmente las 12 tiras se revelaron con solucion cromégeno-sustrato DAB (3.3’
Diaminobenzidina) (apéndice) durante 2 min a temperatura ambiente. La reaccion

se detuvo con agua destilada.
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7. Resultados

7.1. Cultivo in vitro del aislado INP190310-F116 de Giardia intestinalis

Los trofozoitos de G. intestinalis en medio de cultivo TYI-S-33, en fase “log” se
distribuyeron y adhirieron a la pared del tubo formando monocapa en algunos
sitios (Fig. 7). El aislado presentd un crecimiento muy lento y so6lo se obtuvo

aproximadamente el 70% de monocapa en el tubo.

Figura 7. Microfotografia de trofozoitos del aislado INP190310-F116
de G. intestinalis formando monocapa en una region del tubo de cultivo.

7.2. Obtencion de quistes in vitro del aislado INP190310-F116 de G.
intestinalis.

Los trofozoitos se cuantificaron en una camara de Neubauer (Fig. 8), un promedio
de 4, 627, 000 células se sometieron al enquistamiento en medio TYI-S-33 pH 7.8,

bilis bovina (7 mg/mL) y citrato férrico de amonio (0.03 mg/mL), la produccién de
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quistes fue del 2.146 % con un minimo de 1.32 % y un maximo de 3.11 % (Tabla

4).

Por otro lado, cuando los trofozoitos (en promedio 4,855,200 células) se
sometieron al enquistamiento en el medio TYI-S-33 modificado (pH 7.8, bilis
bovina 7 mg/mL y sin CFA) (Fig. 9) se obtuvo el 10.073% de quistes, con un
minimo de 6.94 % y un maximo del 13.46% (Fig.10) (Tabla 5). Se not6 una clara
diferencia en el porcentaje de enquistamiento cuando no se le adiciond citrato

férrico de amonio.

Figura 8. Microfotografia de trofozoitos en una camara de Neubauer. 40X
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Figura 9. Microfotografia que muestra una panoramica de trofozoitos y quistes
en el tubo de cultivo TYI-S-33 para enquistamiento.

Fig.10. Microfotografia que muestra un quiste producido in vitro (40X) en

medio de enquistamiento modificado (TYI-S-33, pH 7.8 y 7.0 mg/mL).
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Tabla 4. Porcentaje de quistes del aislado INP190310-F116 obtenidos in vitro
en medio de enquistamiento

No. de Trofozoitos Quistes Enquistamiento
lote promedio/tubo promedio/tubo

(%)
1 5,072,000 128,000 2.52
2 5,024,000 96,000 1.91
3 4,272,000 80,000 1.87
4 3,632,000 48,000 1.32
5 5,136,000 160,000 3.11

Tabla 5. Porcentaje de quistes del aislado INP190310-F116 obtenidos in vitro
en medio de enquistamiento modificado

No. de lote Trofozoitos Quistes Enquistamiento
promedio/tubo promedio/tubo (%)
1 5,216,000 464,000 8.89
2 5,392,000 592,000 9.86
3 4,896,000 496,000 10.13
4 4,800,000 448,000 9.33
5 5,824,000 784,000 13.46
6 5,680,000 672,000 11.83
7 5,456,000 560,000 10.26
8 5,072,000 496,000 9.77
9 5,760,000 400,000 6.94
10 4,560,000 464,000 10.26
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7.3. Obtencion de proteina soluble de pared de quiste de los aislados WB,
GVH, VMRDT e INP190310-F116 de G. intestinalis

Los trofozoitos de los aislados WB (cepa de referencia. Ensamble Al), GVH
(obtenido de un paciente pediatrico. Ensamble All), VMRDT (obtenido de un
paciente pediatrico. Ensamble B) y F116 (obtenido de un becerro, Ensamble E) se
sometieron al enquistamiento durante 18 h para la obtencion de una mayor

cantidad de proteina formadora de quistes (Fig. 11).

La concentracion de proteina se determiné mediante el método de Bradford y la
concentracion fue de 125 pg/mL para el aislado WB (cepa de referencia), 70.8
pg/mL para el INP-GVH, 143.4 pg/mL para INP-VMRDT y 160.2 pg/mL para

INP190310-F116.

Figura 11. Microfotografia de trofozoitos del aislado INP190310-F116 de G.
intestinalis en proceso de enquistamiento. Se observan trofozoitos llenos de
vesiculas o vacuolas. lluminacion en contraste de fases. 40X
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7.4. Obtencion de los anticuerpos monoclonales

7.4.1. Monitoreo de larespuesta inmune de los ratones inmunizados.

Para monitorear la dinamica de la respuesta inmune de los dos ratones inoculados
con quistes del aislado INP190210-F116, los sueros de los 0, 7, 15, 23, 31, 39y
47 dias post-inoculacion se analizaron mediante el test de ELISA. El suero del
ratdn 1 presento una absorbancia por arriba del valor de corte (DO = 0.448) a los
23 dias (con dos inoculaciones) y subi6 hasta una absorbancia de 1.2 a los 47

dias. La respuesta inmune del raton 2 siempre fue baja (Fig. 12).

1.4

1.2

ABSORBANCIA

o 1 t ? ?

0 DIAS 7 DIAS 15 DIAS 23 DIAS 31 DIAS 39 DIAS 47 DIAS
DIAS PI

~4-RATON 1 -B-RATON 2

Figura 12. Deteccion de IgG en los sueros de los ratones inoculados con quistes
del aislado INP190319-F116 de G. intestinalis. VC: valor de corte que se obtuvo
con el promedio de las absorbancias de los sueros de los dos ratones en el
tiempo 0 mas 3 veces su desviacion estandar. Flechas: dias de inoculacion.
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7.4.2. Titulacion de anticuerpos por ELISA.

Con el suero que se obtuvo del dia 47, se hizo la titulaciébn de anticuerpos, con
diluciones que fueron desde 1:500 hasta 1:16000. El suero del ratdon 1 siguio
positivo con la dilucion 1:4000. El suero del raton 2 ya no fue positivo con la

dilucién 1:2000 (Fig. 13).

1.4

ABSORBANCIA

(1:500) (1:1000) (1:2000) {1:4000) {1:8000) (1:16000)
Diluciones de T6

-+-Ratén1 -=-Ratdn 2

Figura 13. Titulacion de los sueros de los ratones (dia 47). VC: valor de corte. Se
observa una marcada diferencia en las absorbancias.
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7.5. Produccioén y obtenciéon de anticuerpos monoclonales

Para la fusidon celular se seleccioné al ratén 1 porque tuvo el titulo mas alto de
anticuerpos dirigidos contra los quistes del aislado INP190310-F116. Las células
se cultivaron en pozos de cuatro cajas de 96 pozos. Solamente en la caja nUmero

cuatro se encontraron hibridomas viables (Fig. 14).

Figura 14 .Microfotografia de los hibridomas después de ocho dias de la fusion
celular (mieloma/célula de bazo). 20X

De la caja numero cuatro se analizaron, por ELISA, los sobrenadantes de cada
uno de los pozos que tuvieron hibridomas. En dos pozos se encontraron
hibridomas productores de anticuerpos anti G. intestinalis INP190310-F116 (Fig.

15).
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Figura 15. ELISA de los pozos que presentaron crecimiento de hibridomas contra
proteinas de pared de quiste del aislado INP190310-F116 de G. intestinalis. Los

pozos 4C8 y 4D6 con absorbancias por arriba del valor de corte (*).Control
positivo (* ) (suero hiperinmune). Control negativo (*) (suero preinmune).

Los sobrenadantes de los pozos 4C8 y 4D6 dieron una absorbancia de 0.465 y

0.542 respectivamente y estuvieron por arriba del valor de corte (0.448) (Fig. 16).

Para la primera clonacién se utilizaron los hibridomas del pozo 4D6. Se
encontraron tres pozos (4D6C10, 4D6D3 y 4D6E10) con hibridomas productores
de anticuerpos con absorbancias de 0.496, 0.589 y 0.478 respectivamente y que

estuvieron por arriba del valor de corte (0.448) (Fig. 17).
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Se realizaron cuatro clonaciones y algunos hibridomas se perdieron durante el
proceso. En el tamiz de la ultima clonacion, solamente la clona 4D6C10B2C10C9
fue la productora del anticuerpo (Fig. 18). Esta clona se cultiv en cajas de cultivo

de 75 cm?® para obtener mayor cantidad del anticuerpo monoclonal (Fig. 19).
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Figura 16 Tamiz de los pozos con hibridomas productores de anticuerpos anti
proteinas de pared de quiste del aislado INP190310-F116 de G. intestinalis. Los

pozos 4C8 y 4D6 (*) con absorbancias por arriba del valor de corte. C+: control
positivo (suero hiperinmune 1:5000), C-: control negativo (suero preinmune). VC:
valor de corte 0.448.

60



07

06 - *

0.2

0.1 I I

\

ﬁ@%ﬁo@%, e @‘i}&@%&, SEBS

ABSORBANCIA
=} o = o
w B O w
|
7 ———
]
|
|
]
|
I
———
|
I
|
|
_
_
_
_
_
_
| .

A "‘_'! D x
dné’o%‘;dﬂ‘fo%‘idﬂ, S

N
BSOS
N
7%‘ 7
s
7%:‘
s
By
L/

Figura 17. Clonacion del pozo 4D6 que contenia los hibridomas productores de
anticuerpos. Como se puede observar en este tamiz 4D6C10, 4D6D3 y 4D6E10
(%) presentaron absorbancias por arriba del valor de corte. C+: control positivo
(suero hiperinmune 1:5000). C-: control negativo (suero preinmune). V.C: valor de
corte.
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ABSORBANCIA

Figura 18. Tamiz de los pozos productores de anticuerpo. La clona
4D6C10B2C10C9 (*) con una absorbancia de 0.779. C+: control positivo suero
hiperinmune 1:5000. C-: control negativo suero preinmune. V.C: valor de corte
0.448.

Figura 19. Microfotografia de los hibridomas de la clona 4D6C10B2C10C9 en fase

de crecimiento (40X).
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7.6. Electroforesis

En la electroforesis de las proteinas de trofozoitos activados para enquistamiento
de los aislados: WB (cepa de referencia. Ensamble Al), INP-GVH (obtenido de un
paciente pediatrico. Ensamble All), INP-VMRDT (obtenido de un paciente
pediatrico. Ensamble B) e INP-F116 (obtenido de un becerro, Ensamble E) se

observaron bandas desde 20-150 kDa (Fig. 20).

MP
(kDa)

250
150 —

100 —
75 ——

50 —

37—

25—
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Figura 20. Electroforesis de proteinas de trofozoitos activados para
enquistamiento (10 pg por carril). MP) marcador de peso (kDa). 1) Cepa de
referencia (WB), 2) INP-GVH (paciente pediatrico), 3) INP190310-F116 (aislado
de becerro) y 4) INP-VMRDT (paciente pediatrico).
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7.7. Western blot

En el western blot con las proteinas de trofozoitos activados para enquistamiento
de los cuatro aislados (WB, GVH, F116 y VMRDT) y el sobrenadante de la clona

4D6C10B2C10C9 (formadora de anticuerpos anti Giardia) se encontré una banda
muy marcada de ~71 kDa. Se observdé un grupo de bandas de menor peso
correspondiente a ~ 62, ~ 44, ~ 49, ~ 51 y ~ 30 kDa. También se observaron
bandas tenues de mayor peso, desde =~ 85 a ~ 181 kDa. En el suero hiperinmune
(1:5000) que se evalué también con proteinas de los trofozoitos activados
prevalecieron las bandas de bajo peso (~ 44 — 51 kDa) y una de ~ 93 kDa (Fig.

21).

150
75 -
52
50 — 49
37
30
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Figura 21. Componentes proteicos reconocidos por el sobrenadante de la clona
4D6C10B2C10C9 del aislado INP190310-F116 de G. intestinalis. PM) marcador
de peso (kDa). Los aislados: 1) WB, 2) INP-GVH, 3) INP190310-F116, 4) INP-
VMRDT. C+) Control positivo (suero hiperinmune 1:5000) y C-) Control negativo
(suero preinmune). El control positivo y negativo se evalué con el ensamble E
(aislado INP190310-F116).

64



8. Discusion

En el Laboratorio de Parasitologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria
se tienen varios aislados de G. intestinalis que se han obtenido de diferentes
hospederos y que se han genotipificado. En esta tesis se propuso la obtencion de
AcMo contra antigenos de la pared de quistes del ensamble E, debido a que es
parte de un megaproyecto en el que se ha planteado producir AcMo contra

proteinas de la pared de quiste de G. intestinalis de diferentes ensambles.

Para la produccion del AcMo contra antigenos de la pared del quiste del aislado
INP190310-F116, éste se mantuvo en el medio de cultivo TYI-S-33 modificado.
Este aislado tuvo un tiempo de generacion muy lento, de tal manera que
solamente se lograba ~70% de monocapa. A partir de trofozoitos de este aislado
se obtuvieron quistes. Se han propuesto varias modificaciones al medio de cultivo
para la formacién de quistes in vitro, como son: medio sin bilis, con sales biliares
primarias o secundarias, con acido lactico, con calcio, pH (6.6 - 7.8) (Gillin et al.
1987; Lujan et al. 1996); con sueros de humano, bovino, porcino y con diferentes
concentraciones; sin embargo, los resultados varian (Boucher y Gillin, 1990; Lujan
et al. 1997). Se ha documentado que el pH 7.8 y altas concentraciones de bilis
incrementan la formacion de quistes in vitro (Gillin et al. 1988; Gillin et al. 1989), y
que la disminucion de colesterol en el ambiente es el disparador para la formacion

de los quistes (Lujan et al. 1996).

En el reporte de Gillin et al. (1987) se documenté que el medio sin bilis genero

solamente el 0.15+ 0.17% de enquistamiento; pero, cuando al medio de
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enquistamiento sin bilis se le puso glycodeoxycholato (GdC) produjo un 8.2 +
3.0% de enquistamiento y cuando al medio con GdC se adiciono acido oleico el
enquistamiento fue del 9.1 + 2.0%. Gillin et al. 1988, propusieron otro método
para la obtencion de quistes, en el que se utiliza bilis bovina a 7 mg/mL. Este
método fue el que inicialmente se siguid, obteniéndose Unicamente el 2.1% de
quistes normales (que analizados con la iluminacion de contraste de fases fueran

ovales, con pared lisa y refringentes).

La modificacion del medio (sin CFA) que se implementd en el laboratorio
favorecio el enquistamiento de este aislado (10%). Se ha descrito que el CFA
favorece la adhesién de los trofozoitos y que éstos adheridos son mas propensos
a enquistarse, con los resultados obtenidos decidimos eliminar el CFA porque se
emplea en una cantidad minima postulando que no afectaria el enquistamiento de
los trofozoitos; sin embargo, se estan planteando varias hipétesis para determinar

el por qué la carencia del CFA favorecio el enquistamiento.

Con los quistes obtenidos por el segundo método (sin CFA), se inocularon 2
ratones BALB/c por via intraperitoneal. EI monitoreo para la deteccién de
anticuerpos en sus sueros mostré variabilidad en la respuesta inmune. Uno de
ellos tuvo una absorbancia mayor que el valor de corte a los 23 dpi y a los 47 dpi
se encontrdé una absorbancia de 1.2, mientras que en el otro raton la respuesta
inmune siempre fue minima. Este tipo de respuesta es rara en animales que son
“‘inbred”, sin embargo, factores ambientales o metodologicos pueden afectar los

resultados.
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El primer raton se utilizd para la fusibn y a los ocho dias se observaron
hibridomas; por ELISA empleando quistes del aislado INP190310-F116, se
obtuvieron 2 hibridomas productores de anticuerpos anti G. intestinalis (pozos 4C8
y 4D6). Se hizo una primera clonacion de los hibridomas del pozo 4D6 y se
encontraron tres pozos con produccion de anticuerpos anti-G. intestinalis
INP190310-F116 (4D6C10, 4D6D3 y 4D6E10). Después de cuatro clonaciones de
los hibridomas del pozo (4D6C10), en el pozo 4D6C10B2C10C9 se encontré un
hibridoma que generd anticuerpos anti-G. intestinalis INP190310-F116, en este
caso la absorbancia fue de 0.8, el doble que el valor de corte 0.448. EIl
sobrenadante de esta clona se utilizd para el western blot con los antigenos de G.
intestinalis de diferentes ensambles, que tenian 18 h de enquistamiento y que

correspondian a los aislados INP190310-F116, INP-GVH, INP-VMRDT y WB.

En todas las muestras se observé el reconocimiento de una banda muy intensa de
~71kDa. También se encontraron bandas de menor peso (30, 49, 62 y 63 kDa), y
otras bandas de ~128, 110 y 93 kDa. En la década de los 80" se documenté que
la sintesis de proteinas formadoras de pared de quiste es asincrénica; en las
primeras horas de enquistamiento (~ 4 horas) la producciéon de proteinas es de
bajo peso molecular ~ 21-39 kDa y que después de 24 horas aparecen proteinas
de alto peso ~ 66-103 kDa (Reiner et al. 1989). Gillin et al. (1987) mediante
western blot detectaron antigenos de =~ 21, 28 y 49 kDa en trofozoitos que
recuperaron de heces de humanos. También detectaron solo antigenos de ~ 21,

28 y 36 kDa en quistes que fueron desenquistados y cultivados in vitro por 1-7
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dias en medio con glycocolato. Pero, sus anticuerpos no reaccionaron con

antigenos de trofozoitos en cultivo de crecimiento.

Por otro lado, Rosoff y Stibbs (1986) reportaron un antigeno ~ 65 kDa que
detectaron en trofozoitos y quistes mediante inmunotransferencia (GSAB65).
Posteriormente Lujan et al. (1995) describieron dos proteinas formadoras de pared
de quiste CWP1 y CWP2 (proteina de pared de quiste) con el mismo peso
molecular descrito por Rosoff y Stibbs (1986). Sun et al. (2003) describieron una
tercera proteina de pared de quiste (CWP3) de ~ 43 kDa. Estd documentado por
varios autores que las proteinas de pared de quiste son de ~ 65 kDa (Rosoff y
Stibbs, 1986; Reiner et al., 1989; Rossoff et al. 1989; Moss et al. 1991; Faubert,

1996; Lujan et al. 1997).

Al evaluar la reactividad del AcMo con trofozoitos en fase de enquistamiento (18h)
se encontraron dos bandas de ~ 62 y 63 kDa que posiblemente podrian
corresponder a las de pared de quiste; ensayos de inmunofluorescencia
empleando el AcMo permitiria determinar si éste reconoce mayoritariamente una
proteina de ~ 71 kDa que probablemente pueda corresponder a una proteina de
choque térmico (proteinas de estrés); las proteinas de choque térmico se
producen ante un aumento de la temperatura, o algin estimulo estresante de la
célula. Lindley et al. (1988) reportaron cuatro proteinas de 100, 83, 70 y 30 kDa
gue se sintetizaron ante un aumento de la temperatura (43°C durante 40
minutos), o con etanol al 6% durante 20 minutos. Nosotros, ademas de la proteina

de =~ 71 kDa también se encontr6 una banda de 30 kDa. El resultado es
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interesante ya que podrian ser proteinas “chaperonas” que se unen a las proteinas
de pared de quiste y que se encargarian de su plegamiento, ensamblaje y
transporte a la periferia para la formacion de la pared quistica. Reiner et al. (1992)
utilizando un antisuero contra una proteina recombinante (75 kDa, proteina
relacionada a la HSP70) de Plasmodium falciparum, detectaron proteinas de =~

68, 82 y 92 kDa en trofozoitos en fase de enquistamiento.

El AcMo obtenido no mostré un reconocimiento especifico hacia componentes del
quiste del ensamble E, lo que indica que los epitopos reconocidos presentes en
las proteinas de los trofozoitos inducidos al enquistamiento estan presentes en
todos los otros ensambles. La gran cantidad de proteinas reconocidas en todos
los ensambles evaluados puede deberse a que en el extracto obtenido de los
trofozoitos inducidos al enquistamiento estan presentes moléculas del trofozoito,
por lo que es conveniente que los quistes se obtengan a tiempos mas prolongados
y que el reconocimiento del AcMo se realice con extractos de estos quistes puros.
Una alternativa seria evaluar el reconocimiento de los quistes obtenidos de los

diferentes aislados por el AcMo mediante inmunofluorescencia.
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9. Conclusiones

1.- Se optimiz6 el método de enquistamiento del aislado INP190310-F116,

quitandole el CFA al medio de cultivo.

2.- Se obtuvo un anticuerpo monoclonal contra Giardia intestinalis, de isotipo IgG.

3.- El anticuerpo monoclonal reconocié por Western blot varias proteinas del
parasito con pesos moleculares de ~30, 49 y 62 kDa. Mayoritariamente reconoci6
una proteina de 71 kDa, presente en el extracto total (trofozoitos en fase de
enquistamiento) de los cuatro aislados analizados de G. intestinalis: INP190310-
F116 (Ensamble E); INP-GVH (Ensamble All), INP-VMRDT (Ensamble B) y WB

(Ensamble Al).

4.- El anticuerpo monoclonal 4D6C10B2C10C9 no es ensamble E especifico.
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10. Perspectivas

1. Caracterizar el anticuerpo monoclonal.

2. Establecer qué antigeno de Giardia intestinalis reconoce el anticuerpo
monoclonal

3. Determinar que no cruce con antigenos de otros parasitos: protozoarios,
cestodos, trematodos y nematodos.

4. Probarlo con quistes (procedentes de heces de humanos, bovinos, ovinos,

caninos y felinos) genotipificados y corroborar que ensambles reconoce.
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11.Apéndice

Medio de cultivo TYI-S-33 pH 7.0 (1L)

Reactivos Cantidad (g)
Ac. Ascorbico 0.200
Citrato de Fierro y Amonio 0.030
NacCl 2.0
K2HPO4 1.0
KH2PO4 0.600
Bilis bovina 1.0
Cloruro de cisteina 1.0
Extracto de levadura 10
Tryptona 20
Glucosa 10
H,O desionizada 10L

Los reactivos se mezclaron en 800 mL de H,O, se ajusté el pH 7.0, se
adicionaron los antibiéticos y el antimicético (20 mg de gentamicina, 20 mg de
estreptomicina, 10 mg de ampicilina, 10 mg de ceftazidina y 1 mg de anfotericina
B) y se afor6 a 1.0 L. El medio se esterilizé por filtracion con una membrana de
0.22 um, se complement6 con 10% de suero fetal bovino y se almacené a 4°C
hasta su uso.

Medio de enquistamiento TYI-S-33 pH 7.8 (1L)

Reactivos Cantidad (g)
Ac. Ascorbico 0.200
NacCl 2
K2HPO4 1
KH2PO4 0.600
Bilis bovina 7
Cloruro de cisteina 1
Extracto de levadura 10
Tryptona 20
Glucosa 10
H,O desionizada 10L

Los reactivos se mezclaron en 800 mL de H;O, se ajustdo el pH 7.8, se
adicionaron los antibi6ticos y antimicoticos (20 mg de gentamicina, 20 mg de
estreptomicina, 10 mg de ampicilina, 10 mg de ceftazidina y 1 mg de anfotericina
B) y se aforé a 1.0 L. El medio se esterilizo por filtraciébn con una membrana de
0.22 pum, se complementd con 10% de suero fetal bovino y se almacen6é a 4°C
hasta su uso.
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Descomplementacion de Suero Fetal Bovino
La botella de suero de ternera fetal grado cultivo celular (Hyclone No. Cat.
SH30070-03) se incubo durante 30 min/56°C en bafio Maria. El suero se fraccion6
en tubos estériles de 50 mL y se almacend a -20°C.
Agua destilada estéril pH 11 (100 mL)
El agua destilada (80 mL) se ajustdé a pH 11 con NaOH 1N, se afor6é a 100 mL y

se esterilizé en autoclave.

Amortiguador de carbonatos (0.1 M, pH 9.6)

Reactivos Cantidad (g)
Na,COs3 3.18
NaHCOs; 5.86

Los reactivos se mezclaron en 800 mL de H,0, se ajusté a pH 9.6, se afor6 a 1.0
L y se mantuvo a 4°C hasta su uso.

Solucién salina fosfatos (PBS) 10X

Reactivos Cantidad (g)
NaCl 8.006

KCI 0.2
Na,HPO, 0.612
KH,PO, 0.19

Los reactivos se mezclaron en 800 mL de H,0O, se ajusté a pH 7.2, se afor6 a 1.0
L y se mantuvo a 4°C hasta su uso.

Solucion de lavado (PBS Tween 20 al 0.05%)

Reactivo Cantidad (mL)
Tween 20 0.5
PBS pH 7.2 1000

Los reactivos se mezclaron en 800 mL de H,0, se afor6 a 1.0 L y se mantuvo
a 4°C hasta su uso.
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Solucién de bloqueo (leche descremada al 5%)

Reactivos Cantidad (g)
Leche descremada 1

Se adiciond la leche descremada en PBS-Tween 20 al 0.05%, se mezclé y aforé a
20mL. La solucion se prepar6 al momento (para una placa de ELISA).

Solucion para parar la reaccion (H,SO4 2N)

Reactivo Cantidad (mL)
H,SO4 55.17

El H,SO4 2N se puso en 800 mL de agua destilada y se afor6 a 1.0 L. La solucion
se almacené a 4 °C hasta su uso.

Solucién de hidréxido de sodio (NaOH 1N)

Reactivo Cantidad (g)
NaOH 40

El NaOH se puso en 800 mL de agua destilada y se afor6 a 1.0 L. La solucién se
almaceno a temperatura ambiente hasta su uso.

Solucién de polietilenglicol (PEG 1300-1600 Sigma No. Cat. P7777)

El reactivo se puso en bafio Maria a 50-60°C. Se diluyé al 42-43% con medio de
cultivo Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) sin suero a 45°C. Se ajusto el pH a
7.5-8, hasta que el reactivo (aproximadamente 10 minutos) adquirié una coloracién
rojizo-violeta. Se fraccioné en volimenes de 0.5 mL y se almacen6 a 4°C (hasta 6
meses).

Medio selectivo con hipoxantina, aminopterinay timina (HAT)

Se agregaron 2.0 mL de HAT 50X (Sigma N-0262) a 100 mL de DMEM
complementado y se conservo a 4°C hasta su uso.
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Medio selectivo con hipoxantinay timina (HT)

Se agregaron 2.0 mL de HT 50X (Sigma No. Cat. H-0137) a 100 mL de DMEM
complementado con SFB y se conservé a 4°C hasta su uso.

Solucion Cromogeno para Inmunoelectrotrasferencia

Reactivo Cantidad (g)
3,3’-Diaminobenzidina 0.030 g

Se coloco la 3,3’-Diaminobenzidina en 60 mL de PBS y después se le adiciond 6
uL de H,0O, al 30%. Esta solucion se prepar6 inmediatamente antes de usar.

Solucion Cromdégeno BIORAD

Reactivo Cantidad (mL)
Solucién A 9.0
Solucién B 1.0

Se colocé la solucion A 'y B en una caja Petri, y preparé inmediatamente antes de
usar.

Solucién para criopreservar células

Reactivo Cantidad (mL)
Suero fetal de bovino (SFB) 9.0
Dimetilsulfoxido (DMSQ) 1.0

El DMSO se esterilizd en autoclave. Se mezclé el SFB y el DMSO en la campana
de flujo laminar. Se guard6 a -20°C hasta su uso.

Acrilamida 30%-bis-acrilamida 0.8%

Reactivo Cantidad (g)
Acrilamida (99% pureza) 29.2¢
bis-acrilamida 0.8¢

Se colocé la acrilamida y bis-acrilamida en 100 mL de agua destilada. Se filtr6 la
solucion con papel Whatman 1 y se almacend en un frasco ambar a 4°C.

Nota: Estos reactivos se manejaron con guantes y cubre boca porque son
neurotoxicos.
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Mezcla de soluciones para preparar el gel de la electroforesis

Reactivos Separador 12% (mL)  Concentrador 5% (mL)
Agua destilada 3.3 2.7
Acrilamida/Bis-acrilamida 4.0 0.67

Tris pH 8.8 2.5 -

Tris pH 6.8 - 0.50

SDS 10% 0.1 0.04

* Persulfato de amonio 10% 0.1 0.04

* TEMED 0.004 0.004

*Estos reactivos se agregaron hasta el final

Se preparé el gel separador al 12% de acrilamida y el gel concentrador al 5%. Se
coloco la mezcla del gel separador entre las 2 placas de vidrio dejando un marco
de 3 cm del borde superior y se esperd a que se polimerizara. Se colocé el peine
apropiado, de acuerdo al numero de muestras. Se prepar6 la mezcla para gel
concentrador, se agregd la mezcla sobre el gel separador evitando que se
formaran burbujas y se dejo polimerizar. Se retir6 el peine con cuidado y se
lavaron los carriles con agua destilada. Se pusieron las placas en el electrodo y se
introdujo en la camara de electroforesis, se llen6 la camara con amortiguador de
electroforesis (Tris-glicina-SDS). Se verificd que no hubiese burbujas en el espacio
que se genera entre los vidrios en la parte inferior, entre el gel y la solucion de
electroforesis. Para la preparacion de las muestras se requiri6 de condiciones
reductoras y se afadio 2-p-mercaptoetanol y se hirvié 5 min en bafio Maria.

Amortiguador del gel separador (Tris-Base 1.5M, pH 8.8)

Reactivo Cantidad (g)
Tris-base 18.17

Se disolvié el Tris-base en 85 mL de agua destilada, se ajustdé el pH con HCI
concentrado hasta un pH de 8.8, se afor6 a 100 mL con agua destilada, se guard6
a 4°C hasta su uso.
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Amortiguador del gel concentrador (Tris-HCI 0.5M, pH 6.8)

Reactivo Cantidad (g)
Tris 16.05

Se disolvié el Tris en 85 mL de agua destilada, se ajust6 el pH con HCI| 1N
hasta un pH de 6.8, se aforé a 100 mL con agua destilada, guardar a 4°C.

Persulfato de amonio 10%

Reactivo Cantidad (g)
Persulfato de amonio (PSA) 0.100

Se disolvio el persulfato de amonio en 1 mL de agua destilada. Esta solucion se
prepar6 al momento.

Lauril sulfato de sodio (duodecil sulfato de sodio) SDS 10%

Reactivo Cantidad (g)
SDS 10

El SDS se disolvi6 en 80 mL de agua destilada, se afor6 a 100mL con agua
destilada, la solucién se fracciond y se mantuvo a °4C hasta su uso.

Amortiguador de electroforesis Tris-glicina-SDS

Reactivo Cantidad (g)
Tris base 15.0

Glicina 72.0

SDS 5.0

Se pesaron los reactivos y se disolvieron en 800 mL de agua, se afor6 a 1.0 L. Se
tomaron 200 mL del amortiguador Tris-Glicina-SDS 5X, y se aforé a 1.0 L con
agua destilada y almaceno a 4°C hasta su uso.
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Azul de Coomassie R-250 al 0.06% (1.0 L) paratincion de geles.

Reactivo Cantidad (g)
Azul Brillante Coomassie R-250 2.5

Se disolvio el Azul Brillante de Coomassie R-250 en 450 mL de metanol y 100 mL
de acido acético glacial, finalmente se aforé a 1.0 L con agua destilada. Se guardo
en un frasco &mbar a temperatura ambiente.

Nota: Esta solucién se puede recuperar y reusar nuevamente si se filtra y se
mezcla con la solucién de Coomassie restante.

Solucién decolorante para geles de acrilamida (1.0 L)

Reactivo Cantidad (mL)
Metanol 200
Acido acético 150
H,0 650

Para decolorar el gel se realizaron lavados hasta obtener la mayor nitidez.

Nota: Esta solucion se puede recuperar y reusar si se filtra con un poco de carbén
activado.

Medio DMEM
Reactivo Cantidad (g)
DMEM (GIBCO, 12100-017) 1 sobre
Bicarbonato de sodio 2.0
HEPES (Sigma, H3375) 2.0

Los reactivos se disolvieron en 800 mL en agua tridestilada y desionizada. EI pH
se ajustdé a 6.8 (con NaOH 1N o con HCI 1N), se afor6 a 1.0 L con agua
tridestilada y desionizada. Se esterilizé por filtracion con una membrana de 0.22
MM y se almaceno en frascos estériles de 250 mL a 4°C hasta su uso.
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Amortiguador de trasferencia
(Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, metanol 20% v/v, pH 8.3)

Reactivo Cantidad
Tris base 1.5 M 12.5mL
Glicina 1449 ¢
Metanol 200 mL

Se disolvi6 la glicina en el Tris base 1.5 M y se le afiadi6é el metanol. Se aforé a
1.0L con agua destilada y se almacend a 4°C. No se ajust6 el pH, el amortiguador
oscila entre pH 8.1 y 8.4, dependiendo de la calidad del Tris, la glicina y el
metanol.

Nota: El metanol debe ser de grado analitico, de lo contrario contiene
contaminantes metalicos que interfieren con las laminas de los electrodos. Este
amortiguador se puede usar hasta 3 veces, después de cada uso se filtra con
papel Whatman 1.

Obtencidon de sangre por via retro orbital

Se sujet6 al animal en decubito dorsal, se introdujo la punta de una pipeta Pasteur
larga en el angulo externo del ojo, hasta que se encontré el seno venoso. La
sangre fluyé inmediatamente hacia el interior de la pipeta. El ojo se limpié con un
algodén humedecido con agua estéril y se le aplicaron unas gotas de solucién de
antibiético-antimicético. La sangre se colectd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se
dej6 a temperatura ambiente por 30 min. Se centrifugé a 2500 rpm/15 min. El
suero se separd y almaceno a -20°C.

Descongelaciéon de células de mieloma (X63Ag8.653)

El vial con las células se descongel6 en un bafio de agua a 37 °C con agitacion
suave, manteniendo la junta tedrica y tapa fuera del agua (para evitar
contaminacion). La descongelacion fue de aproximadamente 2 min. El vial se
retiré del bafio de agua, y bajo una campana de flujo laminar, se desinfectd con
etanol al 70%. El contenido del vial se transfiri6 a untubo de centrifuga que
contenia 9.0 mL de medio DMEM sin Suero Fetal Bovino (SFB). Se centrifugo a
125xg/5-7 min. El precipitado con las células se resuspendid en medio DMEM
con SFB (10%), se distribuy6 en frascos de cultivo de 25 cm?y se incubé a 37°C,
con 5% de CO..
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Mantenimiento de las células del mieloma (X63Ag8.653)

Los cultivos con las células de mieloma se manejaron bajo un ambiente de
campana de flujo laminar y se mantuvieron en medio DMEM y SFB (10% v/v) a
37°C en una atmosfera hiumeda con una mezcla de 95% aire y 5% de CO..

Los cultivos se revisaron diariamente en el microscopio invertido, vigilando la
morfologia celular, asi como las posibles fuentes de contaminacién bacteriana y
fungica. Los cambios de medio de cultivo se realizaron cuando el color rojo viré a
naranja (indicacion de cambio el pH por acidificacion).

Cuando los cultivos se encontraron confluentes (maxima proliferacion celular) las
células se resembraron en cajas nuevas o0 se congelaron a -196°C en nitrégeno
liquido.

Criopreservacion de células

Para contar con una reserva de células, varias alicuotas se criopreservaron a -
196°C. Se preparé una suspension de 5x10° células y se centrifugd a 1200 rpm/10
min/4°C. El sobrenadante se desechoé y el paquete celular se resuspendié en un
vial con 2.0 mL de la solucién para crioproservacion. El vial se envolvié en una
capa de algodon de un centimetro de espesor, se colocé en una caja de
poliuretano a -70°C/24h y posteriormente se transfirio a un tanque con nitrégeno
liquido.

Clonacién celular por dilucién limitante

12 Dilucion doble seriada del hibrido.

1' 00_ ML Pozo con 30-40 Desechan
hibridos células los Gltimos

l Pasan100 |1L siguiente pozo cada vez 100 HL

‘1%?55“@@@@@@@@@@@@
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22 Resuspension del pozo que tenga 30-40 células.

A10
AN
N

Pozo con 30-40
células

18 mL de medio DMEM
con SFB 10%

32 Distribucion de la suspension en los 80 pozos restantes (200 pL/pozo)

12 34 56 789 101112

0000000010000,

:10/010/0.0/0/010.0/0/00

J0.0.0/0/00/0/0/00/0.0,

2]0]00/00.0/0/0/000.0

10/0.0/00.0/010.0/00.0

100]0/0.0/00/0/0/0/010

10]0/0.0/0]0/0/0/0010.0,

200 pL de la suspension celular e OOOOOOOOOOOO

en los pozos B1 hasta H12
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