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RESUMEN
Giardia es un parasito zoondtico y cosmopolita, produce diarrea, mala absorcion y

déficit intelectual en humanos. En un modelo de interaccion huésped-parasito in
vitro se determind que hay genes que se sobre-expresan. Recientemente se
obtuvo un aislado de Giardia con capacidad de invadir el epitelio intestinal. Se
sabe poco de la giardiasis intraepitelial; por esta razon, es imperativo generar
herramientas moleculares para discriminar entre aislados invasores de los no

invasores.

El objetivo de este trabajo fue obtener la proteina 5800 de uniéon a lipidos
recombinante, a partir del gen GL50803 5800 que se sobre-expresa en la

interaccion huésped-parasito in vitro.

El DNA del aislado invasor (INP220806-HGINV) se aisl6é y cuantificd. El gen de
807 pb se amplificd con los primers MG5800F y MG5800R. La identidad del gen
se comprobd mediante patrones de restriccion con las endonucleasas Rsal y Bgll.
El amplicon se cloné en pET151/D-TOPO y se expres6 en E. coli BL21 Start. La
proteina se aislo y purific6 mediante cromatografia de afinidad (Ni-NTA). El
segmento de Hise se digiri6 con una proteasa. La proteina recombinante tiene un
peso de 29 kDa. Dos ratones de la cepa BALB/c se inmunizaron via intraperitoneal
con 30 pg de proteina en adyuvante completo de Freund y tres refuerzos. La
inmunodeteccién mediante ELISA, mostré que los anticuerpos reconocieron los

antigenos del aislado invasor.



1. INTRODUCCION

1.1 Definicion y aspectos histéricos

Giardia intestinalis (sinonimia: G. lamblia, G. duodenalis) es un protozoario
parasito muy exitoso. La primera descripcion se atribuye a Anton Van
Leeuwenhoek en 1681, quien la observo en sus heces diarreicas. Vilém D. Lambl
1859, describe al organismo a detalle y lo clasifica en el género Cercomonas. En
1883, Kunstler describe un organismo en renacuajos y lo clasifica en el nuevo
género Giardia. Kofoid y Christiansen proponen el nombre de Giardia lamblia y

posteriormente G. entérica (Hegner, 1926; Adam, 2001).

El género exhibe una notable especificidad ya que varias especies de
mamiferos hospederos, parecen estar parasitados por su propia especie peculiar
de Giardia. Con base en criterios morfoldgicos y especificidad huésped-parasito se
describen mas de 40 especies de Giardia. En 1952, Filice, hace una sintesis,
registra a detalle la morfologia del parasito y detalla tres especies: G. duodenalis
en el humano, G. muris en pajaros y roedores y G. agilis en anfibios (Hegner,

1926; Adam, 2001).

1.2 Taxonomia

En el 2015, se publicd una clasificacion de consenso encabezada por Michael A.
Ruggiero (Ruggiero et al., 2015) que involucra a mas de 1.6 millones de especies

en lo que se conoce como Catalogo de la vida. Giardia pertenece al Phylum
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Metamonada por presentar flagelos y carecer de mitocondrias, se encuentra
dentro del orden Diplomonadida por ser bilateralmente simétrico con dos nucleos.

La ubicacion de Giardia es la siguiente:

Supereino: Eucariota
Reino: Protozoa
Subreino: Eozoa
Infrareino: Excavata

Phylum: Metamonada
Clase: Eopharyngia

Orden: Diplomonadida

Familia: Giardiidae

Género: Giardia

Especie: G. intestinalis (G. lamblia, G. duodenalis)

1.3 Morfologia

G. intestinalis presenta dos estadios durante su ciclo de vida. El trofozoito es la
forma tréfica del parasito y es la que produce las manifestaciones clinicas, y el

quiste es la estructura de resistencia y transmision.

1.3.1 Trofozoito

El trofozoito es piriforme, mide entre 10-20 um de largo, por 5-15 ym de ancho y
2-4 ym de grosor. Posee simetria bilateral, concava ventralmente y convexa
dorsalmente. Presenta dos nucleos, cuerpo medio, cuerpos basales, vacuolas
periféricas, posee ocho flagelos: dos anteriores, dos posteriores y cuatro laterales.

Los flagelos surgen de un cuerpo basal, con axonemas que tienen la estructura



tipica de 9+2. El disco suctor se encuentra en la region anteroventral, compuesto
por dos lébulos unidos a la altura de los nucleos; el disco es contractil. El
citoesqueleto esta compuesto por proteinas (tubulina y giardina) que le permiten al
organismo adherirse al epitelio intestinal de su hospedero. EI movimiento es
unidireccional y en forma de balanceo, lo cual hace al trofozoito caracteristico
cuando se observa en un examen directo en fresco bajo el microscopio (Fig. 1)

(Tay y Velasco, 2002; Noemi, 2013; Ponce-Macotela y Martinez-Gordillo, 2014).

Figura 1. Esquema del trofozoito de Giardia intestinalis. Se observan los
nucleos (n), disco suctor (ds), cuerpos basales (cb), cuerpo medio (cm) y
flagelos (f).



1.3.2 Quiste

El quiste es ovoide, mide de 8-12 ym de longitud, 7-10 de ancho y esta cubierto
por una pared de 0.3-0.5 ym de grosor. En la fase inmadura se ven dos nucleos y
en su forma madura presenta cuatro nucleos; el citoplasma es granular fino y
separado de la pared quistica. En el proceso de enquistamiento los trofozoitos
desensamblan su disco suctor, retraen sus flagelos, el citoplasma se condensa y
producen proteinas de pared quistica (Fig. 2) (Faust et al., 1979; Gémez, 2010;

Ponce-Macotela y Martinez-Gordillo, 2014).

Figura 2. Esquema del quiste de Giardia intestinalis. Se observan los nucleos
(n), pared del quiste (pq), cuerpo medio (cm) y flagelos (f).



1.4 Especies y ensambles

Filice (1952) clasifico a Giardia de acuerdo a la morfologia de los trofozoitos y la
forma de sus cuerpos medios. Los agrupo en tres especies: G. agilis en anfibios,
con trofozoitos mas largos que anchos y cuerpos medios en forma de lagrima; G.
muris en roedores, con trofozoitos casi esféricos y cuerpos medios pequefios y
redondeados; G. duodenalis en mamiferos incluido el hombre, con trofozoitos
piriformes con cuerpos medios que se asemejan a la forma de la uia de un

martillo.

Posteriormente se describieron tres especies del grupo morfolégico
duodenalis, en aves G. ardea que solamente presenta un flagelo caudal, G.
psittaci que bajo el microscopio electronico no presenta flanco ventrolateral, y en
roedores se describi6 a G. microti que se caracteriza porque los quistes

presentan dos trofozoitos (Thompson y Monis, 2004).

Debido a que los trofozoitos y quistes del grupo morfolégico G. duodenalis
son similares, se han utilizado técnicas bioquimicas y moleculares para poder
discriminarlos; actualmente, se han descrito ocho ensambles/genotipos (A-H),
(Monis et al., 2009; Lasek-Nesselquist et al., 2010). Los ensambles A y B se han
dividido en grupos genéticos, denominados Al y All, y Bll y BIV (Monis et al.,
1996; Monis et al., 1999). La Tabla 1 resume los ensambles, grupos genéticos y

hospederos.

Hasta ahora se han sometido a secuenciacién y analisis tres ensambles de

Giardia intestinalis (Al, All y BIV), infecciosos para el humano. Su genoma de



aproximadamente 12 MB se encuentra distribuido en cincos cromosomas

(Morrison et al., 2007; Adam et al., 2013).

Tabla 1. Ensambles y hospederos de Giardia

Ensamble Grupo genético Hospedero

A Al Humanos y otros mamiferos
All

B Bl Humanos y otros mamiferos
BIV

C Canidos

D Canidos

E Ganado vacuno, ovino, porcino, equino y

F Felinos

G Ratas

H Mamiferos marinos

1.5 Ciclo biolégico

El ciclo de vida de G. intestinalis incluye los estadios de trofozoito y quiste. La fase
infectante es el quiste y la dosis minima para establecer la infeccién es de 10
quistes. EI mecanismo de infeccion es por fecalismo directo: ano-mano-boca, e
indirecto por ingestion del agua y/o alimentos contaminados, por fémites o por
foresis. El desenquistamiento se induce al exponerse al pH acido del estdbmago, y
se desenquistan en el duodeno, debido al cambio del ambiente acido del
estomago al pH neutro o ligeramente alcalino del duodeno, dando origen a

trofozoitos tetranucleados, los cuales se dividiran en trofozoitos binucleados; en



ocasiones emerge un trofozoito tetranucleado en proceso de divisidon binaria. Los
trofozoitos se multiplican, se adhieren a la mucosa por medio de su disco suctor y
colonizan el duodeno e ileon. El proceso de enquistamiento se inicia debido al
cambio de pH y la disminucion de colesterol. Dado que los quistes no pueden
adherirse se eliminan con la materia fecal. Los quistes pueden sobrevivir durante
largos periodos en el medio ambiente bajo condiciones frescas y humedas, pero
son susceptibles a la desecacion y la luz solar directa (Fig. 3) (Rendtorff, 1954;

Erlandsen et al., 2002; Vazquez y Campos, 2009

Figura 3. Esquema del ciclo de vida de Giardia.



1.5.1 Cultivo in vitro

El precursor de los cultivos de Giardia fue Karapetyan (1962), su medio de cultivo
era monoxenico e incluia suero, extracto de embrién de pollo, digerido de carne y
solucion Earle o Hank; adicionalmente, presentaba Candida gquilliermondii y
fibroblastos de pollo. EI medio se cambiaba diariamente, porque los fibroblastos
morian. Posteriormente, se substituyé a C. guilliermondi por Saccharomyces

cerevisiae.

En 1970, Meyer reportd un cultivo axénico de trofozoitos de Giardia,

preparado con solucion de Hank, peptona y cisteina.

El medio TPS-1 introducido por Diamond (1968) para el cultivo de
Entamoeba histolytica se modificé con triptona, lo que permitidé el crecimiento de

Giardia.

En 1978, Diamond y otros investigadores, introducen el medio TYI-S-33
para el cultivo de E. histolytica, y en 1983 Keister, Farthing y otros, determinaron
que el medio TYI-S-33 con bilis de bovinos promovia el crecimiento de trofozoitos

de Giardia (Radulescuy Mayer, 1990).

1.6 Mecanismos patogénicos

La adhesion de los trofozoitos de Giardia al epitelio intestinal, involucra estructuras
especializadas, como el disco suctor, la cresta lateral, proteinas contractiles y

lectinas, entre otros. La interaccion de lectinas con el epitelio intestinal produce



exfoliacion, lisis celular, aumento del indice mitético y aplanamiento de las
microvellosidades. Giardia tiene una lectina que se une a un receptor de
membrana, induciendo alteraciones del epitelio intestinal (Farthing et al., 1986; Lev
et al., 1986). La Alpha-1 giardina es una proteina inmunodominante de Giardia que
esta relacionada con las anexinas y proporciona un mecanismo de union al epitelio
(Weiland et al., 2003; Weeratunga et al., 2012). La adhesién de los trofozoitos a la
mucosa intestinal provoca la alteracion de solutos (iones de cloruro y sodio,
glucosa, proteinas), disposicion anormal de moléculas involucradas con el
citoesqueleto (a-actinina, miosina F-actina) y ruptura de uniones intercelulares
(claudina, ZO-1) que conduce a la activacion de la senalizacién apoptotica; la
interaccion del disco suctor con los enterocitos genera lesiones en las

microvellosidades del epitelio (Erlandsen et al., 1988; Bazan-Tejeda et al., 2010).

En cuadros clinicos cronicos se ha observado una disminucion de la
superficie de las microvellosidades intestinales, por tanto, conduce a la reduccion
de la absorcién de sodio-glucosa, provocando una pérdida de la funcién de la
barrera intestinal lo que conduce a diarrea (Troeger et al., 2007; Bazan-Tejeda et

al., 2010).

Las sales biliares contribuyen al ciclo de vida de Giardia, se ha demostrado,
que la presencia de bilis a bajas concentraciones, estimula el crecimiento del
parasito y reduce el tiempo de cada generacion, siendo un importante factor de
colonizacion. Los trofozoitos compiten con el hospedero por sales biliares y la
diminucion de éstas aportan a la malabsorcion, deteriorando la solubilizacion

micelar (Farthing et al., 1985). Giardia también compite con las células epiteliales
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por la arginina, sustrato crucial utilizado por la 6xido nitrico sintetasa (NOS) para
formar oxido nitrico (NO), al tomar arginina inhibe la produccion de NO, lo que

facilita la colonizacion de intestino delgado humano (Eckmann et al., 2000).

Ademas, el parasito presenta variacion antigénica, por medio de proteinas
variables de superficie (VSP), en su genoma se encuentran 150 a 200 genes que
codifican para estas proteinas y solamente una VSP se expresa en la superficie de
los trofozoitos en cierto momento. Estas proteinas tienen un dominio
transmembranal altamente conservado y una porcidén carboxilo-terminal citosolica
que comprende 5 aminoacidos (CRGKA), son proteinas ricas en cisteina, se unen
a zinc y otros metales pesados; la coordinacion del metal estabiliza las VSP,
provocando resistencia al ataque proteolitico en el intestino delgado e inhibe la
absorcién de zinc o hierro, y evade la respuesta inmune del hospedador (Pimenta

et al., 1991; Lujan et al., 1995; Singer et al., 2001).

Giardia produce apoptosis en enterocitos dependientes de la caspasa-3, se
correlaciona con la ruptura de uniones celulares a nivel de ZO-1 y un incremento
en la permeabilidad epitelial, ademas la interaccion de los trofozoitos y las células
epiteliales produce hiperplasia en las células caliciformes, lo cual es, perjudicial

para la barrera epitelial (Chin et al., 2002; Ponce-Macotela et al., 2008).

11



1.7 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas asociadas con la giardiasis son variables, se
presentan individuos asintomaticos y sintomaticos. La infeccion asintomatica
ocurre tanto en adultos como en nifios, estos ultimos son mas susceptibles a la
infeccion por su sistema inmune, por sus actividades y juegos, lo que facilita la
trasmision (Pickering et al., 1984; Eckmann y Gillin, 2001; Donowitz et al., 2016;

Quigui-Cota et al., 2017).

La forma sintomatica presenta un amplio espectro manifestaciones y se
divide en giardiasis aguda y giardiasis crénica; en la aguda lo sintomas se
desarrollan después de un periodo de incubacion que va de 7 a 14 dias, y pueden
durar de dos a cuatro semanas. Los sintomas incluyen: diarrea, malestar, heces
con mal olor, dolor abdominal transprandial, flatulencia, nauseas, pérdida de peso,

vomito, fiebre, estrefiimiento y urticaria (Hill y Nash, 2011).

La giardiasis cronica puede seguir de la fase aguda o se desarrolla en
ausencia de la fase aguda, algunos de los sintomas presentes son: heces
diarreicas, esteatorrea, pérdida de peso, mala absorcion de nutrientes, sales
minerales y vitaminas A y B12, malestar, fatiga, depresion, colico abdominal,

flatulencia, etc. (Singh et al., 2000; Buret, 2007; Cantey et al., 2011).

1.8 Diagnéstico

El diagndstico de la giardiasis se realiza de diferentes maneras, la mas usual es
mediante los andlisis coproparasitoscépicos (CPS) para la identificaciéon de
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trofozoitos y quistes. También existen métodos de diagndstico indirecto; tales

como los inmunoldgicos y moleculares (Soares y Tasca, 2016).

En la fase aguda los pacientes con diarrea, generalmente se eliminan
trofozoitos y pocos quistes; por esta razon, se indica el examen directo en fresco
para la busqueda e identificaciéon de trofozoitos de Giardia (Vazquez y Campos,

2009).

Los CPS cualitativos de concentracion-flotacién, son utiles porque
concentran las estructuras de resistencia. Ademas, las muestras pueden
procesarse frescas o fijadas con acetato de sodio acido-acético-formaldehido
(SAF), acetato de sodio-acido acético-formol (PAF) o alcohol-polivinilico (PVA).
Estos métodos proporcionan 96% de rendimiento si se procesan tres muestras

(De Haro, 1995; Noemi, 2013).

Existen otras estrategias de diagnéstico cuando no se encuentran quistes
de Giardia, pero el cuadro clinico sugiere esta parasitosis. Estos métodos
especiales son invasivos, por ejemplo, el aspirado y biopsia duodenal (Noemi,

2013).

La necesidad de métodos indirectos rapidos y sencillos estimulo el
desarrollo del ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la
deteccion de coproantigenos de Giardia (Rodriguez y Rivera, 2011). Las pruebas
inmunoldgicas son un método importante. Existe un estuche (kit) de ELISA que
reconoce el antigeno GSA-65 en heces; se ha visto que se encuentra en menores

concentraciones en el trofozoito que en los quistes de Giardia, ademas este
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antigeno es estable bajo un almacenamiento prolongado de entre 4° a -20°C y
resistente a enzimas proteoliticas (Rosoff y Stibbs, 1986 a, b). Se ha reportado
que este estudio tiene una sensibilidad del 99% lo que representaria una buena

alternativa de costo-beneficio (Caccio, 2004).

Las técnicas moleculares son herramientas para identificar a Giardia
intestinalis, son efectivas y ampliamente utilizadas; ademas ofrecen la
diferenciacion nivel especie y genotipo. La mayoria estan basados en el analisis
de la subunidad del RNA ribosémico (SSU-rRNA), B-giardina (bg), glutamato
deshidrogenasa (gdh), factor de elongacion 1-alfa (ef-1), triosa fosfato isomerasa
(tpi), y las proteinas variables de superficie (vsp) (Caccidé, 2008; Rayani et al.,

2013).

1.9 Tratamiento

Para el tratamiento de la giardiasis hay medicamentos que deben administrarse
tanto en pacientes con giardiasis asintomatica como sintomatica. Sin embargo,
los agentes presentan efectos adversos o hay cepas resistentes (Gardner y Hill,

2001).

En Tabla 2 se muestran algunos farmacos para el tratamiento de la

giardiasis.
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Tabla 2. Agentes antimicrobianos para el tratamiento de la giardiasis

Compuesto Ejemplo Mecanismo de accién

Intercalacion de DNA

Acridinas Quinacrina Inhibicion de la sintesis de
DNA
Quinolinas Cloroquina Desconocido
Nitrofuranos Furazolidona Inactivacion del DNA/proteinas
blanco
Aminoglucdsidos Paromomicina Posiblemente inhibicion de la

sintesis de proteinas

Nitroimidazoles Metronidazol, tinidazol Inactivacion del DNA/proteinas
blanco
Benzimidazoles Albendazol, mebendazol Unioén a tubulina, interferencia

con citoesqueleto
Inactivacion del DNA/proteinas

Nitrotiazoles Nitazoxanida blanco

Tabla modificada de Watkins y Eckmann (2014)

El metronidazol y la furazolidona, producen radicales toxicos; la resistencia
del primero se correlaciona negativamente con la concentracion intracelular de
piruvato ferrodoxin oxidorreductasa (PFOR), conduciendo a una disminucién en la
captaciéon de metronidazol libre, mientras que la resistencia a la furazolidona se
debe a un aumento en las enzimas cicladoras de tiol (Upcroft et al., 1990; Muller et

al., 2011).
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Los compuestos nitroheterociclicos ingresan a la célula por difusién pasiva
e inducen estrés oxidativo, danando proteinas y el DNA (Leitsch et al., 2012).
Giardia utiliza una elaborada red antioxidante para proteger las metaloenzimas
sensibles al oxigeno incluyendo PFOR, ferrodoxina y nitroreductasas que
contienen ferrodoxina, enzimas que estan implicadas en el metabolismo de
nitroheterociclicos. La inhibicion funcional de enzimas oxidorreductasas es

importante para la resistencia (Upcroft et al., 1990; Ansell et al., 2015).

Otros tratamientos alternativos a los que se han recurrido, debido a la
resistencia de las cepas y efectos secundarios de los farmacos, son los
metabolitos secundarios producidos por plantas. Se ha demostrado que algunas
especies tales como Castela tortuosa (chaparro amargoso), Plantago major
(orejas de burro), Justicia spicigera (Moyotle), Haematoxylon campechianum (Palo
de tinte), Lippia graveolens (orégano), entre otros, inhiben el crecimiento de
Giardia (Ponce-Macotela et al., 1994). Ponce-Macotela et al. (2006) mostraron que
el extracto de Lippia graveolens, result6 mas potente que el tinidazol. Los
trofozoitos perdieron su tamano, forma y mostraron un dafio en la estructura del
nucleo. Esto muestra que un enfoque etnofarmacolégico, también es importante

contra la actividad giardicida.
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1.10 Epidemiologia

Giardia tiene distribucion cosmopolita, es el parasito protozoario intestinal mas
comun, tanto en paises en desarrollo, como en paises desarrollados. En Asia,
Africa y América Latina, se estima que cerca de 200 millones de personas
padecen giardiasis sintomatica, con 500,000 nuevos casos cada afio (WHO, 1996;
Lane y Lloyd, 2002). Para la Unién Europea se confirm6 5.3 casos por 100,000
habitantes, los paises con mayor indice pertenecieron a Reino Unido y Alemania
(ECDC, 2015). La giardiasis es una parasitosis zoonotica re-emergente
(Thompson, 2000). Se define a las zoonosis como enfermedades de animales que
se transmiten a humanos y enfermedad re-emergente al aumento de incidencia en
los ultimos anos (Schmitt y Roberts, 1985; Cruz-Reyes y Camargo-Camargo,

2001).

Debido a su alta prevalencia la giardiasis se ha incluido dentro de las
enfermedades desatendidas (Savioli et al., 2006). Sin embargo las estimaciones
varian mucho, porque la enfermedad solo tiene registro obligatorio en algunos
paises. En nuestro pais, muchas enfermedades parasitarias no tiene dicho
registro, ademas el diagndstico puede diferir en sensibilidad y la infeccion puede

ser asintomatica (Caccio y Sprong, 2011).

En el 2015 en México se reportaron 63 722 casos de giardiasis, siendo
Sinaloa y Yucatan los estados con mayor frecuencia de esta parasitosis (Quezada

y Ortega, 2017).
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1.11 Prevencion

Las medidas preventivas incluyen: el lavado de las manos antes de ingerir
alimentos y desinfeccion de los mismos. Evitar alimentos crudos, consumir
liquidos embotellados o ebullicion para potabilizacion de agua. Por otra parte se
requiere de la eliminacién adecuada de los desechos de humanos y animales (Hill,

1993; Gascon, 2001).
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1.12 Antecedentes

Son escasos los reportes de invasion de los trofozoitos de Giardia intestinalis al
epitelio intestinal (Brandborg et al., 1967; Morecki y Parker, 1967; Saha y Ghosh,
1977; Fleck, 1985; Sinelnikov et al., 2009). Martinez-Gordillo et al. (2014)
reportaron un caso que demuestra en una biopsia de un paciente con dolor
abdominal y malabsorcién de lactosa, trofozoitos de G. intestinalis por debajo del
epitelio intestinal. A partir de las heces lograron aislar quistes, permitiendo tener
trofozoitos in vitro y mantenerlos en cultivo, también se genotipificé y pertenecio al
ensamble A, grupo genético A2, y se designé como aislado HGINV (Humano
Giardia, INVasora). Sin embargo, no se sabia si después de crecer en cultivo
mantendria esta capacidad. Por esta razén, se reprodujo la infeccion en un
modelo in vivo. Se inocularon gerbos (Meriones unguiculatus) con el aislado
invasivo (HGINV) y se usé como control el aislado WB: se observd que existen
aislados invasores como el aislado HGINV que mantuvo su propiedad invasiva y
aislados que no tienen capacidad invasora como el aislado WB. El trabajo sugiere
que los pacientes con esteatorrea, dolor abdominal y malabsorcion de lactosa

podrian albergar trofozoitos invasivos (Reynoso-Robles et al., 2015).
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El trabajo de Ringqvist et al. (2011) muestra una serie de 30 genes que se
sobre-expresan en la interaccion células epiteliales intestinales (células Caco2) y
trofozoitos de G. intestinalis del aislado WB, en diferentes tiempos 1.5, 6 y 18
horas, uno de esos genes mas altamente sobrexpresado a las 18 horas, fue el

5800, que contiene un dominio a union a lipidos y un peso de 29 kDa.
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2. JUSTIFICACION

La importancia de este trabajo radica en que, dada la poca informacidén que existe
sobre el aislado invasor de Giardia intestinalis, es esencial coadyuvar al disefio de
herramientas moleculares, con la finalidad de generar conocimientos entre un

aislado invasor de uno no invasor, y conocer la interaccién huésped-parasito.

3. OBJETIVO

Obtener una proteina recombinante a partir del gen 5800 de unién a lipidos, que
se sobre-expresa en la interaccion huésped-parasito in vitro (células Caco2-

Giardia) a partir del aislado HGINV (invasor).

3.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Evaluar la presencia de la proteina 5800 en aislado HGINV, mediante

inmunodeteccion.

4. HIPOTESIS

Dado que se ha documentado que los trofozoitos de Giardia (no invasiva) tiene un
gen que codifica a una proteina de aproximadamente 29 kDa que se une a lipidos,

se espera que los trofozoitos invasivos también tendran este gen.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cultivo y mantenimiento de los trofozoitos

Los trofozoitos de Giardia del aislado INP220806-HGINV se crecieron en medio
TYI-S-33 (Ponce-Macotela et al., 1990) a 37°C. Para su mantenimiento cada 36

hrs., se obtuvo una alicuota de 200 pL y se sembrd en medio nuevo.

5.2 Obtencion de acidos nucleicos

Los tubos con trofozoitos en fase log, se incubaron a 4 °C/10 min. para desadherir
a los trofozoitos de las paredes de los tubos; posteriormente, se centrifugaron a
3500 rpm/15 min. Los trofozoitos se cosecharon, para eliminar los residuos del
medio de cultivo se lavaron dos veces con solucion salina de fosfatos 7.2 (PBS) y

se pusieron en un tubo Eppendorf.

Para obtener los acidos nucleicos, se les agregé 300 pL de la solucion de
lisis (anexo) y 20 uL de proteinasa K (10mg/mL) (anexo) y se incubaron a 56°C
toda la noche. Posteriormente, a la muestra contenida en el tubo se le agregd
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (50:49:1), se mezclé suavemente durante 10
min. y se centrifugé 12000 rpm/4°C/10 min., se obtuvo el sobrenadante (sin tocar
el fenol) y se depositd en otro tubo Eppendorf, se realizaron otras dos extracciones
fendlicas y una ultima con cloroformo. Los acidos nucleicos se precipitaron con
1000 uL de etanol absoluto a -20°C y una décima de acetato de sodio 3M, el tubo
se mantuvo a -20°C durante toda la noche. El tubo se centrifugd 12000
rom/4°C/10 min., el etanol se decantd y el precipitado se resuspendié en 30 ulL

Tris/EDTA (TE) (anexo).
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Para eliminar el RNA de la muestra, ésta se traté con 10 yL de RNAsa
(10mg/mL) (anexo) y se incub6 a 37°C/30 min. Posteriormente, se realizd una
extraccion fendlica (fenol/cloroformo/alcohol isoamilico), se centrifugd a 12000
rom/4°C/10 min., se obtuvo el sobrenadante, se precipitdé con acetato de sodio 3 M
y etanol absoluto a -20°C y se incubo6 toda la noche a -20°C. Se centrifugd a

12000 rpm/4°C/10 min., se decanto y el precipitado se resuspendié en 30 uL TE.

La pureza y concentracion del DNA se midid en un NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). La integridad se determind mediante electroforesis; en un
matraz se colocaron 30 mL de TBE 1X (anexo) y 300 mg de agarosa. La agarosa
se fundié y se afadié 1 pL (10 mg/mL) de bromuro de etidio, se mezclo y vertié en
el molde para la electroforesis. Se dejo solidificar a 4°C/30 min. El molde se coloco
en la camara y se afnadio TBE 1X. A 1.0 yL de muestra se le agregaron 3 pL del
amortiguador de carga (anexo) y se colocaron en los pozos del gel. La
electroforesis se corrié a 60 volts, 30 mA y 1:30 hrs. Las bandas de DNA se

observaron en un transiluminador de UVP (Bioimaging Systems) y se registraron.

5.3 Secuencia del gen 5800

La secuencia del gen que codifica a la proteina 5800 se obtuvo del genebank:

ATGCTTTCTTTAAATAAAATGCCGCTTTTCAAGGGCACCATTCCGCAGGACAG
CTGGGCCGATATCAGGAGCGTGGGTTCCAAGGGCCTTGAGCATGCGCTGAA
GCTCCTCACCACATCGTCCTGGGGCGACCCAAAGGTCGAGGAGGGGCTTAC

GACGACGACTACCAAGGTCGAGGGCAGCAAGATGGTGGCTCTCAAGGCCGA
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GCTCGAGATTCCCTACCCCATCCAGAGCTGCATCGCGTGCCTCTACGGGAAC
ATCGATGTCGATGAGAGTTCACCGGCCGAGGCTCGTGAGAAGTACCCGTTTC
GCAAGGCACACTGGTCCTCGAAGGAGGATGAGGCTCACTCCCAGAAGATCCA
CGACTACATCGACCCAAAGACGTACGACAGCGTTGAAGGCGGCGAGCCGAG
TACGACCTCACTGCCCTGGTCCATTACGTTGTTGCCTCGCCGTCCTCGATTGT
CGCTCCACGCGAGTTCATCACCGTGCGGGTTTGCCGCGAAGTCGAGAAGGT
CGATGGCAGACGTCGTCTCTGCGTCGCGAACACTTCGTGGCAGCCAGCGAAT
CTAGCAGAGATCATCCCCGAAGCCACAAAGGCTGAGAAGTGGGTCCGCGCC
ATTGTGCATGCCCAGCTCTTTGTCTTCGAGGAGACAGCGCCCGGGAGTGGCA
AGACTAAGGCGACGTTCATGGTCCATACGGATCCGTGTGGGAATGTCCCTGC
AATGATTGCCAACAAGGTCATCATCCATCAGGCCTCAACGCTTACCAGCATCA

AGACGACTCTAGAGAAGCTCCTTAAGTAG

5.4 Amplificacion del gen 5800 de Giardia intestinalis mediante la Reaccién

en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se disefd los oligonucledtidos para amplificar el gen 5800 que tiene 807 pb y

corresponde a la proteina hipotética con dominio start de union a lipidos.

Los oligonucledtidos utilizados fueron:
MG5800F 5 CACCATGCTTTCTTTAAATAAAATGCCGCTTTTCAAGGGC-3’ vy

MG5800R 5-CTACTTAAGGAG CTTCACTAGAGTCGT-3'.
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La mezcla maestra de reaccion contenia 147 puL de agua estéril; 20 pL de
GeneAmp 10X PCR Gold Buffer; 10 mM de dNTP’s; 10 pM de cada
oligonucledtido; 2.5 U/uL de AmpliTaqg Gold DNA polymerase; 2 mM de MgClzy 50
ng de DNA de G. intestinalis aislado HGINV. El volumen final de cada PCR fue de

50 L.

El gen se amplificé en el termociclador (GeneAmp PCR System 9700
Applied Biosystems), con el programa 5800LB bajo las siguiente condiciones:
desnaturalizacion a 95°C/10 min., 30 ciclos a 95°C/20 seg., 55°C/20 seg. y

72°C/1.20 min. y un ciclo de extensién 72°C/7 min.

5.4.1 Electroforesis en gel de agarosa para la deteccién del producto de
la PCR del gen 5800
Los amplicones se identificaron en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE
1X'y 1 yL (10 mg/pL) de bromuro de etidio. Las muestras con el amortiguador de
carga se pusieron en los pozos y la electroforesis se corrié a 60 volts, 30 mA, y
1:30 hrs. Se observd en un transiluminador de UV (Biolmagic Systems) y se

reqgistro.

5.5 Restriccion del producto de la PCR mediante la enzima Rsal

La endonucleasa Rsal reconoce la secuencia GT_AC. EIl gen 5800 presenta tres
sitios de corte con esta enzima y se generan cuatro productos de 392 pb, 301 pb,

84 pb y 30 pb (Figura 4).
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Figura 4. Secuencia del gen 5800. Los sitios de corte con la endonucleasa Rsal
estan marcados en color rojo.

La identidad del gen se comprob6é por medio del patron de restriccion
producido por esta endonucleasa. En un tubo Eppendorf la mezcla de reaccion
contenia 9 pL de agua estéril, 2 uyL de 10X Buffer Tango, 2 U de Rsal (10 u/uL
Thermo Scientific) y 9 uL de los productos de PCR. El tubo se incubé a 37°C/2
hrs. y posteriormente se le puso el amortiguador de carga y se corrié en un gel de
agarosa al 2 % a 60 volts, 30 mA y 1:30 hrs. Se observo en un transiluminador UV

y se registré.
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5.6 Restriccion del producto de la PCR mediante la enzima Bgl|

También se utilizd la endonucleasa Bgll para corroborar la identidad del gen
amplificado. Esta enzima reconoce la secuencia GCCNNNN_NGGC. El gen 5800

presenta un sitio de corte, con dos productos de 598 pb y 209 pb (Figura 5).

Figura 5. Secuencia del gen 5800. Los sitios de corte con la endonucleasa Bgll
estan marcados en color rojo.

La mezcla de reaccién contenia 9 pyL de agua estéril, 2 uL de 10X Buffer O,
5 U de Bgll (10 u/uL Termo Scientific) y 9 uL de los productos de PCR. Los tubos
se incubaron a 37°C/2 hrs. Posteriormente a cada muestra se le agregd el
amortiguador de carga; se preparo el gel de agarosa al 2% en amortiguador TBE

1X'y 1 pL (10 mg/uL) de bromuro de etidio, las muestras se colocaron en los

27



pozos Yy la electroforesis se corrié a 60 volts, 30 mA y 1:30 hrs. Se observo en un

transiluminador UV y se registré.

5.7 Clonacion del amplicon de 807 pb en el vector pET 151/D-TOPO

El amplicon que se obtuvo se clond en un kit de expresién pET direccional TOPO
siguiendo las instrucciones propuestas por los proveedores (Invitrogen, 2006). Se

utilizé el vector pET 151/D TOPO (Figura 6).

Figura 6. Mapa del vector pET 151/D-TOPO utilizado para la clonacién y expresion
del gen 5800.

Para la clonacion se hizo una mezcla con 3 pL del producto amplificado de
la PCR de la muestra 2 del DNA de Giardia, 1 yL de solucion de sal (NaCl y
MgCl2), 1 uL de agua estéril y 1 del vector TOPO. La mezcla se homogeneizé
suavemente y se incubd 5 min./temperatura ambiente. La reaccion se almacené a

4°C hasta la transformacion.
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5.7.1 Transformacion en E. coli One Shot TOP 10

Para la obtencion de células competentes se utilizé el método del cloruro de calcio

sobre células de Escherichia coli TOP 10.

Para la trasformacion se utilizaron las células competentes con la reaccion de
clonacion, la muestra se coloco en un bafio de hielo/30 min. Posteriormente se dio
un choque térmico a 42°C/30 seg. e inmediatamente se colocd a 4°C/20 min.
Después, se le agregaron 250 uyL de medio S.0.C. (Caldo superdptimo con
represion por catabolito) y se incubé a 37°C/1 hr. Se centrifugd, se sembré en

agar Luria (LB) con ampicilina (50 mg/L) y se incubo6 a 37°C/toda la noche.

5.7.2 Extraccion de DNA plasmidico para transformacién en BL21

Para obtener el plasmido se utilizé el método de lisis alcalina, el plasmido se usé

para transformar la E. coli BL21.

Una colonia de bacterias se crecié en 10 mL de medio Luria caldo (LB) con
ampicilina (50 mg/L) y se incub6 a 37°C/toda la noche. Posteriormente toda la
muestra se centrifugé a 3500 rpm/15 min., el precipitado se coseché y lavé con
PBS. EIl precipitado se resuspendid en 225 pyL de amortiguador de glucosa
(anexo) y se afadido 75 uL de lisozima (8 mg/mL). La muestra se incubd 5
min./temperatura ambiente; después se le anadieron 600 pyL de una solucion de

0.2 M de NaOH + 1% de SDS y se incubd en un bafio de hielo/5 min.

A la muestra se le agregaron 450 uL de acetato de potasio 3M, se

homogenizo, se centrifugd a 12000 rpm/12 min./4°C, el sobrenadante se recuperd
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y se le afadidé 750 pyL de isopropanol, se mezclé y se incub6 a -20°C/15 min.
Posteriormente se centrifugdé 12000 rpm/12 min./4°C, el sobrenadante se
descarto, el precipitado se resuspendio con 400 uL de TE y se le agreg6 40 uL de
acetato de sodio 3 M. Para eliminar el RNA, a la muestra se le agrego 10 pL de
RNAsa A (10 mg/mL) y se incub6 a 60 rpm/37°C/30 min. Se llevo a cabo una
extraccion con fenol/cloroformo, el sobrenadante se resuspendi6é en 30 yL de TE y
se visualizé en un gel de agarosa al 1.5% (anexo). La electroforesis se corrié a 60

volts, 30 mA y 1:30 hrs. Se observé en un transiluminador UV y se registro.

5.7.3 Identificacion de clones recombinantes pET151-5800 por PCR del

gen 5800

Para asegurar que el plasmido tuviera el gen insertado, se realizé una PCR,
utilizando el DNA plasmidico obtenido bajo las mismas condiciones de
amplificacion para el gen de 807 pb. Se visualizdé en un gel de agarosa al 1.5%.

Se observo en un transiluminador UV y se registro.

5.8 Transformacion en BL21 Start (DE3)

Para la transformacion de la BL21 Start (DE3) se siguié la informacion contenida
en el manual (Invitrogen, 2006). Brevemente: 10 ng del DNA plasmidico y un vial
con BL21 Start (D3) se mezclaron, se incubaron en hielo/30 min., y se dio un

choque térmico a 42°C/30 seg. la muestra posteriormente, se transfirid a un

30



recipiente que contenia hielo, se le anadié 250 yL de medio S.O.C y se incubd a
37°C/30 min. La mezcla se colocé en medio LB sélido, con ampicilina y se incub6

a 37°C/ toda la noche.

5.8.1 Preparaciéon de muestras BL21

Una colonia de BL21 Start se incub6 en 5 mL de medio LB liquido con ampicilina
a 37°C/toda la noche. Posteriormente, una alicuota de 500 pl del cultivo se colocé
en 10 mL de medio LB liquido con ampicilina y se incubé a 37°C/2 hrs. La

muestra se dividid en dos lotes:

El primero se cosechd y se elimino el sobrenadante. El pellet se almaceno6

a -20 °C hasta su uso. Esta muestra corresponde al lote no inducido.

El segundo se indujo afadiendo IPTG a 1 mM, se incub6 a 30°C/24 hrs.
Después se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El precipitado fue
resuspendido en solucién de lisis (anexo), la mezcla fue lisada con ciclos de
congelacion/descongelacion. Se centrifugd a 12000 rpm/4°C/10min. a 4°C para
las proteinas insolubles y el sobrenadante se transfiri6 a otro tubo para las
proteinas solubles. Se mezclé cantidades equivalentes de sobrenadante
(proteinas solubles) y 2X SDS-PAGE (anexo), y 500 pyL de 1X SDS-PAGE con el

precipitado (proteinas insolubles), ambas muestras se hirvieron durante 5 min.

Para el lote no inducido se mezclé en 80 pyL de 1X SDS-PAGE, se hirvid

durante 5 min.
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5.8.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las muestras (20 pL) se corrieron en un gel de acrilamida al 12% a 280 V, 30
mA, 10 W y 1:30 hrs. Para visualizar las proteinas, se llevo a cabo una tincion de
plata siguiendo las instrucciones de los proveedores (Bio-Rad, s.a). Brevemente:
El gel se coloco en un recipiente donde se fij6 con 40% metanol/10% acido
acético, 30 min. Se aplicé dos veces 10% etanol/5% &acido acético, 15 min. Se
puso el reactivo oxidante (anexo) 5 min. y se lavo el gel con agua desionizada. Se
afadio el reactivo de plata (anexo) 20 min. y se lavo de nuevo el gel con agua
desionizada, se adicion6 el reactivo revelador (anexo) hasta que aparecio un
precipitado marron y la reaccion se paré con 5% de acido acético. Todos los

reactivos anadidos fueron de 50 mL.

El gel se lavo con 50 mL de agua desionizada, se agregd 2 mL de glicerol, se
dejo durante toda la noche en agitacion a temperatura ambiente. Fue colocado en
celofan y se secé en un secador de geles (BioRad Model 543 Gel Dryer) por 1

hora.

5.9 Purificacion de la proteina de 29 kDa por cromatografia de afinidad a Ni-

NTA

Para la purificacion de la proteina se utilizé el protocolo de Ni-NTA bajo

condiciones nativas (Thermo Fisher manual, s.a).
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Las bacterias transformantes BL21 en 50 mL de medio Luria se incubaron a
37°C/toda la noche, el cultivo se transfirio a 500 mL de medio LB con ampicilina, y
se incubd a 37°C/2 hrs. con agitacion y se indujo anadiendo IPTG 1mM. Se
incubo a 30°C/toda la noche. Las células se cosecharon, se lavaron con PBS y el
precipitado se resuspendié en 8 mL de amortiguador nativo de union (anexo), se
afadid 8 mg de lisozima y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 mM. La
solucion se coloco en hielo y se dio sonicacién (Branson 250) con una micropunta
y control de ajuste de 3, se dieron 7 ciclos de 15 segundos con 45 segundos de
descanso entre cada uno; posteriormente se centrifugd a 3500 rpm/4°C/ 10 min.,

y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo.

El lisado que se obtuvo se colocé en la columna de Ni-NTA previamente
preparada (anexo), y se mantuvo a 4°C/1 hr., se aspiro el sobrenadante y se tomé
una alicuota de 500 uL que fue almacenada a -20°C, se lavd con 8 mL de
amortiguador nativo de lavado (anexo), se resuspendio por inversiéon y se aspiro el
sobrenadante. A la columna se le afadié 8 mL del amortiguador nativo de elucion,
se resuspendid y todo el sobrenadante fue colectado; posteriormente se
centrifugd a 5000 rpm/4°C/30 min. en una unidad Amicon en un tubo de

centrifuga, para concentrar a la proteina.

La cuantificacibon de la muestra purificada se realizdé en un
espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan GO) a una longitud de onda de

280 nm. Tomando en cuenta un coeficiente de extincién de 1.
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Para liberar la cola de histidina se utilizé el Kit TEV proteasa (Invitrogen,
2013). Brevemente: En un tubo de microcentrifuga se colocé 20 pg de la proteina
purificada, 7.5 pl de 20 x TEV amortiguador, 1.5 yl 0.1 M DTT, 1 yl AcTEV
Proteasa y el resto de agua para un volumen final de 150 pl. La mezcla se incubd
a 4°C/2 ors. Se colocaron 15 ug de cada muestra en un gel de acrilamida al 12%

y se tind con Coomasie blue.

5.10 Produccion de anticuerpos policlonales a partir de la proteina

recombinante

Se siguio un protocolo de inmunizacion de tres (15, 15, 10).

Dos ratones hembras de la cepa BALB/c se inmunizaron por via
intraperitoneal con 30 ug de la proteina purificada en adyuvante completo de
Freund en un protocolo 1:1. A los 15 dias fue con 1:3 y finalmente solo con el
antigeno, 10 ug en 50 ul de adyuvante. Se obtuvo sangre de la vena caudal para

obtener el suero.

Para obtener antigenos totales de G. intestinalis, los trofozoitos del aislado
HGINV en fase log se cosecharon y lavaron con PBS pH 7.2. Se les agreg6 una
mezcla de EDTA, acido aminocaproico y DTT que se ajustaron a una
concentracion final de 1mM. Se lisaron ~mediante ciclos de
congelacion/descongelacion, se determind la concentracion de antigenos totales a

280 nm, y la muestra se almaceno a -70°C hasta su uso.
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5.10.1 Inmunodeteccion del antigeno

Se disolvieron en solucién amortiguadora de carbonatos, 15 ug/mL de antigenos

totales de Giardia, 15 pyg/mL de proteina purificada y PBS (control negativo).

Los pozos de la placa de poliestireno (Corning, 35090) se sensibilizaron
con 100 uL del antigeno de Giardia (15 pg/mL), la proteina recombinante y PBS.

La placa se incub6 4°C/ toda la noche.

Posteriormente, se hicieron tres lavados con 200 pL de solucién de lavado
(PBS-Tween-20 al 0.5%), se bloqued con 200 uL/pozo con solucién de bloqueo
(leche descremada al 5 %) (Anexo) a 37°C/30 min. Después, se colocaron 100 L
del suero de raton diluido 1:500 en solucion de lavado, se incub6o a 37°C/30 min.
Se lavd tres veces. Se adiciond el conjugado anti-lgG de ratén acoplado a

peroxidasa a una dilucién 1:500, se incubd a 37°C/30 min. y se lavo tres veces.

Se agregaron 100 L de solucion de cromégeno (5 mL de citrato de sodio
0.1M, 5 mL acido citrico 0.1 M, 4 mg de ortofenildiamina y 4 uL de H20:2 al 30%).
Se incubd 15 min. /temperatura ambiente, en la oscuridad. La reaccion se detuvo
con 100 uL/pozo H2SO4 2N (anexo). La absorbancias se leyeron en un lector de

ELISA a 450 nm.
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6. RESULTADOS

6.1 Cuantificaciéon y pureza de DNA

El DNA se obtuvo de dos lotes del aislado HGINV. En el primer lote se obtuvieron
12.8 ug y en el segundo lote fue 33.9 pg. La pureza se obtuvo de la diferencia
entre la absorbancia a 260/280 y la 6ptima esta entre 1.7 y 2. La muestra 2

presenté mayor concentracion (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion y pureza del DNA de Giardia intestinalis

Aislado Concentracion Pureza
HGINV (ng/uL) 260/280
Muestra 1 427.2 1.73
Muestra 2 1131.2 1.79

6.2 Integridad del DNA

La integridad del DNA de las dos muestras se observa en la Figura 7. En ambas
solamente se observa una banda mayor de 20 Kb. La del carril 2 intensamente

marcada.
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Figura 7. Gel de agarosa al 1% con las dos muestras de Giardia. Kb:
Kilobases. M: marcador de pares de bases (1 Kb); Carril 1: DNA de la muestra 1.
Carril 2: DNA de la muestra 2.

6.3 Amplificacion del gen 5800 de Giardia mediante PCR

El gen 5800 codifica a una proteina hipotética con dominio start de union a lipidos
de 807 pares de bases. La electroforesis muestra un amplicén de ~807 pares de
bases en las dos muestras obtenidas del aislado HGINV y la de una cepa de

referencia de Giardia (WB) (Figura 8).
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Figura 8. Gel de agarosa al 1% con los amplicones de ~807 pares. pb: pares
de bases; M: marcador de pares de bases (escalera de 100 pb); Carril 1: muestra
1; Carril 2: muestra 2. Carril 3: cepa de referencia WB.

6.4 Productos de la restriccion del gen 5800 con la endonucleasa Rsal

La Figura 4 muestra los sitios de cortes en el gen 5800 de Giardia que generan
productos de ~392, ~301, ~84 pb y ~30 pb. La restriccion de los amplicones del
gen 5800 con la endonucleasa Rsal generd los productos esperados a los

obtenidos in silico (Figura 9).
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Figura 9. Gel de agarosa al 2% que muestra los productos de la restriccién
del gen 5800 con la endonucleasa Rsal. Pb: pares de bases; M: Marcador de
pares de bases (escalera 100pb); Carriles 1 y 2: muestras 1 y 2 del DNA del
aislado de Giardia HGINV. Carril 3: aislado WB. En todos los casos se observan
bandas de ~392, ~301, ~84 pb y ~30 pb.

6.5 Productos de la restriccion del gen 5800 con la endonucleasa Bgll

La Figura 5 muestra el resultado in silico del sitio de corte del gen 5800 de Giardia
con la enzima Bgll. La identidad de los amplicones del gen 5800 también se
comprobd mediante el patron de restriccion con Bgll. En las tres muestras que se
restringieron con esta enzima generaron los productos esperados de ~598 y ~209

pb (Figura 10).
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Figura 10. Gel de agarosa al 2%, muestra los productos de la restriccion del
gen 5800 con la endonucleasa Bgll. Pb: pares de bases; M: Marcador de pares
de bases (escalera 100pb); Carriles 1 y 2: muestras 1 y 2 del DNA del aislado de
Giardia HGINV. Carril 3: cepa referencia WB. En todos los casos se observan
bandas de ~598 y ~209 pb.

6.6 Colonias de E. coli One Shot TOP 10 con el plasmido

La formacion de colonias de E. coli Shot TOP 10 transformadas en medio de
cultivo en agar que tiene ampicilina, garantiza que son células transformadas,
porque presentan el gen de resistencia a este antibidtico. En la Figura 11 se

muestran las colonias bacterianas.
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Figura 11. Caja e Petri con colonias transformantes de E. coli One Shot
TOP10, medio sélido LB con ampicilina.

6.6.1 DNA del plasmido

La electroforesis del gel de agarosa muestra un producto > 5 Kb que corresponde

al DNA del plasmido, extraido mediante lisis alcalina (Figura 12).

Figura 12. Gel de agarosa al 1.5 % con una muestra de DNA del plasmido. Kb:
Kilobases. M: marcador de peso molecular (1 Kb). Carril 1: DNA plasmido
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6.6.2 PCR del DNA obtenido del pET151-5800

Para corroborar que el inserto de ~807 pb se encontraba en el plasmido, se
obtuvo el DNA y se amplificé el producto mediante PCR. En la Figura 13 se
observa un producto de ~807 pb a partir de una muestra 2 de DNA de trofozoitos

de Giardia y a partir del DNA del plasmido con el inserto.

pb M 1 2 3 4

807~

300-

Figura 13. Gel de agarosa con los productos amplificados a partir del DNA
del plasmido con el inserto de 807 pb. pb: pares de bases; M: Marcador de
pares de bases (escalera 50 pb);. Carril 1: DNA del aislado HGINV de G.
intestinalis. Carril 2, 3 'y 4: DNA del plasmido con el inserto.
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6.7 Colonias de bacterias BL21 Start (D3) de expresiéon

Después de que se corrobord que el plasmido si tenia el inserto, se procedié a la
insercion del DNA en las bacterias BL21 Start (D3) de expresion. La formacién de

colonias en medio de cultivo en agar con ampicilina se observa en la Figura 14.

Figura 14. Caja de Petri con colonias de bacterias BL21 Start (D3) cultivadas
en medio sélido LB con ampicilina.

6.7.1 SDS-PAGE para las proteinas expresadas en BL21

La proteina 5800 tiene un peso aproximado de 29 kDa. Para la electroforesis en
gel de acrilamida, se pusieron en cada pozo 15 ug de proteina de bacterias no
inducidas y de proteinas solubles e insolubles de bacterias inducidas. Para
visualizar las bandas se utilizé la tincién de plata; como se puede observar en la

Figura 15 se aprecia una banda intensamente tefiida de 29 kDa en el carril 3 que
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contiene la proteina soluble, menos marcada en el carril 2 y muy difuminada en el

carril 1.

Fig. 15 Gel de acrilamida al 12% con proteinas expresadas en BL21. M:
Marcador de peso molecular (Broad range prestaied SDS-PAGE standard). Carril
1: Control — (Proteina de bacterias no inducidas). Carriles 2 y 3 Proteinas
insolubles y solubles de células transformadas, respectivamente.

6.8 Deteccion de proteina purificada en gel de acrilamida

La proteina recombinante de 29 kDa se purific6 mediante una columna Ni-NTA, la
concentracion total de la proteina purificada fue de 843 ug. Se pusieron 15 ug de
proteina en cada pozo de un gel de acrilamida al 12 %. Como se puede observar
en la Figura 16 la proteina con cola de histidina (carril 1), y las proteinas sin cola
de histidina (carriles 3 y 4) tienen un peso de 29 kDa.
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Figura 16. Gel de acrilamida con las proteinas recombinantes purificadas y
tefiido con azul de Coomassie. M: Marcador molecular (Anhidrasa carbonica, 29
kDa Sigma): Carril 1: Proteinas purificada con cola de histidina. Carril 2: proteinas
totales. Carriles 3 y 4: Proteina purificada sin segmento histidina.

6.9 Inmunodeteccién de la proteina recombinante en antigenos de Giardia

intestinalis del aislado HGINV

El resultado que se obtuvo del ELISA al sensibilizar la placa con la proteina
recombinante y las proteinas de trofozoitos de Giardia se muestra en la Tabla 4.
Para la reaccién antigeno anticuerpo se utilizé el suero del ratén inmunizado con
la proteina recombinante. Como se puede observar ambas estuvieron por arriba

del valor de corte.
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Tabla 4. Absorbancia obtenida de ELISA

Control — (PBS) Proteina Proteinas
purificada totales de
Giardia
Absorbancia 0.0778 1.05793333 0.1201

Valor de Corte = 0.1145 (Promedio del control negativo * tres veces su desviacion
estandar).

La Figura 17 muestra los pozos de la placa de ELISA sensibilizada con: A)
proteinas totales de Giardia, B) la recombinante purificada. Como se documenté
en la Tabla 4, en las proteinas de Giardia hubo una menor absorbancia en

comparacion con la proteina recombinante.

Figura 17. Placa de ELISA. A) Proteinas totales de trofozoitos de Giardia, B)
Proteina recombinante purificada, C) Control negativo (PBS).
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7. DISCUSION

En el Laboratorio de Parasitologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria
se cuenta con un aislado de Giardia intestinalis con capacidad de invadir el epitelio
intestinal (Martinez-Gordillo et al., 2014). Consideramos que es fundamental
estudiar las diferencias bioquimicas o moleculares del aislado invasor de otros
aislados no invasores. Por esta razon en este trabajo, el objetivo fue obtener una
proteina recombinante a partir del gen 5800, para que en un futuro se pueda

utilizar para el estudio de la interaccion hospedero-parasito.

Es importante mencionar que esta proteina 5800 pertenece a un dominio
START (proteina reguladora esteroidogénica) y que estos dominios son capaces
de unirse a lipidos, se sabe que transfieren lipidos entre membrana y estan
relacionados con el metabolismo de lipidos y sefalizacion celular (Poting, 1999;

Stocco, 2001).

Durante este proyecto, se purific6 el DNA de los trofozoitos de G.
intestinalis del aislado HGINV y se disefaron los oligonucleétidos para la
amplificacion del gen 5800 (Figura 7 y Figura 8). Se hizo un andlisis in silico para
determinar el numero de productos que se obtendrian a partir de la restriccién con
dos endonucleasas (Rsal y Bgll) y de esta manera asegurar que el gen
amplificado (~807 pb) era el esperado. Efectivamente, se pudo observar que el

patron de restriccion correspondio al obtenido in silico (Figura 9 y Figura 10).

El amplicon (~807 pb) del gen 5800 se introdujo en el vector pET151/D-

TOPO vy se reprodujo en E. coli OneShot TOP10. Pero, para comprobar que las
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transformantes y el inserto fuera correcto, se podia seguir dos estrategias: en la
primera, utilizar los patrones de restriccion del gen insertado y la segunda
mediante la extraccion del DNA plasmidico que ya se encontraba en la E. coli
OneShot TOP10, y posteriormente realizar una PCR con los primers del gen 5800.
Se optd por la segunda estrategia, porque la técnica es mas simple (Figura 11) y

los resultados mostraron que el inserto estaba en el plasmido (Figura 13).

Después se obtuvieron bacterias (E. coli cepa BL21) que expresaran el gen,
en este caso los cultivos fueron inducidos con 1 mM de IPTG. En todos los casos
se puso la misma concentracion de proteina y en el corrimiento electroforético de
las proteinas de las bacterias de expresion se pudo observar a la proteina (29
kDa) en mayor concentracion en el extracto de proteinas solubles que en las
proteinas insolubles (Figura 15). También se observd una banda (muy tenue) con

el mismo peso molecular en las bacterias no inducidas.

Se utilizé un sistema por medio de un pET que regula la expresion de un
gen recombinante bajo el promotor de la polimerasa T7 y el operador /ac. Studier
(2005) reportd la autoinduccidon de proteinas, en un cultivo de densidad alta, por
medio de lactosa ya presente en el medio o quimicamente definidos al comienzo
del cultivo, cuando los metabolitos como la glucosa se agotan durante el
crecimiento; provoca que la lactosa cause la induccion del operdn Jac, sin la

necesidad de afiadir un inductor (IPTG).

Xu et al. (2012) reportan que la lactosa y la galactosa también inducen la
produccion de proteinas en E. coli BL21 con operdn lac. Ademas, su estudio
mostré que el IPTG suprimid el crecimiento celular, mientras que la induccién con
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galactosa, permiti6 que los cultivos de E. coli tuvieran una densidad

considerablemente mayor, similar a los cultivos no inducidos.

Debido a que la electroforesis de las proteinas recombinantes mostraba una
gran cantidad de bandas decidimos purificar la que nos interesaba. Por tal motivo,
se purificé en una cromatografia de afinidad Ni-NTA y el segmento de histidina fue
removido. En la Figura 16 el carril 1, donde esta la proteina recombinante con la
cola de histidina se observa una proteina de 29 kDa y otras proteinas de
aproximadamente ~14 y ~40 kDa. Bolanos-Garcia y Richard (2006) reportan
proteinas nativas de E. coli que son co-purificadas junto la proteina de interés,
cuando se realiza cromatografia de afinidad sobre metales inmovilizados (IMAC);
reconoce tres mecanismos a la unién de la resina; un sitio de union de metales
que puede unirse (niquel o cobalto), la presencia de residuos de histidina que se
unen al metal y durante la purificacion se involucra glutatién sefarosa, aumentando
la posibilidad de que se una a sefarosa (componente de la resina) por medio de
interacciones hidrofobicas. Sin embargo, no se conoce el mecanismo exacto de
union.

Los dos contaminantes mas comunes en E. coli son ArA y SlyD, que se
co-purifican en cantidades casi iguales, en comparacion con la proteina objetivo.
Por lo cual, se infiere que las proteinas observadas en la Figura 16, corresponden
a contaminantes propios de E. coli. Para aumentar la pureza de la proteina se
recomienda utilizar pasos de purificacion multiples, reduciendo el rendimiento y
aumentando el tiempo y costo de purificacion (Andersen et al., 2013). La proteina

recombinante sin cola de histidina dio un patrén de 29 kDa.

49



Ya obtenida la proteina recombinante, era necesario producir anticuerpos
policlonales de esta proteina; el anticuerpo reconocié a las proteinas de trofozoitos

de Giardia invasora (Tabla 4 y Figura 15).

Como se describié anteriormente la importancia de esta proteina 5800 es
que se une a lipidos, por lo que se considera, indispensable para Giardia dado que
el parasito no sintetiza lipidos de novo y los adquiere del intestino delgado de su
hospedero. Yichoy et al. (2009) demostraron que los trofozoitos pueden
internalizar los lipidos directamente del medio de cultivo y transportarlos a
diferentes lugares, tales como: membranas plasmatica y nuclear; citoplasma y
reticulo endoplasmatico. Para el movimiento de moléculas de lipidos usa a la
actina y microtubulos; en Giardia los microtubulos constituyen numerosas
estructuras del trofozoito incluyendo el disco ventral, cuerpos basales, flagelos y

cuerpos medios (Crossley et al., 1986; Castillo et al., 2009).

En los parasitos protozoos, los fosfolipidos son esenciales para la sintesis
de la membrana y organelos; ademas, desempefian un papel clave en la
produccion de energia. En los parasitos intracelulares pueden alterar los
componentes de la membrana de sus hospederos e intercambiar restos lipidicos,
permitiendo que sobrevivan y se multipliquen (Vial y Ancelin 1991; Yichoy et al.,

2009).

Plasmodium falciparum, es un parasito intracelular responsable de millones
de casos de malaria, presenta una proteina START (PFA0210c) relaciona con la

transferencia de lipidos (Hill et al., 2016). En Plasmodium la trasferencia de
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lipidos, induce cambios radicales dentro de la célula huésped por medio de un

sistema de exomebrana (Sherling y van Ooij, 2016).

Finalmente, consideramos que la produccion de estas herramientas
(proteina recombinante a partir del gen 5800 de Giardia intestinalis y la obtencién
de anticuerpos policlonales) serviran para estudiar la interaccion hospedero-

parasito.
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8. CONCLUSIONES

Se obtuvo la proteina recombinante a partir del gen 5800, lo que nos permitié
generar una herramienta molecular, para estudios posteriores de interaccion

huésped-parasito.

Se evalu6 la presencia de la proteina 5800 mediante inmundodeteccién y se

demostro en antigenos de Giardia invasora.

9. PERSPECTIVAS

Obtener anticuerpos monoclonales a partir de esta proteina recombinante para el

analisis ultraestructural en la interacciéon hospedero-parasito.

52



10. ANEXO

Green y Sambrook (2012)

Solucioén salina de fosfatos (PBS) 10X

Reactivos Cantidad (g)
NaCl 8.006
KCI 0.2
NazHPO4 0.612
KH2PO4 0.19

Los reactivos se mezclaron en 800 mL de agua desionizada, se ajusté el pH a 7.2
y se afor6é a 1L. Para PBS 1X se tomaron 100 mL de la solucién 10X y se afor6 a

un 1L con agua desionizada.

Solucion de lisis

Reactivos Concentrada Necesaria Poner pL
TrispH 7.4 2M 10 mM 25

EDTA 0.5M 10 mM 100

NaCl 5M 50 mM 150

SDS 10 % 0.4% 200

H20 4525
Proteinasa K 10 mg/mL 200 pL 20
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En este orden se disolvieron los primero cuatro reactivos, se afor6 a 5 mL con
agua desionizada. La proteinasa K se agregé a los tubos que contenian las células

con la solucién de lisis.

Acetato de sodio 3M

Reactivo Cantidad
Acetato de sodio 3H20 40.8 g
H20 100 mL

Al acetato de sodio se le agregé 80 mL de agua, se ajusté el pH a 7.0, se aford a

100 mL y se esterilizé por autoclave.

Proteinasa K

Reactivo Cantidad
Proteinasa K 10 mg
TE 1 mL

La proteinasa K se disolvio en 1 mL de TE, se hicieron alicuotas de 100 uL y se

almacend a -20°C hasta su uso.

TE (Tris/EDTA)

Reactivo Cantidad

Tris 10 MM pH 7.4 500 pL del concentrado de 2 M
EDTA 0.1 mM pH 8 20 pL del concentrado de 0.5 M

H20 99.48 mL
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Se esterilizé por autoclave y se almacené a temperatura ambiente hasta su uso.

RNAsa
Reactivo Cantidad
RNAasa 10 mg
TE 1mL

La RNAsa se disolvido en 1 mL de TE, se dividié en 10 partes y se almacené a

-20°C.

TBE 20X (Amortiguador de Tris Boratos con Sal Disédica de Acido

EtilediaminaTetraacetico

Reactivo Cantidad
Tris Base 1 M 1219
Acido bérico 1 M 61.7 g
EDTA-Na2*2H20 20 mM 7.44 g
H20 desionizada 1000 mL

Los reactivos se disolvieron en 800 mL de agua desionizada, se aforé6 a 1 L y se

almacend a temperatura ambiente
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Amortiguador de carga

Reactivo Cantidad
Glicerina 10 mL
Xylenecyanol 25 mg
Azul de bromofenol 100 mg
H20 10 mL

Se colocd el azul de bromofenol en un matraz, se afiadio el agua destilada y la

glicerina. Se mezclo y se hicieron alicuotas, se almacen6 a 4°C hasta su uso.

Amortiguador de glucosa

Reactivo Cantidad

Tris-HCI 25 mM 125 uL del concentrado de 2 M
EDTA 10mM 200 pL del concentrado de 0.5
Glucosa 99 mg

Los reactivos se mezclaron y se aforaron a 10 mL con agua desionizada.
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Amortiguador de lisis

Reactivo Cantidad
KH2PO4 1M 0.3 mL
K2HPO41M 4.7 mL

NaCl 400 mM 23g
KCI 100 mM 0.75¢g
Glicerol 10 % 10 mL
Triton X-100 0.5% 0.5mL
Imidazol 10 mM 68 mg

Los reactivos se mezclaron, se ajusté el pH a 7.8 y se afor6 a 100 mL con agua

desionizada. Se almacend a 4°C hasta su uso.

Amortiguador de muestra 2X SDS-PAGE

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 0.5 M, pH6.8 2.5mL
Glicerol 100% 2mL
DTT (Ditiotreitol) 10 mM 15.4 mg
Azul de bromofenol 0.02g
SDS 0449

Se aforé a 10 mL con agua desionizada, se hicieron alicuotas y congel6 a - 20°C.

57



Amortiguador de muestra 1X SDS-PAGE

Reactivo

Cantidad

Tris-HCI 0.5 M, pH6.8
Glicerol 100%
DTT (Ditiotreitol) 10 mM
Azul de bromofenol

SDS

1.25mL

Se aforé a 10 mL con agua desionizada, se hicieron alicuotas y congelo6 a - 20°C.

Mezcla para preparar gel de acrilamida

Reactivo Separador 12 % Concentrador 4 %
mL mL
Agua desionizada 5.03 9
Acrilamida/Bis-acrilamida 6 1.98
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 3.75 -
Tris-HCI 0.5 M, pH6.8 _ 3.78
SDS 10% 0.15 0.15
TEMED* 0.0075 0.015
APS 10%* 0.075 0.075

Reactivos se mezclaron al final*
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Tris-Base 1.5 M, pH 8.8 (Amortiguador del gel separador)

Reactivo Cantidad g

Tris-base 18.17

Se disolvio Tris-base en agua desionizada, se ajustdé pH con HCI a 8.8, se afor6 a

100 mL, se almacend a 4°C hasta su uso.

Tris-HCI 0.5 M, pH6.8 (Amortiguador de gel concentrador)

Reactivo Cantidad (g)

Tris-base 16.05

Se disolvio Tris-base en agua desionizada, se ajustdé pH con HCI a 6.8, se afor6 a

100 mL, se almacend a 4°C hasta su uso.

Acrilamida 30% / bis-acrilamida 0.8%

Reactivo Cantidad (g)
Acrilamida 29.2
Bis-acrilamida 0.8

Se mezclé la acrilamida y bis-acrilamida en 100 mL de agua desionizada, se

almacend en un frasco cubierto con papel aluminio a 4°C.
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Persulfato de amonio 10 %

Reactivo Cantidad (g)

Persulfalto de amonio (PSA) 0.100

Se disolvio el PSA en 1 mL de agua desionizada.

SDS 10 % (Duodecil sulfato de sodio)

Reactivo Cantidad (g)
SDS 1

El SDS se disolvié en 10 mL de agua desionizada, se mantuvo a 4°C hasta su

uso.

Amortiguador de electroforesis Tris, glicina y SDS 5X

Reactivo Cantidad (g)
Tris-base 15
Glicina 72
SDS 5
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Se disolvieron los reactivos en 800 mL de agua, se aforé a 1 L. Para preparar la
solucion a 1X se tomaron 200 mL de amortiguador y se afor6 a 1 L. con agua

desionizada y se almacendé a 4°C hasta su uso.

Soluciones para tincion de plata

Reactivo Cantidad (mL)
Oxidante 5

Los 5 mL de reactivo oxidante se mezclaron con 45 mL de agua desionizada, la

solucién se prepar6 al momento.

Reactivo Cantidad (mL)
Plata 5

Los 5 mL de reactivo oxidante se mezclaron con 45 mL de agua desionizada, la

solucién se prepard al momento.

Solucion reveladora

Reactivo Cantidad (g)
Revelador 32

Los 32 g del revelador se mezclaron en 1 L de agua desionizada y se mantuvo a

temperatura ambiente hasta su uso.
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Soluciones para purificacidon de la proteina

Preparacion de la columna Ni-NTA

La preparacion de la columna de Ni-NTA se describe a continuacion.

1.- Se resuspendid en su propia botella la agarosa Ni-NTA, invirtiéndola

suavemente.

2.- Se pipeted 1.5 mL de la resina en una columna de purificacion, se dejo

asentar y el sobrenadante fue desechado.

3.- Se afadi6 6 mL de agua desionizada y se resuspendié la resina
invirtiéndola. Se dejé asentar la resina por gravedad y el sobrenadante fue

desechado.

4.- Se colocaron 6 mL de Buffer Nativo de Union se resuspendi
invirtiéendola, nuevamente se asenté por gravedad y se desechd el

sobrenadante. Este paso se repitié una vez mas.

Amortiguador Nativo de purificacion 5X

Reactivo Cantidad (g)
NaH2PO4 250 mM, pH 8 7
NaCl 2.5 M 29.2

Se mezclaron los reactivos en 180 mL de agua desionizada, se ajusto pHa 8 y se

aford a 200 mL. Se almacend a temperatura ambiente.
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Amortiguador Nativo de unién

Reactivo Cantidad (mL)
Agua desionizada 80
Buffer Nativo de Purificacion 20

Se mezcld y ajusté pHa 8

Amortiguador Nativo de lavado

Reactivo Cantidad
Buffer Nativo de purificacion 1X 50 mL
Imidazol 3 M, pH 6 335 uL

Se mezcld y ajusté pHa 8

Amortiguador Nativo de Elucion

Reactivo Cantidad (mL)
Buffer Nativo de Purificacion 1X 13.75
Imidazol 3 M, pH 6 1.25

Se mezcld y ajusté pHa 8

Amortiguador de carbonatos 0.1M, pH9.6

Reactivos Cantidad (g)
Na2COs3 3.18
NaHCOs3 5.86

Los reactivos se mezclaron en 800 mL de H20, se ajusté el pH a9.6, se afor6a 1 L

y se mantuvo a 4°C.
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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 agua desionizada, se aforé a 1L y se

almacend a 4°C.

Solucién de bloqueo

Reactivos Cantidad
Leche descremada 05¢g
PBS Tween-20 0.05% 10 mL

Los reactivos se prepararon al momento.

Solucién para parar la reacciéon

Reactivo Cantidad (mL)

H2S 04 55.17

El H2SO2 2N se puso en 800 mL de agua desionizada y se afor6 a 1L. Se

almaceno a 4°C hasta su uso.
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