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1 INTRODUCCION.

1.1 Introduccion general.

Giardia es un protozoo flagelado que infecta el tracto superior del intestino
delgado de muchas especies de vertebrados, entre las que se encuentra el
hombre, siendo Giardia lamblia 1a causa mas frecuente de infeccion
gastrointestinal humana producida por protozoos parasitos (Heyworth,
1996). Actualmente se considera como el parasito mas extendido y comuin
de los que afectan al ser humano, siendo mas frecuente en nifios que en
adultos, y mas frecuente en climas templados y calidos que en los climas de
regiones frias.

Para las células, la necesidad de captacion y metabolizacion de los acidos
grasos es esencial. Los niveles de energia que le proporcionan a la célula
con su oxidacion, son mucho mas altos que los generados por los azlicares
(Van der Vusse y col., 1992). Participan en la formacién de membranas, y
forman parte de rutas metabdlicas biosintéticas para la sintesis de
compuestos necesarios para la vida.

Durante mucho tiempo, se habia pensado que los acidos grasos atravesaban
pasivamente las membranas de las cé€lulas en funcion de su hidrofobicidad,
llegando por una simple difusion hasta el citoplasma y organulos donde son
almacenados o metabolizados (Woodside y Heimberg, 1978).

En 1971, como resultado de varios experimentos rutinarios, estudiando la
absorcion intestinal de la cadena larga de los 4cidos grasos, se observo la
unién no covalente del oleato [*C] a proteinas de bajo peso molecular de
origen citoplasmatico, demostrandose la relacion entre dichas proteinas y la
absorcion de los acidos grasos (Ockner y col., 1972b). A dichas proteinas
las designaron como fatty acid binding protein (FABP), traduccion inglesa
de la funcidon descrita (Ockner, y col., 1972a).

Se penso que este tipo de proteinas deberian tener una gran implicacion en
el metabolismo de los lipidos. Esta idea se fortalecié cuando se las encontrd
en tejidos reconocidos por su activa metabolizacion de acidos grasos,
comprobando su presencia en el citosol de células hepaticas e intestinales.

De muchas de ellas, se conoce ya su secuencia y estructura, habiéndose
llegado a clasificar en familias.

Una familia de FABP muy estudiada, de localizacion citosoélica, de 14 kDa,
se ha encontrado en células de animales superiores y de helmintos, donde
llegan a constituir del 2 al 3 % de las proteinas citosolicas totales, sobre
todo en los tejidos con un activo metabolismo lipidico (Frolov y Schroeder,



1997). Estas proteinas de localizacion citosoélica, estan sin embargo muy
relacionadas con las membranas microsomales y mitocondriales (Jolly y
col., 1997; Veerkamp y col., 2000).

Estas proteinas, como veremos posteriormente de forma mas detallada,
facilitan la capacidad para sintetizar fosfolipidos (Murphy y col., 1999),
ligan acidos grasos libres y acidos grasos esterificados acyl-CoA, sales
biliares, hormonas, 4cido retinoico, al grupo hemo y algunas moléculas mas
hidrofobicas (Veerkamp y col., 1991; Sha y col., 1993; Bass, 1994; Baier y
col., 1995). Participan también en funciones nucleares relacionadas con el
metabolismo lipidico, como el factor de activacion de los peroxisomas y
del retinol (Bass, 1993). Muchos estudios vienen a confirmar, que las
FABP incrementan y facilitan la solubilidad de los acidos grasos, necesaria
para el transporte de los mismos, desde las membranas hasta los
compartimentos citoplasmaticos (Tipping y Ketterer, 1981).

En este estudio, vamos a caracterizar algunas de las propiedades que
presenta una proteina de Giardia, aislada en nuestro laboratorio, que posee
caracteristicas similares a una FABP, ademas de intentar conocer tanto la
secuencia de aminoacidos que la componen, como la secuencia de
nucleotidos que los codifican.

1.2 El Parasito: Giardia lamblia.

Giardia lamblia, fue descubierto por Leeuwenhoek en 1681 y descrito por
Lambli en 1859. Los organismos que pertenecen al género Giardia, son
protozoos flagelados que clasicamente se han incluido en el Sub-Reino
Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Subphylum Mastigophora, Clase
Zoomastigophorea, Orden Diplomonadida y Familia Hexamitidae, estando
muy emparentados con otro diplomonadido flagelado llamado Octomitus,
segun recientes estudios filogenéticos basados en el analisis de la
subunidad pequena del RNA ribosomal (Keeling y Brugerolle, 2006). El
genero en el que se encuadra incluye otras especies como Giardia agilis de
anfibios, Giardia muris de roedores y pajaros, y por ultimo Giardia
lamblia, Giardia intestinalis o Giardia duodenalis, este Gltimo, responsable
de la infeccion en mamiferos, entre los que se incluye al hombre.
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FIGURA 1.

Fig. 1. Diversas fotografias tomadas de los trofozoitos de Giardia lambia.

Estudios recientes (Kolisko y col., 2005; Sugaya y Otsuka, 2002; Morrison
y col., 2002) basados en el analisis de las secuencias de los RNA
ribosémicos, en la comparacidon de diferentes familias de genes, en la
escasa presencia de intrones en su DNA, en la falta de reproduccion sexual,
y en la ausencia de mitocondrias en su citoplasma, tienden a considerarlo
como un organismo de caracteristicas muy primitivas, en posicion basal de
la filogenia molecular, aislado al igual que el resto de los Diplomonadidos,
de los restantes flagelados. Algunos estudios llegan un poco mas lejos, y
colocan a Giardia como un ejemplo de la aparicion de la reproduccion
sexual en la naturaleza, teniendo este mecanismo en el parasito otra funcién
muy diferente de la propia reproduccion, como es la resistencia de este a
las condiciones adversas, pudiéndose catalogar como un posible eslabon
perdido de la reproduccion sexual (Staffan G. Svird. y col., 2003).

El trofozoito de Giardia tiene forma de “pera” o “careta africana”, con la
parte anterior ancha y redondeada, y la parte posterior estrecha y terminada
en punta. Tiene un gran disco “adhesivo” en posicion ventral formado por
microtubulos colocados en espiral, que estan constituidos por tubulina y
giardina que se disponen siguiendo las manecillas del reloj. Presenta dos
grandes nucleos ovales, con 5 cromosomas en cada uno, con un niumero de
genes estimado en 1.2x10’pb de DNA, con una cantidad de GC del 46%
(Adam, 2000). Posee un endosoma central bien diferenciado, ademas de
dos estructuras centrales de microtiibulos curvados denominados cuerpos
medios, que se encuentran situados detras del disco adhesivo (Fig.2).
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FIGURA 2.

Fig. 2. Trofozoito de Giardia lamblia (A). Donde se pueden observar las siguientes
estructuras: Kinetosomas (K), cuerpos medios (CM), flagelos antero-laterales (FAL),
flagelos ventrales (FV), flagelos postero-laterales (FPL) y flagelos caudales (FC).
Quiste de Giardia lamblia (B), donde se pueden observar la pared (P), el ntcleo (N), los
fragmentos del disco estriado (FDE) y los axonemas (Axn).

Tiene cuatro pares de flagelos, que se orientan en el complejo kinetosomal.
Un par antero-lateral, que se cruzan intracitoplasmaticamente originando el
quiasma, y que posteriormente giran hacia atras. Un par postero-lateral, un
par ventral, y un tercer par caudal. Los axonemas de estos tres tltimos
pares, se encuentran en el interior del citosol dirigidos hacia atrés.

El trofozoito posee forma convexa dorsalmente, con simetria bilateral.
Mide de 12-15 pm de largo, con 5-9 um en su parte mas ancha y de 1-2 pm
de espesor.

En Giardia, un organismo eucaridtico, faltan sin embargo algunos
organulos tipicos y caracteristicos de los eucaridticos como son las
mitocondrias y peroxisomas. Ademas, en los trofozoitos, al igual que en los
restantes protozoos, falta visiblemente el aparato de Golgi (Lujan y col.,
1995%). Todo esto, junto con lo anteriormente mencionado, hace que
actualmente se le incluya dentro de los eucariontes mas primitivos, es decir
dentro del grupo de los Arqueozoa.

Los trofozoitos poseen una alimentacion por pinocitosis, habiéndose
descrito vacuolas digestivas cerca de la superficie dorsal (Meyer, 1990).

Los quistes, son las formas de resistencia del parasito, y pueden
permanecer viables hasta meses, si se conservan en lugares hiimedos y
frios. La forma de los quistes es eliptica u oval, midiendo aproximadamente
de 6-10 pm de largo. La pared es quistica, fibrosa, y mide unos 0.3-0.5 um
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de espesor. Los quistes pueden tener 2 o 4 ntcleos dependiendo del estadio
en el que se les encuentre, y dependiendo de si ha comenzado o no la
division celular en su interior.

En el citoplasma, se encuentran los axonemas de los flagelos. Estas
estructuras son lineales, aunque mantienen una forma parecida a la de
media luna. También se encuentran en el citoplasma vacuolas, cuerpos

parabasales, cuerpos medios y segmentos del reticulo endoplasmatico
(Feely y col., 1990).

FIGURA 3.

Fig. 3. Fotografias tomadas mediante Microscopia Electronica de los cortes
longitudinales de dos trofozoitos de Giardia.

1.2.1 El metabolismo energético de Giardia.

En ausencia completa de oxigeno, los trofozoitos de G. lamblia
metabolizan la glucosa hasta etanol o alanina, mientras que a
concentraciones sub-toxicas de oxigeno, los productos finales son CO, y
acetato (Paget y col., 1990, 1993).

El metabolismo energético de este flagelado esta ligado al metabolismo de
algunos aminoacidos, entre los que se encuentra la arginina, que constituye
su principal fuente de energia, y la alanina, producto final del metabolismo
en su ambiente natural (Edwards y col., 1989). Los trofozoitos poseen un
mecanismo de trasporte para captar la alanina, a pesar de que pueden
producirla desde piruvato, mediante el enzima alanin amino-transferasa.
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Sin embargo, bajo ciertas condiciones, la propia alanina se puede convertir
en la mayor fuente de energia para este protozoo.

Los trofozoitos de G. lamblia deben incorporar lipidos o acidos grasos, ya
que la glucosa, la treonina, el acetato e incluso el acetil-CoA generado
durante el metabolismo de la glucosa, no son usados en la biosintesis de
estos (Jarroll y col., 1981), por lo tanto, los trofozoitos de Giardia
dependen casi exclusivamente para vivir de los lipidos preformados, puesto
que son incapaces de sintetizarlos “de novo” (Jarroll y col., 1989). Dichos
lipidos son incorporados de su hospedador por medio de diferentes
métodos, bien por medio de lipoproteinas, o mediante micelas formadas
por las sales biliares (Lujan y col., 1996). En este contexto, los trofozoitos
de Giardia incorporan acidos grasos tales como el araquidonico o el
palmitico, tanto en fosfolipidos como en lipidos neutros (Blair y Weller,

1987; Hiltpold y col., 2000).

Los acidos grasos que mayoritariamente se encuentran en G. lamblia son
palmitico y estearico como acidos grasos saturados, y oleico y linoleico
como insaturados (Das S. y col., 2002).

Se ha descrito la presencia del enzima “4cido graso desaturasa”, capaz de
introducir dobles enlaces en los 4cidos grasos que incorpora. Estos acidos
grasos saturados, transformados por el enzima, son incorporados entre los
fosfolipidos de membrana, asi como en acidos grasos citosélicos. De este
modo, Giardia es capaz de remodelar los acidos grasos que captura (Ellis y
col., 1996).

Giardia incorpora un 90% de acido palmitico, mientras que solo incorpora
un 10% de araquidénico (Gibson y col., 1999). Incorpora también acidos
grasos en forma de fosfolipidos, tanto mediante via deacilacion como
mediante la via reacilacion (Stevens y col., 1997; Gibson y col., 1999; Das
y col., 2001, 2002). Recientemente, una proteina capaz de ligar dcidos
grasos, ha sido caracterizada en nuestro laboratorio, en los trofozoitos de
Giardia (Hasan S. y col., 2002a), constituyendo un posible mecanismo de
captacion y transporte de los acidos grasos al interior del citosol del
protozoo.

1.2.2 Ciclo de vida.
En el ciclo de vida, se incluyen dos etapas:

- El trofozoito, que representa la forma vegetativa, que se localiza en
el intestino y que posee dos ntcleos, como hemos comentado
anteriormente.

- El quiste, que representa la forma infecciosa y resistente, que posee 4
nucleos.

14



FIGURA 4.

)
v 4
Quiste (Exquizoide

Fig. 4. El ciclo de vida de Giardia lamblia. Giardia tiene un ciclo vegetativo, donde los
trofozoitos oscilan entre 4N y 8N. Cuando se induce el enquistamiento, en Giardia
diferenciamos las formas G2 o M. Mas tarde, durante el enquistamiento, los dos nucleos
se dividen y el DNA es replicado, generando quistes con una haploidia de 16 N. Luego,
comienza el desenquistamiento, con 4 ntcleos y una haploidia de 16 N. El exquizoide
se divide dos veces sin replicacion de DNA y se forman cuatro trofozoitos.

La infeccion empieza cuando los quistes son ingeridos, y estos se
desenquistan en el duodeno tras su activacion gracias al pH acido del
estobmago. Durante este proceso, las enzimas proteoliticas digestivas
ejercen su accion sobre la pared del quiste, liberdndose posteriormente en
el duodeno dos trofozoitos por cada quiste ingerido. En el intestino
delgado, las sales biliares a bajas concentraciones, la baja tension de
oxigeno y el bajo potencial ReDox generan las condiciones necesarias para
el desenquistamiento y crecimiento del protozoo (Keister, 1983; Farthing y
col., 1983). Otro factor favorable al crecimiento es el estado de la mucosa
intestinal (Lev y col., 1986).

Giardia duodenalis no penetra en la mucosa como ocurre con G. muris,

donde a los trofozoitos se les encuentra en el interior de tejidos profundos
del intestino del raton al que parasitan (Owen RL y col., 1981).
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Los trofozoitos, se establecen sobre la superficie de las vellosidades en el
duodeno y la primera porcion del yeyuno, en un medio con pH entre
6,8-7,2. Se fijan mediante el disco adhesivo, y con la ayuda de receptores
especificos como la “Alpha-1 Giardina” que son proteinas altamente
inmunogeénicas (Weiland y col., 2003), que establecen “interacciones
receptor-ligando”, y alteran de este modo la topografia de los enterocitos,
puesto que acortan la longitud de las microvellosidades. No obstante, hay
otras teorias en las que se explica la unién de los trofozoitos a las células
mediante fuerzas hidrodindmicas, gracias la presion negativa ejercida por el
batir de los flagelos, mientras que Katelaris y col., 1995, demuestran no
obstante, que la union se realiza mediante la intervencion del citoesqueleto
del protozoo. Sin embargo, estudios recientes de Sousa y col., 2001,
mantienen que lo que realmente se produce es una combinacion de fuerzas
mecanicas e hidrodinamicas en la union entre los trofozoitos y enterocitos.
Si bien, se ha descrito ademas la existencia de una lectina en la superficie
de Giardia con especificidad para los residuos D-galactosa y D-manosa
presentes en la superficie de los enterocitos, que actuarian como receptores
de esta (Farthing y col., 1986b).

Mientras que algunos estudios parecen mostrar que Giardia “in vitro” no
muestra toxicidad frente a células co-cultivadas, otros estudios ponen de
manifiesto que contiene una proteina rica en cisterna llamada CRP136,
cuyo gen que la codifica posee una homologia del 57% con el gen de la
sarafotoxina, péptido toxico, vaso activo, producido por la serpiente
Atractaspis engaddensis. La ingesta oral de dicha toxina, induce una
sintomatologia parecida a la de los humanos infectados agudamente con
Giardia (Chen N., y col., 1995). La CRP136, constituiria por tanto la
primera evidencia de la existencia de una toxina encontrada en Giardia.

La formacion de los quistes se lleva a cabo cuando el parasito se desplaza
al colon. Los trofozoitos retraen los flagelos en los axonemas, el citoplasma
se condensa, y se excretan las proteinas que van a constituir el exoquiste. El
proceso de enquistamiento suele durar unas 16 horas y contiene dos fases
morfologicas. La primera se inicia con la aparicion de una serie de
protusiones en la superficie, donde los antigenos del quiste empiezan a
hacerse presentes y donde una especie de cubiertas engrosadas, de unos
100nm de didmetro, comienzan a cubrir toda la superficie del parasito,
incluyendo el disco suctorio. Esta especie de “capuchones” parecen estar
conectados con los microfilamentos del citoesqueleto. El trofozoito se
suelta del sustrato, y se redondea por una capa de filamentos.

16



El proceso de enquistamiento “in vitro” ha sido inducido en medios donde
el contenido de lipidos se ha disminuido y donde se eliminan las sales
biliares necesarias para su cultivo (Lujan y col., 1996).

Se ha caracterizado y clonado una proteina de Giardia que parece estar
relacionada en numerosos procesos celulares, entre los que destaca su
implicacion sobre el enquistamiento de los trofozoitos, puesto que se ha
comprobado que su inhibicidén bloquea este enquistamiento, jugando un
papel muy importante durante este proceso de diferenciacion. Este enzima
es una proteinquinasa C, y posee varias isoformas (beta, delta, epsilon,
theta y zeta) (Bazan-Tejeda y col., 2006).

Los quistes son resistentes, pero no sobreviven a una fuerte cloracion (Rice
y col., 1982), ni a la sequedad o al calor (Jarroll y col., 1984). El nivel de
quistes, por litro de agua, considerados como capaces de inducir una
infeccion, es de tan solo 10 quistes por litro. Los animales domésticos y
salvajes, juegan un papel importante tanto en el mantenimiento del ciclo
como en la transmisién (Adam RD. y col., 2001).

La posible asociacion entre la hipoclorhidria y la giardiosis ha sido tema de
debate durante mucho tiempo, puesto que estd admitido que la acidez
gastrica normal constituye una barrera efectiva a la infeccion por Giardia.
La aclorhidria, que esta asociada al grupo sanguineo A, y las evidencias,
demuestran que es este, el grupo de poblacidon, donde mas casos de
giardiosis se manifiestan. Dado que la falta de acidez puede estar causada
por una malnutricion proteica, la asociacion entre estas personas y la
parasitacion pudiera correlacionarse, si bien las personas desnutridas son a
Su vez personas con graves carencias inmunoldgicas.

Algunos datos apuntan a que Giardia es un parasito estacional, y en
especial de periodos de frio, lo que no sorprende dadas las condiciones
extremas que pueden soportar los quistes.

1.3 La Giardiosis.

A la infeccion producida por Giardia, se denomina como giardiosis, y esta,
en funcion de sus sintomas, puede ser sintomatica o asintomatica, siendo la
segunda la mas frecuente (Hopkins y Juanek, 1991). Actualmente, se
desconocen las causas por las que persiste la infeccion, y por las que se
mantiene la fase diarreica de la enfermedad, pudiéndose considerar las
cepas y virulencia del parasito, junto con factores del hospedador, entre los
que destaca el estado nutricional y el estado inmunoldgico de este.
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El curso de la infeccion es muy diverso, con la presencia de infecciones
sintomaticas o asintomaticas, dependiendo de la relacion hospedador-
parasito, y donde algunos factores incrementan la diferente patogenicidad.
Entre los factores encontrados destacan las condiciones intestinales locales,
como el estado de las mucosas, las sales biliares, la presencia de otros
microorganismos intestinales; la patogenicidad de las propias cepas del
parasito, y la respuesta inmune del hospedador (Janoff y Smith, 1990).

La infeccion asintomatica suele ser la mas comun, pero cuando la infeccion
se manifiesta como sintomatica, los sintomas mas frecuentes son: La
pérdida del apetito, nduseas, vomitos, flatulencia, dolor abdominal y diarrea
con salida explosiva de heces fétidas de consistencia semi-acuosa o blanda,
con ausencia de exudado celular y sangre (Hopkins y Juanek, 1991;
Farthing y col., 1986a).

En la infeccion cronica, la malabsorcion de grasas es un problema muy
serio de la infeccion, ya que su excrecion en las heces conduce a una
pérdida significativa de nutrientes, como causa directa de la esteatorrea. La
malabsorcion de vitaminas A y C, esta también relacionada con la
malabsorcion de grasas, dado que la vitamina A y su precursor carotinoide
necesitan disolverse en los lipidos para ser absorbidos (Mandour y col.,
1984, Girard y col., 2006). Deficiencias en la absorcion de vitamina B12,
acido folico, carbohidratos (D-xilosa, lactosa) y proteinas, aparecen
también asociadas a la giardiosis (Korman y col., 1990). En definitiva una
deficiente digestion de grasas, proteinas y azucares ocurre en los casos de
giardiasis activa cronica, induciendo una sintomatologia similar a la de una
pancreatitis o sindromes tales como la Celiaquia o la incompatibilidad de la
lactosa. (Heikkinen y col., 1995).

1.3.1 Mecanismos de la mala absorcion y diarrea.

Los mecanismos por los que Giardia causa diarrea y malabsorcion siguen
siendo polémicos y probablemente multifactoriales (Katelaris y Farthing,
1992). Se sugiri6 la barrera mecanica de los trofozoitos y la competencia de
nutrientes entre el parasito y el hospedador, pero la enorme superficie del
intestino delgado y la pequefia masa metabolica relativa del parasito hacen
de esta hipotesis insostenible. Existen indicios de que Giardia produce
varios grados de lesion en la mucosa, al mismo tiempo que influye en las
condiciones del lumen intestinal, e interfiere tanto en la digestion como en
la absorcion.
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Lesion en la mucosa.

Las biopsias del intestino delgado de persona afectadas con giardiosis
muestran un espectro completo de cambios en sus mucosas, producida por
la atrofia de los villi (Hartong y col., 1979), que conlleva asociado un
incremento local en la produccion de citoquinas proteoalérgicas
(Maciorkowska y col., 2006), junto con una reduccién del area de
superficie de la mucosa del 75% en los casos que mantienen una infeccion
crénica, con la consiguiente malabsorcion asociada (Troeger y col., 2006).
Estas anomalias estan siempre asociadas con la respuesta inflamatoria de la
mucosa, donde se produce una migracion de linfocitos al epitelio (Hill y
col., 1990a). Esta inflamacion juega su papel patologico puesto que altera
completamente el epitelio (Wright y Tomkins, 1977). La adhesién
mecanica o hidrodindmica de los trofozoitos, y las lectinas del protozoo,
cuando se ligan a los azlcares de las membranas de los enterocitos, alteran
también la estructura y funcionalidad de los villi.

Factores del Lumen.

Varios procesos del lumen intestinal pueden contribuir al mecanismo de la
diarrea y malabsorcion asociado a la giardiosis. Muchos pacientes con
giardiosis tienen un crecimiento bacteriano secundario (Tomkins y col.,
1987), con la consecuente alteracion mediada por bacterias sobre las sales
biliares. La alteracion de estas sales biliares, da como resultado una mala
solubilizacion de las grasas ingeridas y la consecuente malabsorcion de
estas (Halliday y col., 1988).

Los trofozoitos de Giardia inhiben las enzimas hidroliticas del hospedador,
demostrandose que la actividad de la tripsina y la lipolisis se alteran en
presencia de trofozoitos vivos y/o sonicados (Katelaris y col., 1991). Todo
esto ayuda a comprender el porqué de la malabsorcion y excrecion, tanto de
proteinas, como de lipidos y azucares, con el material fecal.

1.4 Diagnaostico.

El examen de rutina de las heces, es el método normalmente recomendado
para el diagndstico de la mayor parte de los protozoos parésitos (Lynne
Shore Garcia., 2001). Sin embargo en el caso concreto de Giardia, y dadas
las caracteristicas del ciclo biologico del parasito, puesto que los
trofozoitos se encuentran adheridos a la mucosa intestinal, y hay fases de
no eliminacion de quistes con las heces, hace que sea necesaria el examen
de cinco a seis muestras de heces durante varias semanas para poder
descartar con seguridad la presencia del parasito. El método denominado
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como “Entero-test” basado en la introduccidon de una cépsula hasta el
duodeno, para que los trofozoitos se adhieren a ella, o el sondaje duodenal,
son los métodos actualmente recomendados para el mejor diagnostico de
esta parasitosis.

La fluoroscopia y radioscopia pueden mostrar hipermotilidad a nivel de
duodeno o yeyuno, y el examen radioldgico puede mostrar alteraciones a
nivel de la mucosa. Si la etiologia de estas alteraciones se demuestra que es
provocada por Giardia, se puede diagnosticar mediante examenes repetidos
de heces, pero Giardia a veces no produce ninguna sintomatologia, y como
vimos anteriormente, la giardiasis puede confundirse o compartirse con
otras etiologias como ulcera, sindrome celiaco, hernia de hiato, pancreatitis,
patologias de la vesicula biliar, u otras parasitosis como Strongyloidiasis, o
un carcinoma. Curiosamente, se ha descrito en un 19.9%, alteraciones de la
retina en ninos con Giardia, no habiéndose encontrado relacion ni con el
tratamiento con Metronidazol, ni relacioén por causas genéticas (Corsi A, y
col., 1998).

Se han puesto a punto métodos de diagnodstico inmunoldgicos, donde
empleando anticuerpos monoclonales, estos son capaces de detectar los
parasitos en el material fecal, acoplandose a técnicas inmunoenzimaticas o
por inmunofluorescencia, (Addiss DG, y col., 1991; Nash TE, y col.,
1987a). Otros métodos como el “dot blott” también se han ensayado en la
deteccion de quistes en heces (Vinayak VK, y col., 1991). Todos estos
métodos tienen una sensibilidad comparable a las técnicas tradicionales
como el “Entero-test” (Thomas GE, y col., 1974). Pero uno de los graves
inconvenientes que muestran, es la necesidad de tener que emplear heces
frescas y no fijadas, por el hecho de que la mayor parte de los fijadores
interfieren con las técnicas inmunoldgicas.

FIGURA 5.

Fig. 5. Fotografias tomada sobre varios trofozoitos de Giardia que manifiestan la accion
de los anticuerpos fluorescentes frente a membrana utilizados para su deteccion
especifica.
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Recientemente se han comercializado sistemas inmunocromatograficos
donde se detectan quistes tanto de Giardia, como de otros parasitos
intestinales. Estos métodos, a diferencia de los anteriores, permiten el uso
de heces fijadas (Addiss DG, y col., 1992). Otros métodos de deteccion del
material parasitario, pero que sin embargo no son muy utilizados por parte
de los laboratorios, son las técnicas basadas en PCR (Guy RA, y col.,
2004).

Los métodos inmunologicos clasicos, basados en la deteccion de
anticuerpos circulantes, muestran una gran heterogeneidad en cuanto a los
antigenos detectados, y en ningin momento se puede determinar si la
giardiosis es una giardiosis ya pasada, una giardiosis activa, o una
asintomatica (Soliman MM, y col., 1998; Engelkirk y col., 1990; Gobert y
col., 1997).

El estudio del reconocimiento antigénico especifico por parte de las IgA
secretoras (IgAs), que se encuentran en la mucosa y en el intestino,
obtenidas de muestras de saliva de individuos con giardiosis activas,
llevado a cabo en nuestro laboratorio, mostrd que los antigenos de
membrana con pesos moleculares de 170, 105, 92, 66, 32, 29, y 14 kDa
eran especificos, y no eran reconocidos por las IgAs de individuos curados
o no infectados por el protozoo (Rosales-Borjas DM, y col., 1998). En un
estudio posterior, se pudo comprobar que una proteina con caracteristicas
similares a una FABP, que era reconocida en el trabajo anterior, era ademas
detectada especificamente por las IgAs de las salivas de los enfermos
afectados por Giardia (Hasan S., y col., 2002), lo que constituia un buen
marcador de la presencia del parasito en los individuos afectados.

La respuesta inmune del hospedador va a estar condicionada por el hecho
de que no es un parasito invasor de tejidos, originando una respuesta local,
que va a depender de la virulencia de la cepa y la presencia de una
pre-inmunidad en el hospedador.

El estimulo antigénico se produce tanto por el quiste, como por el
trofozoito, mediante el contacto con la superficie de las mucosas, y en
ausencia de pre-inmunidad. La interaccion de los trofozoitos con los
macréfagos intestinales hace que se inicie la respuesta inmune,
induciéndose la eliminacion del parasito mediante mecanismos citotdxicos,
donde los macréfagos procesan los antigenos del trofozoito, condicionando
asi la induccion de anticuerpos especificos que pueden ser directamente
citotoxicos para los parasitos, o mediados por procesos citotoxicos con la
ayuda de los monocitos y granulocitos (Venkatesan y col., 1996). Por ello,
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tanto la respuesta celular como la humoral estan originadas por las células
linfoides asociadas a las mucosas (Faubert, 1996).

La existencia de una respuesta inmune protectora contra Giardia, seria la
explicacion tanto para la resolucion espontanea, como para la resistencia a
la reinfeccion, explicandose ademas el porque de la alta prevalencia de esta
en niflos menores de cinco anos.

Cuando la respuesta inmune se encuentra disminuida, como en el caso de
los pacientes con hipogammaglobulinemia o con inmunodeficiencia, se
observa un aumento en la prevalencia de la giardiosis, lo que demuestra
una dependencia de la respuesta inmune humoral (Petro y col, 1992).

La acumulacion de células inflamatorias en la mucosa de los pacientes con
giardiosis viene a confirmar, que la respuesta inmune celular puede
contribuir a la respuesta inmune del hospedador contra Giardia. También
se ha visto la presencia de giardiosis activa, en pacientes con altos niveles
de IgG anti-trofozoitos, indicando que la presencia de anticuerpos no es
suficiente para una proteccion contra el parasito (Smith y col., 1982).

Las investigaciones en animales de experimentacion, muestran que los
linfocitos T contribuyen a la respuesta inmune del hospedador, puesto que
se a visto en ratones atimicos o con una deficiencia en los linfocitos T,
cuando se les inoculan quistes de Giardia muris, se produce una infeccion
crénica. Sin embargo, los ratones inmunocompetentes eliminan al parasito
y desarrollan una resistencia a la reinfeccion. De igual manera, la
implantacién del timo en ratones atimicos produce una reduccion
progresiva del numero de parasitos en los animales infectados.

La infeccion de Giardia, se ha demostrado, que esta controlada
principalmente por los linfocitos T, puesto que una alteracion en estas
células, causa la infeccion cronica persistente (Gottstien y Nash, 1991).

Los animales atimicos presentan una reduccion en el namero de células T
“helper” (Th), con respecto al nimero de c€lulas T citotoxicas/supresoras y
macréfagos. Los animales inmunocompetentes pueden eliminar la
infeccion del pardsito mientras, que los atimicos no lo hacen,
proponiéndose que aunque los macréfagos intestinales y otras células
participan en la eliminacion de Giardia, las células Th son indispensables.
En apoyo de esta hipotesis, hay evidencias que muestran que la eliminacion
in vivo de las células Th CD4" con anticuerpos monoclonales hace que a
los ratones sean incapaces de eliminar la infeccion, mientras que un
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tratamiento capaz de eliminar las células T citotoxicas/supresoras CD8" no
produce ningtn efecto (Heyworth y col., 1987).

Al examinase las placas de Peyer durante la infeccion de ratones normales
con Giardia muris se encontrd que las poblaciones de linfocitos T
presentaban una relacion Th:T-citotdxicas/supresoras de mas de (5:1), que
se correlaciona con la eliminacion del parasito (Carlson y col., 1986). De
manera similar, la disminucién de linfocitos T CD4 " incapacita a los
ratones a generar una respuesta IgA secretora intestinal contra los
trofozoitos de Giardia, desarrollandose la infeccion crénica. La reduccién
de células T supresoras o de células NK, no modifica la capacidad de
eliminar la infeccion, reforzandose nuevamente la importancia de las
células Th en la respuesta inmune contra Giardia (Heyworth, 1989).

Los neutréfilos y eosinéfilos, participan junto con los anticuerpos en los
mecanismos de eliminacion del parésito, mientras que las células NK no
parecen tener ningun papel en la eliminacién (Heyworth y col., 1986).

La produccion de IL6 por parte de las células “mast” parece jugar también
un papel importante en el control de la giardiosis y eliminacion del parasito
(Li E, y col., 2004).

A nivel de la mucosa intestinal, los macroéfagos de raton son capaces de
fagocitar los trofozoitos de Giardia muris, puesto que estos son capaces de
invadir esta mucosa. La presencia de macréfagos en la ldmina propia
facilita el contacto entre el parasito y las células presentadoras del antigeno.
Esta capacidad de los macrofagos y monocitos de matar en la ldmina propia
a los trofozoitos de Giardia muris, proporciona un mecanismo importante
en la defensa contra los trofozoitos invasores (Hill y Pearson, 1987).
También se ha comprobado in vitro que tanto los fagocitos
polimorfornucleres como los mononucleares humanos, y sobre todo estos
ultimos, son capaces de fagocitar trofozoitos de Giardia lamblia,
suponiendo un posible mecanismo adicional de proteccion contra la
giardiosis (Franca-Botelho y col., 2006).

Los leucocitos intestinales intra-epiteliales, presentan una funcion
inmunomoduladora del epitelio, mediante la expresion de moléculas de
clase II del sistema mayor de histocompatibilidad, a través de la secrecion
de un factor tipo interferon, que puede contribuir ademas, a producir
mecanismos inespecificos como son la diferenciacion del epitelio y el
recambio de este, la movilidad gastrointestinal, la secrecion y la absorcion
a través de factores aun desconocidos.
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La respuesta inmune humoral, como ya anotamos anteriormente, también
juega un papel importante en la giardiosis sintomadtica, algo evidente dada
la prevalencia de la enfermedad, en pacientes con hipogammaglobulinemia
(LoGalbu y col., 1982), habiéndose observado la destruccion “in vitro” de
los trofozoitos por los anticuerpos, en presencia del complemento (Den
Hollander y col., 1988). Mientras que la IgA murina en presencia del
complemento no tiene efecto sobre los trofozoitos (Heyworth, 1992), lo
que es explicable dado que la region Fc de la IgA carece de sitios de unioén
para el componente C1q del complemento, necesario para su activacion
(Kuby, 1997). Sin embargo, la presencia de IgAs (secretoras) especificas en
el intestino, se correlaciona con la eliminacién de los trofozoitos del
intestino delgado (Snider y Underdown, 1986).

Nash y col. (1988), han descrito como varios anticuerpos monoclonales con
especificidad para con una proteina de superficie de 170 kDa presentaban
citotoxicidad sin necesidad de la participacion del complemento.

En numerosos estudios se ha identificado la presencia de anticuerpos contra
Giardia, y su prevalencia en el suero. Los primeros trabajos usaron técnicas
de ELISA vy trofozoitos totales en estudios seroldgicos, que mostraron que
los anticuerpos reconocen antigenos presentes en la superficie del
trofozoito (Den Hollander, 1988).

En algunas publicaciones se indica que la IgG sérica presente en los
individuos infectados, puede permanecer durante afios (Smith y col., 1981),
mientras que en otras publicaciones se menciona que se logra
inmunonegativizar después del tratamiento con una quimioterapia
especifica (Den Hollander, 1988). Por otra parte, se ha encontrado que los
niveles de IgM disminuyen mads rapidamente que los de la IgG, pudiéndose
considerar como un criterio para distinguir entre una infeccion activa de
otra ya pasada (Goka y col., 1986).

Un componente importante de la respuesta inmune humoral en humanos
parece ser la IgA inducida especificamente (Adam, 1991), ya que se ha
demostrado la presencia de IgAs especifica en saliva (Speelman y
Ljungstrom, 1986) y en leche (Miotti y col., 1985) y se sabe mediante
estudios epidemiolodgicos su efecto protector en recién nacidos (Nayak y
col., 1987). La presencia de IgAs especifica en estas secreciones sugiere
que deben encontrarse anticuerpos similares en el intestino, ya que estos
anticuerpos en leche y saliva debieron originarse seguramente en las
células productoras de IgA sensibilizadas en el intestino.
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Es necesario destacar que el efecto letal de la leche humana normal sobre
los trofozoitos de Giardia es debido a su contenido en acidos grasos libres
y su efecto detergente sobre la membrana del trofozoito, y no por la
concentracion de IgA secretora (Gillin y col., 1983). Este efecto es
absolutamente dependiente de la presencia de sales biliares, necesarias para
activar la lipasa de la leche “bile salt-stimulated lipase” (BSL). Algunos
productos lipoliticos, especialmente los acidos grasos libres Cis-no
saturados, de cadena C,4-C,( y algunos monoglicéridos, son toxicos para
los trofozoitos de Giardia por su efecto detergente sobre las membranas
(Reiner y col.,1986), sin embargo, los trofozoitos se protegen de este efecto
gracias al moco intestinal, donde participa una lectina del parasito (Farthing
y col., 1986b).

Estudios en modelos experimentales murinos, apoyan la importancia de los
anticuerpos en la giardiosis. Asi, como se ha mencionado anteriormente,
cuando se deprimen ratones de su capacidad de formar anticuerpos bien por
tratamiento, o en el momento del nacimiento, con anti-IgM, y
posteriormente se infectan con el protozoo, desarrollan giardiosis cronica
(Underdown y col., 1988). De igual manera, el tratamiento de ratones con
anticuerpos monoclonales contra una glicoproteina de superficie de
Giardia, reduce de manera significativa la carga parasitaria (Butscher y
Faubert, 1988). Se ha observado que las IgG e IgA especificas aumentan la
adherencia y fagocitosis de los trofozoitos por los macrofagos y neutrofilos
peritoneales (Hill y col., 1990b).

Se han realizado estudios, con el propdsito de caracterizar los antigenos de
Giardia reconocidos por los anticuerpos del hospedador, en donde se han
usado anticuerpos séricos, aunque como ya indicamos anteriormente, estos
no sean representativos de los que realmente esta sucediendo en la
infeccion. Las técnicas usadas en estos trabajos, fueron las de
inmunotransferencias e inmunoprecipitaciones de los antigenos de

G. lamblia, con sueros humanos, pertenecientes a individuos infectados. De
este modo, se han identificado antigenos de 88, 72, 57 y 30-34 kDa (Edson
y col., 1986; Taylor y Wenman, 1987; Janoff'y col., 1988; Nash y col.,
1990% Chary col., 1991; Adan y col., 1988; Forrest y col., 1990; Wenman
y col., 1993, 1986).

Vinayak y col., (1989) describieron un antigeno de membrana de 56 kDa,
que se encontraba asociado a infecciones no persistentes. De este modo, los
sueros de pacientes con infecciones cronicas, no presentaron una respuesta
de IgA contra este antigeno, sugiriendo por tanto, que la formacion de
anticuerpos IgA contra este antigeno debe ser un factor importante para la
eliminacion del parasito (Char y col., 1993).
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Nash y col. (1990b) mostraron que la respuesta inmune de humanos
infectados experimentalmente con el aislado GS/M, estaba dirigida
principalmente contra la proteina variable de 72 kDa rica en cisteina.
Llama la atencion que el suero de los pacientes no reconociera a la proteina
después de 22 dias de infeccion, pudiendo indicar que esta proteina de
superficie habria cambiado. De esta forma se determina una de las
caracteristicas mas interesantes de la biologia de Giardia, y es su capacidad
de variacion antigénica. Esta caracteristica se ha demostrado “in vitro” e
“in vivo” en infecciones experimentales de humanos y animales (Aggarwal
y col., 1988. Miiller y col., 1998, 1999. Nash, 1991, 1997). El fenomeno es
debido a una familia de proteinas de superficie, rica en cisteina,
denominada “variantes proteicas especificas de superficie” (VSPs) (Adam
y col., 1988; Aggarwal y col., 1989; Papanastasiou y col., 1997a, b; Stiger
y col., 1998a), de las cuales se ha estimado que existen unas 150 variantes
especificas de estas proteinas, que pueden estar presentes en la superficie
en cualquier momento (Kulakova y col., 2006). El mecanismo que controla
la expresion de las VSPs en los trofozoitos no se conoce bien todavia,
aunque algunos datos sugieren que la regulacion pudiese realizarse a nivel
de trascripcion (Nash y Mowatt, 1992).

La infeccion con G. muris de ratones inmunocompetentes, produce
anticuerpos en el suero y en la mucosa intestinal, contra los antigenos de
superficie del trofozoito. En las secreciones intestinales, estos anticuerpos
parecen ser exclusivamente de la clase IgAs, mientras que en el suero se
presentan IgG e IgA no secretora (Heyworth y Pappo, 1990; Heyworth,
1992). Estos anticuerpos, incubados con los trofozoitos, inhiben su
capacidad de infectar ratones, y cuando se transfieren por via
intraperitoneal o intraduodenal, reaccionan con el parasito, observandose
una reduccion significativa en la intensidad de la infeccion. Ademas,
ratones recién nacidos se protegen de la infeccion por la ingestion de leche
de raton que contiene IgAs anti-Giardia (Andrews y Hewlett, 1981; Stager
y col, 1998b). El efecto protector de estos anticuerpos IgAs pudiera deberse
a la inhibicion de la adhesion del trofozoito a las células del epitelio
intestinal (Kaplan y Altmanshofer, 1985; Inge y col., 1988) y a la
opsonizacion del protozoo para su destruccion por ingestion fagocitaria
(Hill y Pohl, 1990b). Este ultimo proceso puede ser el inicio de la respuesta
inmune intestinal contra los trofozoitos de Giardia, por la presentacion del
antigeno procesado por los macréfagos, a los linfocitos de las placas de
Peyer.
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1.5 Tratamiento.

Para el tratamiento de la giardiosis se recomienda la utilizacioén de varios
farmacos, todos derivados del nitroimidazol como el Metronidazol y
Tinidazol, o los derivados de acridina como la Quinacrina, y los derivados
de nitrofuranos como la Furazolidina.

El Metronidazol es altamente efectivo, y actia directamente produciendo
radicales libres sobre el DNA del parasito (Goodman y Gilman, 1985). La
Furazolidina, se utiliza en pediatria por su minima absorcién intestinal,
aunque parece ser menos efectiva y su mecanismo de accidon aun no se
conoce.

La Quinacrina es un colorante amarillento, que se absorbe muy rapido, se
libera lentamente, y su eficacia es similar a la de los derivados de
nitroimidazol, pero menos tolerada. Su mecanismo de accion sigue siendo
desconocido, aunque parece interaccionar con el DNA del parasito,
actuando en especial sobre la sintesis del RNA (Upcroft y col., 1996).
Ninguno de estos derivados puede ser usado en mujeres embarazadas
(Farthing, 1994).

Los derivados del Benzimidazol (como el Albendazole), inhiben la
polimerizacién de la tubulina en los micrittibulos, impidiendo por tanto la
adhesion y multiplicacion del parésito (Lacey, 1990).

Otro fArmaco como es la ciprofloxacina, tiene efectos letales sobre los
trofozoitos de Giardia lamblia, y puede ser usada como una droga
alternativa en tratamientos contra la giardiasis, sobre todo cuando la
infeccion persiste (Sousa y Poiares da Silva, 2001).

Aunque todos estos farmacos se utilizan para el tratamiento de la
Giardiosis, todos tienen efectos secundarios y algunos llegan a ser
potencialmente cancerosos.

Estos efectos, han hecho que se abra una linea de investigacion orientada a
la construccion de imunotoxinas capaces de matar especificamente a
Giardia, y que puede constituir una alternativa muy relevante para el
tratamiento de esta enfermedad. Como objetivo de estudio de esta
posibilidad, se ha buscado el empleo de citolisinas procedentes de
anémonas marinas (Tejuca y col., 1999). Constituyen una familia de
proteinas basicas, muy activas, de 19 kDa de peso molecular, denominadas
actinoporinas. Su efecto es la formacion de poros oligoméricos e
hidrofilicos en la membrana de las c¢lulas diana, perjudicando las
funciones celulares y conduciendo a la muerte del parasito. Sin embargo, su
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toxicidad inespecifica puede ser un problema, por lo que para dirigir esta
toxicidad especificamente, se ligaria a un anticuerpo dirigido contra el
parasito. Se han examinado 3 toxinas, esticolisina I y II, y equinatoxina II,
empleando anticuerpos monoclonales o policlonales para que la toxina se
una especificamente a los trofozoitos. En estos ensayos, los anticuerpos
policlonales han mostrado mejor resultado que los monoclonales debido a
la ya mencionada variacion antigénica de Giardia.

1.6 Epidemiologia.

Giardia lamblia, es probablemente el parasito del intestino humano mas
extendido en el mundo. La fase infecciosa de Giardia es el quiste, el cual
se expulsa con las heces de los individuos infectados, siendo
inmediatamente infectivo sin necesidad de tener un periodo de maduracion,
ni periodo de latencia (Hall, 1994). Los individuos infectados expulsan
gran cantidad de quistes durante todo el periodo que dura la infeccion.

La giardiosis se encuentra tanto en paises desarrollados como en paises en
vias de desarrollo, aunque es mucho mas frecuente en estos Ultimos a causa
de la alta densidad de poblacion, malnutricion y falta de medidas higiénicas
del agua. La prevalencia de la parasitosis aumenta en los nifios, a los que
les proporciona un cierto grado de inmunidad que les protege frete a futuras
infecciones. Esto explicaria la prevalencia de la giardiosis asintomatica en
los adultos.

La transmision de esta infeccion se efectiia exclusivamente tras la ingestion
oral de los quistes, bien a través de alimentos contaminados o de aguas de
bebida contaminadas con restos fecales, aunque el contacto intimo con un
individuo infectado también contribuye en la transmision. El parasito
tiende a encontrarse mas frecuentemente en la poblacion infantil o en
grupos humanos que viven en ambientes muy cerrados. Se considera un
parésito relativamente comun en viajeros, en personas que viven en pobres
condiciones sociosanitarias y entre homosexuales masculinos (Meyers y
col., 1977). Algunas profesiones se consideran mas expuestas a la
infeccion, como cuidadores infantiles de jardines de la infancia, y personas
que se ocupan del tratamiento de aguas residuales y alcantarillados, donde
el contacto con los quistes es mas frecuente.

El agua contaminada, o inadecuadamente tratada con desinfectantes
quimicos y que no ha sido filtrada, constituye una fuente comtn de
infeccion (Steiner y col., 1997; Jakubowski, 1990). Desde el punto de vista
epidemioldgico, han sido muy bien estudiadas las epidemias producidas
por via hidrica, y cuyo origen ha sido la contaminacion por animales
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salvajes infectados, siendo los pequefios roedores los mas implicados en
esta prevalencia del ciclo salvaje, y en su continua transmision por la
ingesta de agua contaminada (Bednarska y col., 2006). Algunas epidemias
se han estudiado con gran precision, como las que han tenido lugar en los
ultimos afios en algunas regiones de Estados Unidos (Levy DA, y col.,
1998), llegandose a afectar enormes grupos de poblacion.

1.7 Las proteinas capaces de ligar acidos grasos.

Los acidos grasos de cadena larga, son esenciales para poder sintetizar
complejos lipidicos tales como triglicéridos, ésteres, fosfolipidos y
prostaglandinas. También funcionan muchos de ellos como componentes
de sefnales en la modulacion de canales i6nicos y en la transmision
sindptica e incluso en la regulacion del metabolismo nuclear (Aburrad y
col., 1999).

En muchos tejidos, la importancia de los 4cidos grasos esta relacionada
directamente con la energia metabolica de la -oxidacion de estos acidos
grasos.

Los acidos grasos, suministran mas energia que la glucosa. Los requisitos
de energia estdn constantemente cambiando, y las cé€lulas tienen que
adaptar la reserva de lipidos a la demanda que se produzca de ellos. Para
ello, los sitios mas efectivos para llevar a cabo tal regulacion se encuentran
a nivel de la membrana plasmatica. En el caso de los 4cidos grasos, por su
naturaleza hidrofobica y por su creencia teorica de que podian transferirse
pasivamente a través de la bicapa de fosfolipidos, no se habia propuesto
ningin mecanismo de regulacion o transporte a nivel de la membrana
(Simmonds y col., 1968). Sin embargo, experimentos basados en el
transporte de acidos grasos (Robert y col., 1974; Rose y col., 1990),
demostraron que debia existir un transportador que facilitase la entrada y el
transporte en el interior de la c€lula, de los acidos grasos, puesto que la
entrada por difusion que se llevaba a cabo a muy bajo nivel (Gilbert y col.,
1969), no explicaba el transporte real de los 4cidos grasos. A partir de estos
trabajos, y como detallamos posteriormente, se han identificado diversas
proteinas especificas, capaces de ligarse de forma reversible y de manera
no covalente a los acidos grasos, aumentando asi la solubilidad de de estos
en el agua, facilitando por tanto su transporte (Banszak y col., 1994). A un
grupo de estas proteinas, se las ha denominado “Proteinas Capaces de Ligar
Acidos Grasos” (FABPs), puesto que poseen la capacidad de transportar
acidos grasos, y como vimos al principio, y se las ha agrupado en familias.
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Dependiendo de su situacion en la célula, se distinguen dos familias de
proteinas FABPs:

- La familia de proteinas FABP que se encuentran asociadas con las
membranas celulares, y cuya funcion es facilitar el transporte de los 4cidos
grasos, a través de estas membranas, al interior del citosol (Abumrad y col.,
1999; Storch y col., 2002).

- La familia de proteinas FABP que se encuentran en el citosol, y cuya
funcion es facilitar el transporte de los acidos grasos a través de €l, hacia
los compartimentos celulares donde son necesarios, modulando el
metabolismo lipidico intracelular, y regulando la expresion de genes.
(Boord y col., 2002). De estas proteinas, se han identificado, 14 diferentes
(Weisiger y col., 2002).

1.7.1 Las proteinas asociadas a la membrana, capaces de ligar
acidos grasos.

Varias investigaciones han demostrado la existencia de FABPs asociadas a
la membrana de las células. Asi, la primera fue descrita por Stremmel
(1985a), y se trataba de una proteina de peso molecular 90-93 KDa, a la
que denomindé FABP pm, presente en la membrana plasmatica de las
c€lulas del higado de rata (Stremmel y col., 1985a; Schwieterman y col.,
1988). Posteriormente fue descrita en otros 6rganos, como en el intestino
(Stremmel y col., 1985b), en el corazdén (Stremmel, 1988; Paulusscn y col,
1988; Watanabe y col, 1991), cerebro (Kurtz y col, 1994), y algunos otros
organos (Sorrentino y Col, 1988; Campbell y col, 1994). Todas estas
proteinas estan relacionadas, o son muy parecidas a la
aspartatoaminotransferasa mitocondrial. Esta proteina no estd integrada en
la membrana, pero presenta una elevada afinidad hacia ella (Stump y col.,
1993).

Otra proteina de membrana fue identificada por Harmon y col., en 1991, en
adipocitos de rata, fue clonada por Abumrad y col., en 1993. Esta proteina
posee un peso molecular de 88 KDa y se denomin6 FAT. Schaffer y
Lodish, 1994, purificaron otra proteina de adipocitos de raton de 63 KDa a
la que denominaron FATP. Esta otra proteina se encuentra integrada en la
membrana plasmatica, y es semejante en tamaiio y distribucion a la
proteina de membrana llamada FAR, que posee un peso molecular

56-60 KDa, aunque difieren bastante en cuanto a sus secuencias de
aminoacidos (Fujii y col., 1987). Trigatti en 1991, purifico otra proteina de
22 KDa que poseia también una alta afinidad por los acidos grasos.

Todas estas proteinas mostraron gran afinidad sobre las cadenas largas de
los &cidos grasos, y se relacionan fundamentalmente con las FABPs
citosolicas.
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Desde el aislamiento de la primera proteina FABP de invertebrado aislada
del musculo del vuelo de Schistocerca gregaria en 1990 por Haunerland y
Chisholm, el nimero de FABPs aisladas de invertebrados ha ido
aumentando progresivamente, observando que las diferencias entre las
secuencias son apreciables, no estando claras las relaciones con las FABPs
de vertebrados, y menos aun entre las propias proteinas de los
invertebrados (Esteves y Ehrlich, 2006), teniendo estas ultimas un mayor
grado de diversidad en los lipidos que ligan, que los observados para las
proteinas trasportadoras de mamiferos (Lucke y col., 2006).

Estas FABP, debido a su localizacidn, y a la diferente secuencia de
aminodcidos que presentan en las diferentes especies animales en las que se
las ha encontrado, se les ha demostrado un papel importante de cara al
diagnostico y a la vacunacion de algunos parasitos como Schistosoma,
Echinococcus, Ascaris, Fasciola, Clonorchis, etc (Al-Sherbiny y col., 2003;
Chabalgoity y col., 1997; Hillyer GV, 2005; Nambi y col., 2005, Moser y
col., 1991; Gobert, 1998; Alvite y col., 2001; Cansen y Barret, 1995;
Espino y col., 2001; Espino y Hillyer, 2003; Lee y col., 2006).

1.7.2 Las proteinas citosolicas capaces de ligar acidos grasos.

Las FABP citosolicas, son un grupo de al menos 14 proteinas distintas,
donde cada una de ellas muestra un patron caracteristico de distribucion en
los tejidos, segln sea la funcion de estos (Ockner y Col, 1972a; Schmitt y
Col, 1994; Schaffer y Lodish, 1994; Van Nieuwenhoven y col, 1996).

Contienen entre 126-137 aminoécidos y poseen una semejanza en la
secuencia del 20-70 % (Veerkamp y col., 1991; Banaszak y col., 1994).
Estas proteinas son mds abundantes en aquellos tejidos que poseen un
metabolismo activo de 4cidos grasos, aunque cada una de estas proteinas se
encuentra en un tejido diferente, conteniendo algunos tejidos mas de un
tipo de FABP citosoélicas diferente, no solo por tener varios tipos de
células, sino por la expresion de varias proteinas FABPs en la misma cé¢lula
(Glatz y Vander Vusse, 1996).

Existen ademads isoformas en estas proteinas con diferencias en su
secuencia de tan solo un aminoacido, que origina cambios en su punto
isoeléctrico.

Hay distintas explicaciones a la existencia de diferentes puntos

1soeléctricos, tales como que el ligando se encuentre ligado y este
modifique el punto isoeléctrico, o las modificaciones posteriores a la
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traduccion que incluyen la oxidacidon de determinados aminodcidos como la
Cys69, o la desaminacion del Asnl05.

Murphy y col., (1999), demostraron sin embargo, que estas isoformas son
estructuras funcionales capaces de ligar y transportar los acidos grasos,
junto con otras sustancias hidrofébicas.

Los anticuerpos mono o policlonales frente a estas proteinas, muestran
ademas reaccidn cruzada para con los miembros de esta familia de
proteinas, pero no con otros tipos de proteinas, aunque estén involucradas
en el metabolismo lipidico. Esto dificulta la posibilidad de obtener una
informacién veraz de la presencia de un tipo especifico de FABP cuando se
realizan estudios de inmuno-captura de este tipo de proteinas (Veerkamp y
col., 1991).

1.7.3 Estructura y capacidad de ligar acidos grasos.

Se han realizado diversos estudios mediante difraccion de rayos X sobre la
estructura de las “Proteinas Capaces de Ligar Acidos Grasos” (FABP), y en
estos se muestra una semejanza moderada en cuanto a su estructura
primaria, aunque muestran sin embargo, mucha semejanza con respecto a
su estructura terciaria. Esta estructura terciaria esta constituida por 10
cadenas [} antiparalelas de una longitud de 4-10 aminoécidos, unidos por
una red de puentes de hidrogeno, y 2 cadenas a-hélices cortas, localizadas
entre la primera y la segunda cadena 3. Los aminoacidos mas conservados
de esta estructura, son los que se encuentran en las cadenas 3 como glicina,

asparagina y aspartato, que son necesarios para la formacion de las vueltas
B (Banaszak y col., 1994; Hodsdon y Cistola, 1997).

Esta estructura a modo de barril, proporciona una cavidad central en la que
se insertan los acidos grasos por su grupo carboxilo, y se cierra con las 2
cadenas a-hélices. Dentro de la cavidad, el 4cido graso, y mas
concretamente su grupo carboxilo y la arginina o la tiroxina, se ligan
mediante una interaccion ionica al sitio de unidn, formandose ademas, una
red de puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas que sirven para
estabilizar la orientacion de la cadena (Xu y col., 1993; Jakoby y col.,
1993; Chmurzynska, 2006).

En general, la mayoria de las FABPs, no muestran significativos cambios
en su conformacion cuando estan ligadas al acido graso, aunque la forma
“holo” (La forma ligada), muestra mayor estabilidad que la forma “apo” (la
forma no ligada), y esto es asi, porque en el interior de la forma “apo” se
encuentran 24 moléculas de agua, dispuestas de forma ordenada, las cuales
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son expulsadas al ligarse el acido graso, por lo que el volumen de la forma
no ligada no cambia significativamente del volumen de la forma ligada
(Storch y col., 1989; Buelt y col, 1990; Hodsdon y Cistola, 1997).

La mayoria de las FABPs, ligan solamente a acidos grasos de cadena larga
y muestran una mayor afinidad por los 4cidos grasos no saturados en contra
de los acidos grasos saturados. Sin embargo, algunas FABPs son capaces
de ligar retinoides como la A-LBP, sales biliares como la I-LBP o incluso a
varios ligandos como la L-FABP (Veerkamp y col., 1991; Bass, 1994). La
especificidad frente al ligando, parece estar relacionada con la presencia de
un solo aminoacido (Baler y col., 1995; Sha y col., 1993).

La estequiometria de ligar es en general de 1 mol del ligando por 1 mol de
la proteina, a excepcion de la L-FABP que es capaz de ligar hasta dos
ligandos en su interior dependiendo del tamafio de estos.

La conformacion del ligando varia entre las FABPs. Asi, mientras en la
[-FABP el 4cido graso mantiene una conformacion doblada, en la H-FABP
se mantiene en forma de U. También varia la orientacion del acido graso en
la forma ligada a la proteina asi, la orientacion del acido graso ligado a la
L-FABP es contraria a la [-FABP. En la L-FABP el grupo carboxilo del
acido graso se dirige hacia la cara externa, mientras que el grupo carboxilo
del 4cido graso en la I-FABP se dirige hacia la cara interna. Este hecho se
comprob6 usando un ensayo de desplazamiento del cis-acido parinarico
con dos ligandos diferentes:

- Un 4cido graso monocarboxilico como por ejemplo el palmitico.
- Un 4cido graso dicarboxilico como por ejemplo tapsico.

El desplazamiento de los 4cidos grasos en la I-FABP era igual, mientras
que el desplazamiento por el dcido dicarboxilico en la L-FABP era el doble
que el del 4cido monocarboxilico, y esto es debido a que posee 2 restos
carboxilos.

1.7.4 El plegamiento de las FABP y su dependencia del pH.

El plegamiento del plano B de la [-FABP se logro6 estudiar dentro de un
rango de pH 5-9, y se pudo comprobar que el plegamiento era reversible en
equilibrio, mostrando una gran estabilidad. A pH 4 y con una baja
concentracion de urea (1-3 M) se forma un agregado dependiente del
tiempo y de la concentracion de sales, mientras que a altas concentraciones
de urea (4-6 M) se eliminan estas agregaciones.
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La dindmica de plegamiento y desplegamiento no varia sin embargo, entre
un rango de pH de entre 6-9, mientras que a pH 10 aparecen fases
intermedias entre el plegamiento y desplegamiento. Estas fases intermedias
son independientes a las que se forman a pH 4 (Dalessio y Ropson, 1998).

1.7.5 Las funciones biologicas de las FABP.

1.7.5.1 La fijacion y trasporte intracelular de los acidos grasos.

Inicialmente, a las FABP, se les atribuyd como funcion la de transportar
intracelularmente cadenas lagas de 4cidos grasos hasta sus sitios de
utilizacion, puesto que funcionan como translocadores de acidos grasos a
través e la membrana (caso de la FABPs de membrana) (Waggoner y col,
1991), mientras que las FABPs citosoélicas juegan un papel similar a la
albumina del plasma (Waggoner y col., 1990; Glatz y col., 1993a). Estas
proteinas poseen ademads funciones adicionales tales como:

- Seleccionar y atrapar substratos lipofilicos (Abumrad y col., 1991;
Kiens y col., 1997; Lortaine y col., 1997).

- Compartimentalizacion de acidos grasos (Baler y col., 1995).

- Participacion directa en el metabolismo como co-factores
(Estimuladores o Inhibidores), en reacciones donde los acidos grasos
sean substratos o reguladores (Lalonde y col., 1994).

También se ha comprobado, que existe una relacion directa entre la
utilizacion de acidos grasos y el contenido de FABPs en las células. Las
FABP son localizadas en vertebrados, predominantemente, como ya se
indicé anteriormente, en tejidos activos del metabolismo de acidos grasos,
como en el higado, el intestino, tejido adiposo, corazén y miisculo
esquelético. En estos tejidos, el contenido de estas proteinas esta
relacionado con su capacidad de oxidar acidos grasos (Luiken y col., 1999).

Las alteraciones en la actividad del metabolismo lipidico, conducen por lo
general cambios en el contenido de FABPs en los tejidos. Por ejemplo, una
dieta rica en grasas produce un aumento en la cantidad de FABPs
citosolicas del higado, intestino, corazon y rifion (Glatz y col., 1988;
Veerkamp y Van Moerkerk, 1993; Richiere y col, 1994). Cuando mediante
técnicas de biologia molecular, los fibroblastos de higado de raton se
transfeccionan con DNA de la L-FABP de rata, estas células muestran un
aumento en su capacidad de ligar el oleico, el colesterol, y se activa el
metabolismo de los fosfolipidos (Schroeder y col., 1993). Pero sin
embargo, si hacemos la transfeccion de estos fibroblastos con DNA de
[-FABP e rata, no se aumenta la capacidad de ligar 4cidos grasos, pero se
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estimula la incorporacion de triacil-glicerol. Estos experimentos vienen si
no a confirmar las distintas funciones de estas dos proteinas en el
metabolismo celular.

1.7.5.2 Las funciones de estas proteinas en la transduccion de sefales.

Los acidos grasos de cadenas largas, poseen ademas, un papel como
mensajeros celulares primarios y secundarios especificos de sefiales, y
como reguladores de la expresion de algunos genes a nivel de la
trascripcion.

Tanto las FABP asociadas a membrana como las FABP citosolicas poseen
un papel fundamental en la transduccién de sefiales en acciones tales como:

- Transportadoras de acidos grasos y de sus metabolitos, facilitando
asi la entrada de estos componentes de sefiales en el interior de las
células, mientras que las FABP citosolicas facilitan su transporte
intracelular (Glatz y col., 1995; Pecters y col., 1989).

- Reguladoras de la sintesis de compuestos lipofilicos mediante la
eliminacion de producto final para prevenir la inhibicion del
mecanismo de “feed-back” (Glatz y col., 1993b).

- Modular la actividad de las hormonas mediante la disponibilidad o
ausencia de componentes de sefiales 0 mensajeros secundarios que
compiten con las hormonas por los sitios de unién de las proteinas
diana de estas, en el interior de las células.

- Modular la disponibilidad de ligandos libres, afectando a la
transduccion de senales. Esta funcidon puede verse afectada por las
condiciones ambientales que rodeen a estas proteinas, ya que por
ejemplo, un cambio de pH puede afectar a la disposicion de los
acidos grasos de algunas FABPs citosolicas.

1.7.5.3 Funciones que poseen en el crecimiento celular y en la
diferenciacion.

Las FABP son capaces de intervenir tanto en el crecimiento como en la
diferenciacion celular. De esta forma, se ha comprobado la existencia de
una relacion directa entre el contenido relativo de L-FABP y la mitogénesis
(Sorof, 1994).

1.7.5.4 Las funciones que poseen como protectores celulares.

Los acidos grasos de cadenas largas y algunos de sus derivados, pueden
afectar a la estructura y funcion de las membranas, ya que participan en la
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inhibicidon de enzimas, modulan receptores de la insulina y
glucocorticoides, activan la proteinquinasa o pueden modificar el
funcionamiento de los canales i6nicos (Kang y Leal, 1996). Las FABP,
poseen una enorme importancia como reguladoras y protectoras,
controlando la presencia de acidos grasos libres y de algunos de sus
derivados. Esta funcidn es especialmente importante en dérganos tales como
el corazon, ya que un exceso de acidos grasos y acyl-CoA podria afectar su

metabolismo y bloquear la produccion de energia mitocondrial (Glatz y
Col, 1993b, 1994).

Estas proteinas estan siendo utilizadas como marcadores de diagnostico
para detectar danos celulares o lesiones (Kaptcin y Col, 1998). De hecho,
las FABPs del plasma se han empleado ya como marcadores de diagnostico
para una deteccion temprana del infarto de miocardio agudo (Yoshimoto y
col., 1995; Glatz y col., 1997; Servonnet y col., 2006), del sindrome
coronario agudo (Cavus y col., 2006), en la detencion temprana de la
aparicion de arteriosclerosis, como por ejemplo hipertension, diabetes, €
inflamacion cardiovascular, y en la deteccion de enfermedades hepaticas
como la hepatitis (Ishimitsu T. y col., 2005).

FIGURA 6.
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Fig. 6. La estructura de la FABP, muestra la presencia del adcido palmitico en la cavidad
central de B-clam junto con algunas moléculas de agua (®). También se observa la red
formada por los cinco puentes de hidrégeno, entre los que se encuentra el grupo
carboxilo del 4cido palmitico.
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2 MATERIAL Y METODOS.

2.1 Cultivo de los trofozoitos de Giardia lamblia.

Para realizar los ensayos de esta memoria, se han utilizados trofozoitos de
Giardia lamblia, de las cepas ATCC 30888 y 30957, cultivados en medio
TYI-S33, enriquecido con un 10% de suero fetal bovino, y mantenidos a
37° C (Keister, 1983). La composicion del medio de cultivo se describe
mas adelante.

Los frascos de cultivo utilizados fueron disefiados en el laboratorio para
conseguir un cultivo en masa. Estos frascos, poseen un tapon a rosca, de un
didmetro de 3.5 cm, por 10 cm de altura, en los cuales se introducen 100
capilares de micro-hematocrito de 2 mm de ancho por 5 cm de largo y una
luz de 1 mm. Dichos tubos son introducidos en dos discos de teflon
perforados, a modo de separadores, para evitar asi que se colapsen,
manteniendo una separacion entre tubos de 2 mm, al objeto todo ello de
aumentar la superficie de adherencia de los trofozoitos a la superficie del
frasco de cultivo.

FIGURA 7.

Fig. 7. En esta figura se muestran mediante fotografias los distintos detalles que
caracterizan a los frascos de cultivo utilizados para la obtencion de los trofozoitos de
Giardia.
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El cultivo se realiza durante 72 horas desde el momento de la siembra de
trofozoitos, instante en el que se alcaza el maximo crecimiento, siendo los
frascos introducidos en hielo a fin de enfriar el medio y lograr el
desprendimiento de la mayor parte de los trofozoitos de Giardia.

Tomado el medio de cultivo, se centrifuga a 800 g durante 10 min a 4°C.
El botén obtenido es lavado repetidas veces con PBS (137 mM NacCl,

2.7 mM KCl, 8.1 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, pH 7,4), para eliminar
los restos de medio de cultivo.

Preparacion del medio de cultivo TYI-S33.

La composicion del medio de cultivo TYI-S33, se describe a continuacion:

® KQHPO4 ................................................................................. 1.0 g
b KH2PO4 ................................................................................. 0.6 g
® NACT . e 20¢g
* Biosate peptona (BBL, cat. NO 11862) ......c.ccecvvvevvvveiieennnnn. 30 g.
* Bilis bovina (Sigma, cat. NO B-3883) ....ccccccoviiiiiiiiniieen. 0.5 g.
o Citrato ferrico amoONICO .........cecvveeeeivieeeririeeeeireeeeenreeenes 0.0228 g.
o HoOdestilada ..oooooeeeeiiiiiiiiiiii 880 ml.

El medio de cultivo se ajusta a pH 7.2 con NaOH 0.1 N. Este medio, una
vez preparado, es filtrado a través de prefiltros, y posteriormente a través
de un filtro de 0.45 micras de tamafo de poro, a fin de eliminar los s6lidos
no disueltos o precipitados. Todos los componentes del medio que no
contienen extractos o productos bioldgicos, son esterilizados en solucion,
en el autoclave durante 15 min a 121°C y 1.5 atmosferas de presion.

En el momento de su utilizacidn, al medio de cultivo se le afiaden por litro,
20 ml de una solucion previamente esterilizada por filtracion, a través de
una membrana de 0.22 micras, y que contiene:

L D O 1 1) 1 - USSR 22 g.
®  AcCIdO @SCOTDICO ..ooovviieiiieeiie et 0.2g.
®  GIUCOSA ..eeviieeiiiie ettt e e e e e e 10 g.
o HoO deStilada c.oooveeeeeeiiiiiieeeee e 20 ml.

Como fase final de la preparacion del medio, se le anadié un 10% de suero
fetal bovino, inactivado previamente a 56 °C durante 30 min. Dicho medio
de cultivo puede ser guardado como maximo, a 4 °C, durante 4 o 5 dias.
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2.2 Mantenimiento de Giardia lamblia por
criopreservacion.

Se emplean para ello cultivos que se encuentran en su fase de crecimiento
exponencial, donde una vez que los trofozoitos son centrifugados como se
describe anteriormente, el boton resultante es resuspendido en medio de
cultivo al que se le adiciona un 10% de glicerol. Esta suspension de
parasitos es vertida en viales de congelacion (Nalgene Cryoware).
Posteriormente, se someten estos viales a una congelacion progresiva de

1 °C por minuto, hasta alcanzar los -80 °C en un arcon congelador Eraeus,

sumergiéndose posteriormente en nitrogeno liquido donde se almacenan a
-170 °C.

2.3 Preparacion del homogenado.

El sedimento obtenido de la centrifugacion del cultivo de Giardia, una vez
que se le ha dado el ultimo lavado con PBS, es resuspendido en tampon
fosfato pH 7.4, conteniendo 0.25 mM de sacarosa, ImM de EDTA, 1mM
de DTT, 1% de Triton X-100 (Campebell y Col, 1994), junto con una
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Boehringer Mannheim
GMBH). La composicion del coctel de inhibidores de proteasas es la
siguiente:

Antipain-HCl ........cccoiiiiiiiie et 3.0 mg.
BeStatin ...cooiiiieeiiiee e e 0.5 mg.
L5530 1011 7 11 1 LRSS SURSRRRI 1.0 mg
E-64 oo 3.0 mg.
LEUPEPLIN ©oeeiiiiiieciiee e e 0.5 mg.
PePSatin co.evieeiieiie e e 0.5 mg.
Fostoramidon .........ccceecviieiiiiiiiie e 3.0 mg.
Pefabloc SC ... 20.0 mg.
PN 0100114V o PP PR PSR 0.5 mg.
EDTA ot et 10.0 mg.

El homogenado total, se congela y se descongela 3 veces lentamente,
seguido de una sonicacion de 1 min a 0°C, que se repite en 10 ocasiones,
haciendo descansos de 30 s entre sonicacion y sonicacion, para asi romper
las membranas celulares. Comprobandose por microscopia el resultado de
la lisis.

El lisado, se incuba a 37°C, durante 30 min en el tampdn de lisis, a fin de
facilitar la solubilizacién de las membranas, centrifugdndose
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posteriormente a 22000 g durante 1 h, y recogiéndose el sobrenadante
resultante de la centrifugacion.

2.4 Purificacion de proteinas mediante técnicas de
Cromatografia.

La purificacion realizada, se ha llevado a cabo mediante diferentes técnicas
cromatograficas siguiendo la metodologia previamente puesta a punto en
nuestro laboratorio por Hasan y col., 2002a; Hasan y col., 2002b y Hasan y
col., 2005.

2.4.1 Cromatografia en columna de Bio-Bead.

Tras obtener el lisado, y dado que este fue realizado utilizando para ello un
tampon en donde se integra un detergente, hay que tratar de eliminar del
homogenado los restos del detergente Triton X-100 (Cantarero y col.
1980). Para ello, y siguiendo el método descrito por Dutta-Roy (1987), el
homogenado fue cromatografiado por una columna de Bio-Beads® SM-2
(BIO-RAD), de 1 x 8 cm que contiene 5 gr de Bio-Bead, previamente
regenerada. El homogenado, aproximadamente 5 ml, es cromatografiado a
través de la columna de Bio-Bead, a un flujo de 1.8 ml/h, eluyendo con
agua destilada. Una vez eliminado el detergente, el homogenado es
almacenado a 4 °C, protegido por el coctel de inhibidores de proteasas.

Para la regeneracion de la columna de Bio-Beads, se hacen pasar por ella, 4
ciclos de metanol al 40% y tampon fosfato 10 mM a pH 7.4. Para ello se
pasa 1 volumen de metanol, seguido de 1 volumen de tampdn fosfato, de
forma alternativa, hasta pasar 4 volumenes de cada uno. Por tltimo, se pasa
un volumen mas de agua destilada, con el que se lava la columna,
quedando regenerada y lista para su reutilizacion.

2.4.2 Cromatografia en Columna de Lipidex.

A fin de eliminar los componentes bioldgicos hidrofobicos, que pudieran
interferir en los procesos posteriores a la purificacion de las proteinas
capaces de ligar los 4cidos grasos, el homogenado es cromatografiado a
través de una columna de Lipidex-1000 (1x 15 cm) (Lipophilic Sephadex
sustituido aprox. 10% w/v Hydroxyalkoxypropyl (Sigma)).

El flyjo utilizado en la cromatografia fue de 10 ml/h, recogiéndose las
proteinas del homogenado mediante su elucién con tampon fosfato. El
producto cromatografiado resultante, es almacenado a 4°C hasta el
momento de su utilizacion.
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La columna fue regenerada mediante tampon fosfato 10 mM a pH 7.4
(Glatz y col., 1984; Lee y col., 1998).

2.4.3 Cromatografia en Columna de Afinidad.

Eliminadas las sustancias hidrofébicas de la muestra, el homogenado es
cromatografiado a través de una columna de afinidad, preparada con
Sepharosa Epoxy 4B (Pharmacia Biotech), ligada a una 4cido graso, que en
este caso fue el acido butirico.

La Sepharosa 4B activada con Epoxy, es un gel-preactivado para la
inmovilizacion de varios ligandos. Este material, reacciona con los grupos
hidroxilos ademas de con otros radicales como aminos y tioles, por lo que
es un gel que posee un “brazo” largo hidrofilico adecuado para la
inmovilizacion de moléculas pequenas.

Preparacion del gel, y acoplamiento del ligando.

Para la preparacion del gel, se siguen las instrucciones proporcionadas por
la casa comercial segiin el procedimiento descrito por Peters y col. en 1973,
en donde las proporciones recomendadas para la preparacion de la columna
son de 2 volumenes de 4cido butirico, por 1 volumen de Sepharosa 4B y
0.1 M de 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl) carbodiimide, con el
protocolo siguiente:

- Se pipetea un 20% mas del volumen deseado de Sepharosa 4B y se
centrifuga a 100 rpm, eliminando asi el 20% de etanol que viene con
esta, obteniéndose por tanto el volumen deseado de Sepharosa que se
va a utilizar.

- Cada mililitro de Sepharosa, es posteriormente lavado con 80 ml de
NaCl 0.5M, a 500 rpm, durante 5 min.

- Se disuelve el ligando que se va a utilizar en etanol, y se ajusta el pH
a 4.5. En este caso, el ligando a utilizar es el 4cido butirico, a un pH
de 4.5.

- Se toman 2 volimenes de 4cido butirico y se mezclan con 1 volumen
de Sepharosa 4B, y a la suma de los dos voliumenes se le afiade
0.1 M de 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl) carbodiimide. Se
mezcla todo y se tiene en agitacion de 2 a 24 horas a temperatura
ambiente (Es muy importante no utilizar un agitador magnético para
la agitacion, dado que este puede romper la Sepharosa 4B).
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- Durante las 2 primeras horas se ha de comprobar que el pH de la
mezcla no cambie entre un rango de 4 y 6. Si este cambiase, ha de
volverse a ajustar el pH con HCI 1N.

- Los grupos no reactivos, son bloqueados mediante acido acético.

- La columna con la mezcla anteriormente preparada se empaqueta y
se lava con 3 volimenes de Azida Sodica al 0.5%.

Antes de utilizar la columna, se realiza un lavado de regeneracion de la
misma mediante sucesivos lavados con tampdn acetato 0.1M, conteniendo
0.5M de NaCl a pH 4, y con tamp6n Tris-HCI 0.1M, conteniendo 0.5M de
NaCl a pH 8.

Proceso de purificacion.

En la realizacion del proceso de cromatografia y de monitorizacion de la
columna de afinidad, se utilizé un equipo de Pharmacia Fine Chemicals
compuesto por:

* Un monitor de ultravioleta UV-1 compuesto, a su vez, por una
unidad 6ptica con una célula de flujo con longitud de onda de
operacion de 280 nm y una unidad de control ajustada a una
sensibilidad de 0.1 unidades de absorbancia (UV).

* Un colector de fracciones FRAC-100, acoplado a la unidad de
control del monitor.

* Un registrador grafico acoplado también a la unidad de control.

Una vez montada y conectada la columna, se procede a equilibrar el
sistema pasando PBS 0.25 M, a través de ella, a un flujo de 10 ml/h, hasta
conseguir una linea base que es tomada como referencia. Cuando la
columna se encuentra equilibrada, se procede a cromatografiar el
homogenado de los parésitos, previamente obtenido. Tras lavar con 4
volimenes de PBS, se eluyen las proteinas retenidas mediante el tampon
Tris-HC1 0.1M a pH 7.2 conteniendo 0.5 M de NaCl. Una vez recuperadas
las proteinas retenidas, se continda el proceso regenerando nuevamente la
columna.

En el momento en el que las proteinas han sido eluidas, estas son dializadas
frente agua destilada durante 72 horas, cambiando el agua cada 3 horas.
Las membranas de dialisis utilizadas para este propdsito fueron
Spectra/Por” 3 Spectrum, con un tamaifio de exclusion de 3.500 kDa. Estas
membranas de dialisis, antes de ser utilizadas, deben ser activadas por
ebullicion de estas durante 15 min, en una solucién compuesta por 10 ml de
EDTA 0.2M en 990 ml de agua destilada, conservandose en agua destilada
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conteniendo Azida Sodica al 0.02%, que evita su contaminacion y
deshidratacion.

Una vez que las proteinas son dializadas, estas son posteriormente
liofilizadas, guardandose a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

2.5 Analisis del rendimiento de la purificacion.

2.5.1 Procedimiento del analisis.

Partiendo de un volumen inicial de 8.5 ml de tampon de lisis, que es
anadido sobre un sedimento de trofozoitos de Giardia, obtenido de un
cultivo estandar de esta pardsito, se recoge un volumen de 500 pl de cada
uno de los pasos en los que esta constituida la purificacion de las proteinas
FABP, excepto del altimo paso, del que se toma el volumen restante
obtenido que es de 6.5 ml.

Estos pasos son:

- 1° Paso: Después de lisar los trofozoitos.

- 2° Paso: Después de la centrifugacion.

- 3° Paso: Después de la cromatografia de Bio-Bead.
- 4° Paso: Después de la cromatografia de Lipidex.

- 5° Paso: Después de la cromatografia de Afinidad.

2.5.2 Rendimiento en los pasos de la purificacion.
La concentracion de proteinas fue determinada en todos los casos mediante

los métodos de Leslie Hudson (1989), y Bradford, M. (1976), que se
describen a continuacion.

Método de Leslie Hudson: Este es un método, que se podria llamar directo,
puesto que la concentracidon de proteinas se calcula midiendo la longitud de
onda de las distintas diluciones proteicas tanto a 260 nm como a 280 nm, y
aplicando la siguiente formula:

[PROTEINAS]= [155 Asgo— 0,77 Aseo]

En donde:

Asgo: valor de absorbancia a 280nm.
Asgo: valor de absorbancia a 260nm.
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Método de Bradford: Este es un método, en donde se utiliza un reactivo
para realizar las mediciones, que en este caso es el de la marca comercial
BIO-RAD (Bio-Rad protein assay kit II. Bio-Rad), donde como solucion
patron se utiliza una solucion de albumina bovina (BSA) a una
concentracion 0.1 pg/ml. Este método esta fundamentado en los cambios de
absorbancia producidos a 595nm, dependiendo de la cantidad de proteinas
existentes en las soluciones a analizar.

Procedimiento para la determinacion de proteinas a través del método
Bradford.

Como muestra patron: Albimina bovina (de SIGMA).

Como reactivo de Bradford: El de la marca comercial Bio-Rad (de Bio-Rad
protein assay kit II. Bio-Rad).

Para determinar la concentracion de las proteinas por el método de Bradford
se sigui6 el siguiente procedimiento: Se mide el volumen de la solucion
conteniendo la muestra de proteinas y se completa con agua destilada, PBS o
buffer carbonato, si fuera necesario, hasta un volumen de 1 ml. A
continuacion se le afiade 1ml del Reactivo de Bradford, se agita y se deja
reposar durante 10 min a temperatura ambiente, tras los cuales se mide la
absorbancia a una longitud de onda de 660 nm en un Espectrofotometro de
Mitton Roy (Spectronic 3000), utilizando como blanco 1 ml de agua destilada
mezclada con 1 ml de Reactivo de Bradford.

La curva patrén se obtiene realizando este mismo procedimiento, solo que
utilizando una disolucion de albimina bovina (BSA) de 1mg /ml de la que se
toman valores de 2 a 32 ul, y como blanco 2 ml de agua destilada.

La capacidad que tienen las proteinas FABP de ligar los dcidos grasos
después de los distintos pasos del proceso de purificacion, se determino de
acuerdo con Hasan y col., 2005, obteniéndose asi la actividad durante todo el
proceso.

La actividad de union de las proteinas hacia los acidos grasos, usando el
DAUDA, se determin¢ siguiendo el método descrito por Thumser y col.
(1999), para lo cual, se procedio a preparar una solucion 0,1 mM de
DAUDA, por adicién de 9 volimenes de tampon fosfato S0 mM (pH 7,2) a
una solucion stock de ImM de DAUDA (acido undecanoico dansyl,
Molecular Probes), en metanol.

La A excitacion maxima, A emision (nm) y la intensidad méxima de
fluorescencia (FI), se determind adicionando pequefios incrementos de
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proteina purificada desde 0,1 pg a 3 pg, en una cubeta conteniendo 1ml de
la solucion 1 uM de DAUDA, hasta la observacion de cambios en la A
emision (Ex 330 nm, Em 330 a 600 nm), A excitacion (Ex 250 a 400 nm,
Em 500 nm).

Para la deteccion del maximo de union del DAUDA a la proteina, se
adicionaron alicuotas de 2 ul de DAUDA (0,1 uM hasta 1 uM) a la cubeta
conteniendo 2 ml de proteina purificada disuelta en tampon fosfato (50 mM
a pH 7,2), seguidamente se le dejo estabilizar durante 30 s (Wilton 1990)
hasta su medicion en el espectrofotometro de fluorescencia F-2000 Hitachi.

La intensidad de fluorescencia de union no especifica, se evalud
adicionando las mismas cantidades de DAUDA al tampdn sin la proteina, y
al tampon conteniendo un exceso de proteinas (40 pg).

2.6 Técnicas de Electroforesis.

2.6.1 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en presencia de
SDS.

El SDS-PAGE es la técnica de electroforesis mas usada para el andlisis de
proteinas (Laemmli 1970; Andrews 1986), y se debe al pretratamiento y la
capacidad que tiene el detergente anidonico SDS (Dodecil Sulfato S6dico)
para unirse a las proteinas, confiriéndoles una carga neta negativa, que
permite realizar la separacion exclusivamente en funcion de su Masa
Molecular Relativa (Wyckoftf'y col., 1977). Otra de las caracteristicas es la
presencia opcional del B—mercaptoetanol en el tampon de muestra, y su
capacidad de disgregar los puentes disulfuro, liberando asi las diferentes
subunidades.

2.6.1.1 Los Geles de Poliacrilamida.

Los geles de poliacrilamida estan formados por la polimerizacion de
monomeros de acrilamida, junto con monémeros del agente de
entrecruzamiento (agente bifuncional). El mejor agente bifuncional y el
mas usado es la N.N-metilen-bis-acrilamida.

Estos geles, se forman a través de la vinilpolimerizacion, constituyendo una
red tridimensional.

La concentracion de acrilamida y la concentracion del agente bifuncional,
son parametros importantes para determinar las propiedades fisicas del gel.
Estas propiedades son el tamafio de poro, la elasticidad, la densidad y la
fuerza mecénica. Otra propiedad importante de estos geles, es que ademas
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son transparentes, consiguiendo asi una mejor visualizaciéon de los
componentes separados en la electroforesis (Dunn, 1993).

La composicion del gel estd definida por dos pardmetros, como son %T y
%C donde:

* % T: Acrilamida monomeérica + agente entrecruzador % (w/v).
* % C: Porcentaje (en peso) del mondémero de agente entrecruzador.

Para realizar la electroforesis, se ha usado el Phast System de Pharmacia
junto con geles de Poliacrilamida al 12,5% (Phast Gel Homogeneous 12,5),
y del 20% (Phast Gel Homogeneous 20), en tampdn conteniendo 0.112M
de acetato y 0.112M de Tris a pH 6.5, con el que se crean condiciones
desnaturalizantes que ayuden a la electroforesis.

La parte separadora del gel posee una longitud de 32 mm, mientras que la
parte almacenadora posee una longitud de 13 mm, con 45 mm de anchura.
Se utilizaron pastillas de agarosa Phast Gel SDS Buffer Strips amersham
Pharmacia Biotech AB, que contienen embebido el tampodn de corrido de la
electroforesis.

Proteinas marcadoras.
Como proteinas marcadoras se utilizd una mezcla de proteinas de peso

molecular medio, obtenida comercialmente (Amersham), en donde los
pesos moleculares oscilan entre 14000 y 200000 kDa.

LiSOzZIma.......coooviiiiiiiiiiiiiiia, 14400 kDa.

Inhibidor sérico de Tripsina................... 21500 kDa.

Anhidrasa carbénica............................ 31000 kDa.
Ovolbimina..............oooiiiiiiiiiiiii, 42699 kDa.
Albuminabovina................oooiiiiiiii, 66200 kDa.
FosforilasaB..............ooooiiiiiiiiii, 97400 kDa.
B-galactosidasa.............cooeveiiiiinininnn. 116250 kDa.
MIOSINA. .., 200000 kDa.
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2.6.1.2 La preparacion de las muestras.

Una vez que las muestras han sido obtenidas, estas son diluidas (1:1), en
tampon de la muestra y calentadas durante 5 min a 96 °C .

El tampon de muestra utilizado fue el de Laemmli (1970), junto con
algunas modificaciones, como su contenido en SDS, para que este no sea
necesario de anadir al gel, y que estd compuesto por:

Tris/HClapH 8 ..o, 10 mM.
EDTA Lottt et e 1 mM.
SDS al 2.5%.

Glicerina al 17% para aumentar la densidad de la muestra.
Azul de Bromofenol al 0.01% para visualizar su migracion en el gel.
B-mercaptoetanol...........cccoovviiiiiiiiiiiii s 2.5 %.

En algunos experimentos, el B-mercaptoetanol no fue utilizado en el
tampon de muestra, por lo que las electroforesis fueron consideradas como
no desnaturalizantes.

Después de afiadir el tampon y calentar la muestra, esta se centrifuga para
eliminar de ella todo el material insoluble.

La aplicacion de las muestras al gel se realizod con ayuda de un aplicador
(PhastGel Sample Appl. 8/1, Pharmacia), y la separacion fue realizada en las
siguientes condiciones, que se programan en la unidad de control del equipo
PhastSystem™:

Pasos Voltaje Amperaje Potencia  Temperatura  Voltios 1h

Pasol 250V 10.0 mA 3.0W 15°C 1 Vh
Paso2 250V 1.0 mA 3.0 W 15°C 1 Vh
Paso3 250V 10.0 mA 3.0W 15°C 70 Vh

Una vez realizada la electroforesis, se procedio a la tincion de los geles.
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2.6.1.3 Tincion de los geles.
Tincion con Azul Coomassie;

Posee una sensibilidad aproximada de 20 a 30 ng de proteina por banda
(Wilson, 1979).

Para ello se prepara una solucion al 0.1% de Phast Gel Blue R, en una
solucion de agua destilada conteniendo metanol al 30% y acido acético al
10%. El gel se mantiene sumergido en ella durante unos 10 min.

Una vez tefiido el gel, y a fin de diferenciar las bandas proteicas contenidas
en ¢l, este fue destefiido en una solucion de agua destilada, metanol al 30%
y acido acético al 10% hasta la visualizacion clara de las bandas. Esta
solucion puede ser filtrada y reutilizada varias veces.

La transparentacion de los geles fue realizada en una solucion de Glicerina
al 5%, si el Phast Gel Homogeneous es del 12.5%, y Glicerina al 10%, si el
Phast Gel Homogeneous es del 20%. En ambos casos, la Glicerina va
diluida en agua destilada conteniendo acido acético al 10%. Esta solucion
se mantiene en contacto con el gel durante unos 15 min.

Todo el proceso de tefiido y destefiido fue realizado a la temperatura de
45°C.

Tincion con Nitrato de plata.

Es un método de tincion de elevada sensibilidad, del orden de 0.3 a 0.5 ng
de proteina, en los geles de electroforesis SDS-PAGE (Heukeshoven y col.,
1985).

Todas las soluciones para esta tincion, han de estar preparadas y
mantenidas en un bafio a la temperatura de 50°C, siendo recomendable que
las reacciones se realicen en constante agitacion. Para ello, primero se
sumerge el gel para su fijacion, en una solucion que contiene Etanol al
50%, Acético al 10% y agua al 40%, durante 2 min, y una solucion
formada por glutaraldéhido al 33% y agua al 67%, donde se mantiene
durante 6 min. Realizada la fijacion, el gel se lava dos veces por inmersion
de 2 min cada una, con agua destilada. Una vez terminados los lavados, se
introduce en la solucion de tincidén formada por 0.25 g de NO;Ag en

100 ml de agua. El tratamiento con esta solucion se realiza en oscuridad
durante 13 min, enjuagandose posteriormente el gel repetidas veces con
agua destilada durante 0.5 min. Terminados los lavados, se revela el gel
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con el revelador (en 100 ml de agua destilada, 2.5 g Na,CO; y 40 pul de
formaldehido), durante 4 min.

El revelado se detiene afnadiendo al gel una solucién que contiene agua al
95% y acido acético al 5%, durante 2 min. La conservacion se efectiia tras
sumergirlo en una solucién que contiene agua al 85%, Acido acético al
10% y Glicerol al 5%, durante 3 min.

2.7 Transferencia de Proteinas.

La técnica de electro transferencia fue descrita por Towbin y col., en 1979.

2.7.1 Los materiales y reactivos.

Para la transferencia, se emplearon membranas de Nitrocelulosa, las cuales
poseen una alta capacidad de ligar a las proteinas (249 pug/cm?), de forma
no covalente, mediante interacciones hidrofébicas y electrostaticas
(Lauriere, 1993). La membrana de Nitrocelulosa utilizada fue Hybond®- C
Extra, (Amersham).

Para su preparacion, las membranas fueron sumergidas durante 5 min en
Metanol, y posteriormente fueron impregnadas en tampon de transferencia,
el cual fue descrito por Towbin y col. (1979), y que estd compuesto por:

Tris-HCIpH 8.3 e 25 mM.
GLICING .o 192 mM.
IMELANO]L .o 20 %.

Para realizar el proceso de transferencia de las proteinas, se utilizo el
equipo de transferencia PHAST Transfer Semi-dry Transfer Kit, de
Pharmacia, con el que primero se separa el gel de su soporte de plastico, y
mediante la aplicacion de una carga eléctrica se transfieren las proteinas
desde este gel de Poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa.

Una vez que termina la transferencia, se toma la membrana de
nitrocelulosa, y al objeto de comprobar la eficiencia de la transferencia se
tifie con Rojo Ponceau (Salinovich y Montelaro, 1986). Para ello, las
membranas ya transferidas fueron sumergidas en el colorante, el cual esta
ya disuelto al 0.2 % en una solucion de agua destilada que contiene Acido
Tricloroacético al 3 %. Esta solucidén se mantiene en contacto con el gel
durante unos 10 min.

El destefiido fue realizado por sucesivos lavados en agua destilada, y la
visualizacion de las bandas evidencio el resultado positivo de la
transferencia.
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Muestras de proteinas transferidas de igual modo a membranas de PVDF,
fueron enviadas para su secuenciacion al laboratorio de Quimica de
Proteinas IBCP (IBCP, INSERN, Lyon Francia).

2.8 Fragmentacion en péptidos de las proteinas.

Puesto que se pudo comprobar, mediante los resultados proporcionados por
el laboratorio anteriormente mencionado, que esta proteina posee el
extremo N-terminal bloqueado, se procedié por tanto a conocer los posibles
puntos de ruptura que posee la mencionada proteina, utilizando algunas
enzimas proteoliticas.

A fin de conocer su inmunogenicidad y facilitar su secuenciacion, se
trataron las proteinas cromatografiadas y purificadas, con dos enzimas
proteoliticas. Para ello, se decidi6 utilizar tripsina (tripsina inmovilizada
con agarosa de PIERCE) y papaina (papaina inmovilizada con agarosa de
SIGMA), que tienen entre sus dianas de corte a los aminoacidos Lisina y
Fenilalanina respectivamente. Tras lavar varias veces los dos enzimas
inmovilizados con PBS estéril, 200 ug de la proteina purificada fueron
diluidos en 4 ml de PBS o de solucion de Hank respectivamente,
repartiéndose estos a razon de 2 ml por cada una de las enzimas a utilizar,
en una proporcioén de 20/1. Ambos tratamientos son incubados durante

1 hora, a 37°C, con suave agitacion, de acuerdo con la bibliografia
consultada (Roberts y col., 1977; Yarnall y Boyle 1986). Terminado el
tiempo de incubacion, los enzimas inmovilizados son retirados mediante
centrifugacion a 1000 g, separando los enzimas de los fragmentos ya
cortados. Estos fragmentos son dializados posteriormente mediante su
inclusion en membranas de dialisis Spectra/Por” 3 Spectrum laboratorios,
de un tamafio de exclusion de 3.500 kDa, enfrentandolas con agua
destilada, durante 48 horas, cambiando el agua cada tres horas.

Las proteinas tratadas con ambos enzimas, fueron precipitadas y
liofilizadas, siendo disueltas en tampon de muestra para su posterior
analisis electroforético, estudiando los resultados obtenidos para su posible
secuenciacion.

Los enzimas son recuperados mediante su lavado durante 3 veces
consecutivas en PBS, y su posterior centrifugacién a 1000 g,
almacenandose ambos a 4°C, en PBS conteniendo Azida Sodica al
0.02 %.
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2.9 Capacidad de desplazamiento del acido oleico
radiactivo.

A fin de comprobar la afinidad de las proteinas FABP purificadas, para
sustancias tales como Taurocolato, Glycocolato, Deoxycolato, y acidos
grasos tales como Acido Palmitico y Acido Araquidénico, se realizé un
experimento en donde una vez que las proteinas han ligado al 4cido oleico
['*C(U)] NEN™ (ARM, American Radiolabeled Chemicals, Inc, St Louis,
Missouri), estas son enfrentadas en funcion del tiempo, a concentraciones
100 veces mayores de los compuestos anteriormente mencionados,
estudiandose de esta forma la radioactividad desplazada como
consecuencia del desplazamiento del acido oleico, proporcionando
informacidn sobre la afinidad de dicha proteina para con estos compuestos
(Catala 1984 y 1985; Maatman y col., 1994 a y b). Para ello, una dilucion
de las proteinas purificadas a la concentracion de 2 ug/ul, se incuba durante
60 min con 0.1 puCi de acido oleico radiactivo (Campbell y col., 1994), a
28 °C, dividiéndose en partes iguales para ser incubadas con los diferentes
compuestos en los que se va estudiar la capacidad que poseen de desplazar
al acido oleico. Tras terminar el tiempo de incubacion de las proteinas
purificadas con el oleico radiactivo, los compuestos fueron incubados
posteriormente a 37 °C, con Lipidex, al objeto de captar el 4cido oleico no
ligado. Una vez que las proteinas se encontraron ligadas al oleico, estas
fueron incubadas con la concentracion 100 x de los compuestos
anteriormente mencionados.

Las alicuotas de cada una de las incubaciones, fueron obtenidas a diferentes
tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 min), deteniendo la reaccion en cada caso al ser
colocadas en hielo, y posteriormente incubandose nuevamente con Lipidex
para eliminar el posible 4cido oleico desplazado, eliminandose a
continuacion por centrifugacion del Lipidex utilizado.

Por ultimo, se realiza una electroforesis de cada una de las alicuotas
extraidas, utilizando geles de Poliacrilamida al 12,5% (Phast Gel
Homogeneous 12,5). Tras las electroforesis, se extraen de cada uno de los
carriles obtenidos las proteinas que han corrido a través del gel,
separandolas del acido oleico radiactivo libre que atin pudiera quedar no
ligado a ellas, por lo que se recorta cada carril por separado, y cada uno de

ellos es recortado a su vez en dos fragmentos bien diferenciados A y B
(Fig. 8): Un primer fragmento que llevara con sigo la banda que aparece

justo al final de cada carril (B), y otro segundo fragmento que llevara con
sigo la banda gruesa que aparece con un peso molecular mayor, junto con

el fragmento de carril que se encuentra por enzima de esta (A).
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2.9.1 Extraccion de proteinas de un gel de poliacrilamida para
la realizacion de mediciones de centelleo.

Se Rotulan 60 viales para medicion de centelleo, de modo que cada uno de
ellos identifique uno de los fragmentos en los que se ha recortado cada uno
de los carriles obtenidos en los geles. Se afiade a cada vial 0.2 ml de acido
perclorico al 60%, y se agitan suavemente para que los pequefios
fragmentos del gel se empapen bien con esta solucion. Se afiade también
0.4 ml de peroxido de hidrogeno al 30%, y se agitan de nuevo para que se
vuelva a mezcle todo correctamente. Una vez cerrados los viales, estos se
incuban en un bano a 70-80 °C durante 30-60 min, junto con una suave
agitacion, y tras la incubacidn y una vez que se han enfriado hasta alcanzar
temperatura ambiente, se les afiada a cada uno de los viales 7 ml de liquido
de centelleo (Ecolite. ICB. Costa Mesa. California), que es mezclado por
una suave agitacion.

La composicion del liquido de centelleo empleado fue: Alkylbenzene,
Phenyxylylethane, Non-Ionic Surfactants, 2,5-Diphenloxazole, p-Bis(o-
methylstyryl)Benzene.

La radioactividad existente en las proteinas fue medida en un contador de
Centelleo B (Beckman, Palo Alto, California).

Con los DPM obtenidos se calcul6 las constantes de asociacion (K+1) y de
disociacion (K-1), cuyo cociente (K-1)/(K+1) nos proporciona la constante
de afinidad Kp. En funcion de la cinética de Scatchard, estos calculos se
hicieron mediante el programa LIGAND-PC (Biosorf, Cambridge, U.K.).
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2.10 Determinacion del peso molecular mediante
espectrometria de Maldi-tof.

Una vez determinada la concentracion de proteinas del ultimo paso de la
purificacion, se analiza mediante espectrometria de masas el peso
molecular exacto de la proteina purificada. Para ello, se utiliza un
espectrometro de masas de tiempo de vuelo con ionizacion por laser
asistida por matriz (MALDI-TOF) BRUKER mod. AUTOFLEX, de rango
de medida de hasta 500000 uma, existente en el Centro de Instrumentacion
Cientifica de la Universidad de Granada, el cual nos proporciono el peso
molecular de las proteinas FABP, purificadas de Giardia.

2.11 3' RACE de la FABP de Giardia lamblia.

Como se pudo comprobar por las investigaciones realizadas anteriormente
sobre las “Proteinas Capaces de Ligar Acidos Grasos” (FABP) de Giardia
lamblia, su secuenciacion es realmente dificil por la multitud de problemas
que presentan, tales como la estructura en forma de bucle que adoptan, el
bloqueo en su extremo N-terminal, y la capacidad de formar complejos
cuando la proteina esta fragmentada o estd como forma apo, dado que se
forman agregados de mayor peso molecular, impidiendo igualmente su
secuenciacion. De este modo, se optd por buscar caminos alternativos para
lograr la secuenciacion del gen, y conocer asi la proteina, tales como clonar
o aislar el gen de interés, ayudandonos de diversas estrategias.

La primera de ellas consistio en la amplificacion del gen que codifica la
proteina FABP, mediante PCR, a partir del DNA gendémico procedente de
este parasito (Sambrook y col., 1989), utilizando para ello dos cebadores,
disefiados a partir de la secuencia consenso con otras especies.

La secuencia consenso, fue realizada de los siguientes organismos
Schistosoma, Fasciola, Echinococcus, Mus musculus, Sus scrofa,
Caenorhabditis elegans y Homo sapiens, comparando en primer lugar las
secuencias de las proteinas con funcion similar, existente en especies
parasitas, y que al menos tedricamente se encontrarian “evolutivamente”
mas proximas a Giardia, como son Schistosoma, Fasciola, Echinococcus,
con especies mas recientes como puede ser Mus musculus, Sus scrofa,
Caenorhabditis elegans, y el propio Homo sapiens.

Para encontrar en las diferentes especies analizadas tanto las secuencias en
aminoacidos de las proteinas, como las secuencias de nucleotidos del DNA
que las codifica, se utilizan las bases de datos Swiss-Prot y EMBL,
mientras que para realizar su alineamiento, localizando asi las zonas mas
conservadas de estas secuencias, nos ayudamos del programa ClustalX.
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Una vez localizadas las zonas de las secuencias mas conservadas, se utiliza
el programa Eprimer3 del paquete EMBOSS (Rice y Col., 2000; Steve
Rozen y Helen J. Skaletsky, 1996, 1997, 1998), con el que decidimos las
zonas mas favorables, y el disefio de los dos cebadores especificos
necesarios para la amplificacion del gen por PCR, gracias a los parametros
que proporciona este programa.

Habida cuenta de la baja conservacion de este gen entre las especies
comparadas, como se verd en el apartado de resultados, se abord6 una
segunda estrategia que consistio en el disefio de una reaccion 3'RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends) mediante la utilizacion de un cebador
especifico de las FABP disefiado a partir de una region conservada del gen,
y otro inespecifico, unido covalentemente a una cola de oligo-T, que
sirviera para la realizacion de la reaccion de retrotranscripcion, seguida de
una amplificacion por PCR con ambos cebadores. En detalle el disefio de la
estrategia consistio en lo siguiente:

e Se utilizd como cebador especifico el oligonucleotido:

5" CGTGGAAGMTKGGCGAATC 3’
Al que llamaremos a partir de ahora FABP-G-F (FABP Giardia
"Forward"), y que fue disefiado segun la secuencia consenso (ver

Resultados, pagina 108), y donde M: indica A 0 C, y K: indica Go T.

e Como cebador de la reaccion de retrotranscripcion se disefio el
oligonucledtido:

5" AAGCAGT GGTAACAACCCAGAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN3’
Al que denominaremos a partir de ahora oligoT-3'RACE.

La cola de 20 T cebaria la reaccion de retrotranscripcion. Los dos
nucleotidos en el extremo 3'son V(A,Go C)yN (A, G,C, T) y se
incluyen para que el oligonucledtido tenga que hibridar con el comienzo de
la cola de poly-A del mRNA. Los 25 nucleo6tidos en 5' quedarian sin
aparear en la reaccion de retrotranscripcion, pero posteriormente servirian
para amplificar la FABP junto con el cebador FABP-G-F.

Una alicuota del cDNA de hebra simple procedente de la

retrotranscripcion, se utilizé6 como DNA molde para la amplificacion por
PCR de un fragmento de la FABP, utilizando como cebadores el
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FABP-G-F y un oligonucledtido consistente en los 25 primeros nucledtidos
del extremo 5' del oligoT-3'RACE:

e Cebador para la amplificacion por PCR de la retrotranscripcion:

5" AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC 3
Al que denominaremos a partir de ahora 3'RACE-R ("Reverse").
El procedimiento completo se esquematiza en la figura 9, y se llevé a acabo
siguiendo el siguiente protocolo de la marca comercial Invitrogen® llamado
ThermoScript® RT-PCR System.

1° Retrotranscripcion:

En un eppendorf de 200 pl para PCR se mezclan los siguientes
componentes.

e OligoT-3'RACE (50 uM).....oevviiniininnn.. 1 ul
 RNA Total (0,6 pg/pl)..ccoovieiiiiiiiiiii... 7 ul.
o ANTPsMix (10mM)........ooviiniiiinninnnnn, 4 ul.

Incubamos a 65°C durante 6 min.
Enfriamos a 4°C.
Anadimos al eppendorf la siguiente mezcla previamente preparada.

 H,O tratadacon DEPC............................. 1 pl
e BufferS5X....ooooiiiii 4 ul.
o DTT (0,1 M).eooouiiiiiiiiee e 1 ul.
e RNasaOUT® (40 U/ul)..covevnneiieeiieii 1 pl.
e ThermoScript® RT (15 U/ul).cc..evvieneenea, 1 pl.

Incubamos a 55°C durante 45 min.
Incubamos a 85°C durante 5 min.
Anadimos a la mezcla anterior.
e RNasaHQRU/ul).oooeiiiiiiii 1 pl
Incubamos a 37°C durante 20 min.
Almacenamos a -20°C.
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2° Amplificacion por PCR:

En un eppendorf de 200 pl para PCR se mezclan los siguientes
componentes, hasta un volumen final de 50 pl.

o HyO. i 38,1 ul
e FABP-G-F(10uM)......ccoiiiiiiiiina, 1 pl
e 3RACE-R(I0UM)...cooviiiiiiiiiiiiiine, 1 pl.
e ANTPsMix (10 mM).......ccvvviiiiiininnnnnn, 1 pl
e Buffer 10X (Sin CILME)...vvviiiiiiiiieeanna 5 ul.
e CLMg(50mM).....ooviviiiiiiiiii 1,5 pl.

e Platinum® Tag DNA polimerasa (5 U/pl).... 0.4 pl.
* cDNA sintetizado en la retrotranscripcion..... 2 pl.

Mezclamos suavemente los componentes, y colocamos posteriormente la
reaccion en el interior del termociclador, que es programado del siguiente
modo:

PROCESO TEMPERATURA TI EMPO

Precal ent anmi ento 94 °C 2 Mn.

94 °C 1 Mn.

30 G clos 46 °C 1 Mn.

72 °C 1 Mn.

Ext ensi 6n fi nal 72 °C 5 Mn.
Al nacenani ent o 4 °C oo

El resultado obtenido, es posteriormente analizado mediante la
visualizacion de una alicuota de 7 pl, en un gel de agarosa al 2%, en
tampon TAE (0.04 M de Tris-acetato a pH 8 y 0.001 M de EDTA),
conteniendo EtBr (Bromuro de etidio).

Como control positivo para la comprobacion de la eficiencia tanto de los
cDNA creados como de los DNA extraidos de los cultivos de trofozoitos de
Giardia, creamos mediante el programa Eprimer3 del paquete EMBOSS
(Rice P. y Col., 2000; Steve Rozen y Helen J. Skaletsky, 1996, 1997,
1998), dos cebadores especificos de un gen constitutivo del metabolismo de
Giardia como es el gen de la Glucosa 6-Fosfato Isomerasa (AF050754).

A continuacion se puede observar la secuencia completa del gen de la
proteina Glucosa 6-Fosfato Isomerasa (AF050754), en donde se muestra
tanto la localizacion de los dos cebadores disefiados de este gen, como el
tamafio de la secuencia que codifican.
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Fig.9: Esquema del proceso completo de la reaccion 3' RACE de la FABP de Giardia
lamblia.

2.12 Genoteca de expresion.

Una tercera estrategia consistid en la realizacion de una genoteca de
expresion de Giardia lamblia en la que se pudiesen rastrear los diferentes
antigenos expresados por este parasito, mediante la utilizacion de una
técnica de inmunorastreo.

En la construccion de la genoteca se siguieron los pasos que se describen
en los siguientes apartados.

2.12.1 Eliminacion de RNasas del material a utilizar.

Para evitar la degradacion del mRNA, es necesario eliminar cualquier traza
de RNasas en el material de vidrio y plastico que vaya a estar en contacto
con las muestras. Para ello, es necesario tratar todo el material con
productos que inactiven las RNasas. Uno de los mas utilizados es el DMPC
(Dimethyl pirocarbonato), que siendo igual de efectivo que el DEPC
(Diethyl pirocarbonato), es sin embargo menos toxico.

Para el tratamiento con el DMPC, se prepara una solucion de agua ultra

pura estéril con DMPC al 0.1 %, y se sumerge en ella todo el material que
se vaya a utilizar para el manejo de los RNA, tales como puntas, eppendorf,

58



viales y frascos de vidrio, durante 2 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo,
el material se autoclava a 121°C y 1,2 atmosferas de presion, durante

30 min. La solucion de DMPC que se ha utilizado en el tratamiento
también se autoclava en las mismas condiciones, con objeto de inactivar el
DMPC, tras lo cual puede desecharse sin dafio para el medio ambiente. Una
vez seco, el material queda listo para su utilizacion.

2.12.2 Obtencion de los mRNA de Giardia lamblia.

Una vez preparado el material, deben de iniciarse los cultivos de Giardia
lamblia, necesarios para la obtencion de las muestras de mRNA, de forma
que se disponga de ellos en el momento en que vaya a realizar la
extraccion, con objeto de evitar la degradacion del mRNA por el
almacenamiento de las muestras durante cierto periodo de tiempo. Aunque
la degradacion fuese parcial, esta redundaria en mRNA fragmentados que
disminuirian tanto el rendimiento de la extraccion como el tamafio de los
fragmentos que se pudieran clonar. Ademas, puesto que la
retrotranscripcion se realiza partiendo del extremo 3' del mRNA, la
degradacion parcial de éste disminuye considerablemente la probabilidad
de obtener secuencias mas proximas al extremo 5'.

Otro factor favorable a tener en cuenta, es la adicion al medio de cultivo de
30 ul/100 ml de acido butirico, puesto que se conoce que la adicion extra
de 4cidos grasos a cultivos celulares induce la expresion de una mayor
cantidad de proteinas capaces de intervenir en el metabolismo de estos
acidos grasos, que posiblemente se traduzca en un incremento de los
mRNA que codifican para estas proteinas, entre las que se encuentran las
FABP (Alpers y col., 2000; Dube y col., 2001; Trevaskis y col., 2006).

72 horas después de su siembra, los trofozoitos cultivados a 37°C, en medio
TYI-S 33, enriquecido con un 10% de suero fetal bovino y con el
suplemento de 4cido butirico, se encuentran en fase exponencial de
crecimiento. Se centrifugan, y el sedimento obtenido, de alrededor de

0.5 ml, es resuspendido y lavado varias veces con PBS para eliminar los
restos de medio de cultivo que puedan quedar entre las células. Una vez
que el sedimento esta totalmente limpio, se le aflade 4 ul de RNasa OUT
Ribonuclease inhibitor (40 U/ ul), para que se minimice en lo posible la
actuacion de las RNasa propias de las células (Klebe y col., 1996), y se
almacena en nitrogeno liquido hasta el momento de su utilizacion.

La extraccion de los mRNA esta basada en la utilizacion el kit Micro-

FastTrack 2.0 Kit, de la marca comercial Invitrogen. Este kit basa su
eficacia en la union de las colas de poly-A de los mRNAs, a unas colas
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poly T unidas previamente a una matriz de celulosa inerte denominada
celulosa oligo(dT).

 Una vez el sedimento es lavado varias veces con PBS a 4 °C, a fin de
eliminar los restos de cultivo, se le afiade tampon de lisis, calentando
previamente el tampdn stock a 65 °C hasta que se disuelva el SDS.

» Se enfria a temperatura ambiente, y se le afiade 20 pl de la solucion
para degradar proteinas y RNasas, por cada 1ml del tampdn stock
utilizado.

* Se transfieren las c€lulas a un eppendorf estéril, afiadiéndoles 1ml
del tampon de lisis que se acaba de preparar, y se voltea la mezcla
hasta resuspender el homogenado.

* Tras resuspender, el homogenado es pasado varias veces a través de
una jeringuilla de plastico de 1cc estéril, para romper bien las
membranas celulares, repitiendo el proceso hasta que este pierda
totalmente la viscosidad que posee.

* Una vez que los trofozoitos de Giardia se encuentran lisados, el
homogenado resultante es incubado en un bafio a 45°C durante
15-20 min.

* Si transcurrido este tiempo aun persiste el material insoluble, se
centrifuga el homogenado a 4000 g durante 5 min a temperatura
ambiente, transfiriéndose el sobrenadante a un nuevo eppendorf.

» Al sobrenadante obtenido, se le ajusta la concentracion de NaCl
hasta una concentracion final de 0.5 M, utilizando una concentracion
stock de NaCl 5 M.

* Al objeto de disgregar los restos de acidos nucleicos que pueden
formar grumos, el homogenado es pasado a través de una aguja
hipodérmica.

* Cuado no queden restos de grumos, el sobrenadante es transferido a
un vial conteniendo la celulosa oligo(dT), dejando que la celulosa se
humedezca bien durante 2 min aproximadamente.

» Tras estar bien humedecida, se agita durante 1 hora a fin de que toda
la celulosa se mezcle con el homogenado, centrifugandose a 4000 g
durante 5 min, recogiendo el sobrenadante con cuidado de no
arrastrar la celulosa.

* Eliminado el sobrenadante, resuspendemos suavemente la celulosa
oligo(dT) almacenada en el fondo del vial con 1.3 ml del tampon de
lavado y se centrifuga nuevamente a 4000 g durante 5 min a
temperatura ambiente, eliminando el tampon de lavado.

* Repetimos este paso hasta que el tampon no salga turbio, y
resuspendemos la celulosa oligo(dT) en 0.3 ml de tampo6n de lavado.
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* Transferimos el conjunto a una spin-column, que es una columna de
filtrado que colocamos sobre un nuevo eppendorf, y centrifugamos a
4000 g, durante 10 s, a temperatura ambiente.

* Tras la centrifugacion, es eliminado el eppendorf que acompafia a la
spin-column, junto con el contenido de este, siendo sustituido por un
nuevo eppendorf.

e Afadimos una nueva alicuota de 500 ul del tampon de lavado sobre
la spin-column y repetimos el proceso hasta que la lectura de la
densidad 6ptica a 260 nm sea < 0.05.

* Cuando se alcanza la lectura de densidad Optica anteriormente
definida, se afiaden 200 pl de tampon de lavado bajo en sales,
resuspendiéndose la celulosa por ligeros pipeteos, y centrifugando
repetidas veces a 4000 g durante 10 s. Este Gltimo proceso, tiene por
objeto eliminar los restos de SDS asi como los rRNA que pudieran
quedar.

* Terminados los lavados, el proceso de elucion comienza colocando
la spin-column sobre un nuevo eppendorf, y afiadiendo sobre esta
100 pl de tampon de elucion que es mezclado con la celulosa por
suave pipeteo.

» Centrifugamos a 4000 g, durante 10 s, a temperatura ambiente,
obteniéndose el tampon anadido, conteniendo los mRNA. El proceso
se repite una segunda vez al objeto de obtener los mRNA que
hubiesen aun quedado en la columna.

» Para conseguir la precipitacion de todos los mRNA, a los 200 pl del
tampon de elucion obtenidos, se les afiaden 10 pl de una solucion de
2 mg/ml de glucdgeno, 30 pl de 2M de acetato sddico y 600 ul de
Etanol al 100%.

* Una vez agitada la mezcla, esta es congela a -80°C, donde se
mantiene durante 30 min en frio, siendo posteriormente centrifugada
a 16000 g durante 15 min, a 4°C.

* Recogemos el sobrenadante, y resuspendemos el sedimento en una
cantidad de entre 1-10 pl de agua libre de RNasas o en una solucion
conteniendo 10 mM de Tris-HCI a pH 7.5.

La concentracién de los mRNA y el estado de pureza se determina
midiendo la densidad optica de una alicuota a 260 nm y posteriormente
realizando una electroforesis en un gel de agarosa al 2%, en condiciones
para RNA. Los mRNA, son guardados hasta su utilizacion en viales de
congelacion libres de RNasas, a —80 °C.
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Preparacion de geles de agarosa para RNA: Para 100 ml.

Fundir:

AZATOSA...eiiiiieeeeiiieeee et 2 gr.
TOX MOPS....ooeeeeeeeeeeeeee 10 ml.
Hzo ................................................................. 85 ml
Enfriar a 50 °C.
Formaldehido..........c..cooooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 4.5 ml.

Preparacion del 10X MOPS:

IMOPS et eee e e e e e 200 mM
ACEtato SOAICO..ceuueeeeeeee e eeeeeee e 50 mM
EDT A . .ottt 10 mM

Ajustar el pH entre 6.5 y 7.0 con NaOH.

Tampon de carga:

Formamida.........c.cccoovevvieeiiiieeiieeeeee, 72 Wl
TOX MOPS.....ieeeeeeee e 16 ul
Formaldehido...........ccoveeeeiiiiiiiiieeieeee 26 ul
HoO oo 10 pl
GLCETOL.c..eiiiieeieee e 8 ul
BPBi...ooooee e 8 ul
EtBIeeiiee e 10 ul

Cada pocillo del gel es cargado con 2 pl del mRNA, mezclados con otros
10 ul del tampon de carga.

Una vez comprobada la calidad y concentracion de las muestras de mRNA,
estas pueden utilizarse para la construccion de la genoteca de expresion.

2.12.3 Construccion de la Genoteca de expresion de Giardia
lamblia.

La construccion de la Genoteca de Expresion, esta basada en el Kit de
Invitrogen® llamado SuperScript® Plasmid Gateway” Technology for
cDNA Synthesis and Cloning, con adaptaciones propias de nuestro
laboratorio.

El siguiente paso para la construccion de una genoteca de expresion, una

vez obtenido el mRNA, consiste en la sintesis de la primera hebra de los
cDNA:s.
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2.12.3.1 Sintesis de la primera hebra de cDNA.

La construccion de la genoteca se inicia con 4 pg de mRNA, contenidos en
un volumen total de 6 pl de agua sin RNasa, a los que se han de anadir 2 pl
de Not I Primer-Adapter (0.5 pg/pl), que son fragmentos de nucledtidos
especialmente disefiados, que poseen en su interior una diana especifica
para el enzima de restriccion Not I, y en uno de sus extremos, una cola de
poly-T, que haréa de union con la cola poly-A de los mRNA. Estos
fragmentos, permitiran que los cDNA formados puedan unirse
posteriormente, por uno se sus extremos, con los vectores de clonacioén
(Price y col., 1992). La mezcla se calienta a 70°C, durante 10 min, y
transcurrido este tiempo, se enfria rapidamente en hielo.

En la siguiente figura se muestra el esquema de como quedaria la union del
mRNA al cebador poly-T unido a la diana de la Not 1. (Fig.10).

FIGURA 10:

mRNA
- AAAAAA

TTTTTT [Notl
Primer Not [ Adaptado

Tras una breve centrifugacion para recoger toda la solucion en el fondo del
tubo, se le afaden las siguientes soluciones hasta un volumen final de 16l:

Tampon 5x de la 1° cadena (0.25M Tris-HCI pH 8.3,

0.375SM KC1, 0.015M MgCly)..covivniiiiiiiiiieie, 4 pl.
O.IM DTT et 2 pl.
10mM de una mezcla de ANTP (0.01M de cada uno)...1 pl.
RNasa OUT ® Ribonuclease inhibitor (40 U/ pl).......... 1 pl

Se mezcla el contenido del tubo mediante agitacion suave, y se recoge la
reaccion mediante una centrifugacion breve. El eppendorf se calienta
nuevamente a 37°C durante 2 min, y se le afiaden 4 pl del enzima
SuperScript II RT (200 U/ul). Tras mezclar suavemente, se toman 2 pl de
esta reaccion, para comprobar que esta tiene lugar correctamente,
incubdndose en paralelo a la reaccién madre, en un eppendorf conteniendo
Dioxigenina-11-dUTP, a 37°C durante 1 h. Durante este tiempo, el enzima
sintetizara la primera de las 2 hebras que constituiran el cDNA,
conteniendo en uno de sus extremos la secuencia anteriormente descritas.
La incubacion se interrumpe sumergiendo la reaccion en hielo.
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En la figura siguiente (Fig.11), se muestra un esquema del producto de la
reaccion.

FIGURA 11:

Sintesis de la Primera Hebra
AAAAAA

TTTTTT [Notl

2.12.3.2 Sintesis de la segunda hebra de cDNA.

Para la reaccion de sintesis de la segunda hebra de los cDNA, hay que
anadir en hielo los siguientes componentes, al producto de la anterior
reaccion, en el siguiente orden.

H,0 libre de RNasa........cccccovvveeviiieeeiieeeeeee e, 93 pl.
Tampon 5X de la reaccion de la segunda hebra
(0.1M Tris-HCI pH 6.9, 0.45M KCl, 0.023M MgCl,,

0.75 mM B-NAD+, 0.05M(NH4)2SO4).ccccvvieiierinneee. 30 pl.
10mM de una mezcla de ANTP (0.01M de cada uno).....3 pl.
E. coli DNA Ligasa (10 U/HD)..ccccvveeiieiniieeeiieciiie, 1 pl
E. coli DNA Polimerasa I (10 U/M)....cccccvveeeeiiieeiiienns 4 ul.
E. coliRNasa H (2 U/MD).ccccuviiiiiiiiiiieeeceeeee e, 1 pl
Volumen final..........ccoooeviiiiiiiiieeee e 150 pl

Tras agitar la mezcla, se toman 5 [l para realizar la comprobacion de la
sintesis de la segunda hebra del cDNA. Estos 5 Ul se colocan en un
eppendorf conteniendo Dioxigenina-11-dUTP, y al igual que el resto de la
reaccion madre, se incuban a 16 °C durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo, se aflade a la nueva reaccion madre 2 Ul de DNA
Polimerasa T4 (5 U/ul), y se continia incubando a 16 °C durante 5 min. Se

coloca la reaccion en hielo para detener la reaccion y se le afiaden 10 pl de

EDTA 0.5 M, terminando asi la reaccion de la segunda hebra de los cDNA,
continuando por tanto con la purificacion y aislamiento de estos cDNA.

A fin de precipitar y purificar los cDNA formados, se afiade al eppendorf
donde se han producido las anteriores reacciones, 150 pl de
Phenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1), volteando y
centrifugando a temperatura ambiente durante 5 min a 14000 g para separar
las distintas fases. Cuidadosamente se recogen 140 Pl de la capa acuosa
superior y se transfieren a un nuevo eppendorf, previamente colocado en
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hielo, para que este se encuentre a 4 °C en el momento de su utilizacion,
donde se afiaden ademas 70 pl de NH,OAc 7.5 M, seguido de 0.5 ml de
Etanol absoluto (-20 °C). Se voltea la mezcla, e inmediatamente se
centrifuga a temperatura ambiente, durante 20 min, a 14000 g, para que
unicamente precipiten los fragmentos mas grandes de los cDNA formados.
El sobrenadante es recogido cuidadosamente, y el sedimento es lavado con
0.5 ml de Etanol al 70% (-20°C). El conjunto se centrifuga durante a
14000 g, durante 2 min, dejando secar el cDNA a 37°C durante tan solo

10 min.

En la figura siguiente (Fig.12), se muestra un esquema de la sintesis de la
segunda hebra del cDNA.

FIGURA 12:

Sintesis de la Segunda Hebra

AAAAAA
TTITTTT

Not 1

Analisis sobre la comprobacion de la eficiencia de la reaccion de
sintesis de los cDNA.

La comprobacion y andlisis de la sintesis de las dos hebras del cDNA, se
realiza en paralelo a las reacciones de sintesis de ambas hebras,
comprobando la eficiencia de estas mediante su electroforesis en un gel de
agarosa alcalino, cuya composicion se describe mas adelante (Maggiolini y
col., 1999).

* Previo a la sintesis de los cDNA, se preparan varios eppendorf
conteniendo Dioxigenina-11-dUTP, que se coloca en el fondo de
estos, dejandola secar a 37 °C durante toda una noche. La cantidad de
Dioxigenina-11-dUTP que ha de colocarse en cada eppendorf, sera la
mitad de la cantidad de dNTPs que se encuentren en el volumen que
se tomara de la reaccion de sintesis de cada hebra, que en nuestro
caso seran de 2 pl y 5 pl respectivamente. Como se parte de una
concentracion stock de Dioxigenina-11-dUTP de 1 mM, en el
eppendorf donde se colocaran los 2 pul tomados de la primera
reaccidn, que contienen una concentracion de ANTP de ImM, habra
que dejar secar 1 Pl del stock de Dioxigenina-11-dUTP, para que la
concentracion final sea de 0.5 mM. Y en el eppendorf donde se
colocaran los 5 ul de la segunda reaccion, que contienen una
concentracion de dNTP de 1mM, al igual que en la primera reaccion,
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habra que dejar secar entonces 2.5 pl del stock de
Dioxigenina-11-dUTP.

* Las dos alicuotas extraidas de las reaccion de sintesis de ambas
hebras, se adicionan a dichos eppendorf, y se incuban en paralelo a la
reaccion madre de la genoteca, de esta manera se une la
Dioxigenina-11-dUTP al cDNA formado.

* Una vez finalizadas las dos reacciones, se toman las alicuotas
resultantes, se mezclan con el tampon de carga 2X a partes iguales, y
se cargan en los pocillos de un Gel de Agarosa Alcalino donde se
corren por electroforesis. Este tipo de geles, causan la
desnaturalizacion del DNA, y pueden usarse para identificar la
presencia de estructuras secundarias llamadas “hairpinning”. Estas
estructuras pueden ocurrir en cada una de las dos hebras, cuando
estas se unen consigo mismas, formando una doble hélice anti-
paralela. Los geles, pueden por tanto revelar la presencia de estas
estructuras secundarias, ademas del rango de tamafos tanto de la
primera como de la segunda hebra de los cDNA.

Para la realizacion de este tipo de geles se necesita:
- Agarosa

- Tampon alcalino 10X: Para 50 ml

NaOH S5 M. 3 ml.
EDTA 5M. e, 2 ml.
H,O desionizada..........cccceeevvvevvinunnannnnn. 45 ml.
- Tampon de carga 2X Agarosa Alcalina:

Glicerol......uuvveviiiiieiieeeeeeee e, 200 pl.
H,O desionizada............eeeeeeeeeeeeunnn.... 750 pl.
BPB saturado.........ccccoveeeiiieieieeee, 46 ul.
NAOH 5 M. Sul

* Se prepara un gel de agarosa al 1% en tampon alcalino 1X, y se deja
enfriar hasta que gelifique. Una vez preparado, se cargan los pocillos
con la mezcla del tampon de carga junto con los cDNA, y se corre la
electroforesis a 5 v/cm.

» Terminada la electroforesis, y para la realizacion de posteriores
analisis, se transfieren los cDNA del gel a una membrana de nylon
llamada Hybond-N+ de Amersham, cuya principal caracteristica es
su electropositividad. La técnica de transferencia utilizada fue la de
capilaridad descrita por Southern blok (Southern 1974), y se realiza
del siguiente modo: en una bandeja llena de Tampon de transferencia
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formado por NaOH 5M, depositamos en medio de esta un soporte
plano.

Sobre este soporte, se colocan unas laminas de papel secante que son
humedecidas con tampodn de transferencia, y cuyos extremos tocan
ademas este tampon.

Sobre estas laminas se coloca el gel con los pocillos hacia abajo, ya
que el DNA ha corrido por el fondo de los pocillos, dejando esta cara
del gel en la parte de arriba.

Sobre el gel se pone una lamina de nitrocelulosa del mismo tamafio
del gel y con una de sus esquinas cortada para posteriormente
orientarnos en ella.

Encima se colocan unos cuantos trozos de papel secante del mismo
tamafo que el gel, y sobre estos, se coloca una torre de servilletas
secas.

Para terminar, al final se coloca un cristal sobre la torre de
servilletas, y sobre este un peso de unos 500 gr, que se equilibra
continuamente para que el peso actie de igual forma sobre toda la
superficie del gel. En esta posicion, se deja que actle la capilaridad
durante un dia, cambiando la torre de servilletas si estas se
humedecen demasiado.

Terminada la transferencia, los cDNA son fijados a la membrana
mediante radiacion UV por medio de un "Crosslinker" a

120000 Julios/cm?2.

Para la deteccion del DNA en la nitrocelulosa, se utiliza el método de
Deteccion Colorimétrica con NBT y X-Phosfato. En la realizacion de
este método se necesita:

- Anti-digoxigenin-AP, fragmentos Fab.

- Solucién NBT.

- Solucidon X-Phosfato.

- Tampon 1: Acido maleico 100 mM, NaCl 150 mM; pH 7.5.

- Tampon 2: 5% de leche en polvo que se disuelve en el tampon 1,y
que se esteriliza en el autoclave a 121 °C y 1 atmdsfera de presion
durante 30 min.

- Tampon 3: Tris-HCI 100 mM, pH 9.5; NaCL 100 mM, MgCl2
50mM.

- Tampon TE: Tris-HCI 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM.

El proceso seguido fue:
Se coloca la membrana sobre en una placa Petri, donde se equilibra

con el tampodn 1, dejandolo actuar durante 1 min, a temperatura
ambiente.
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* Se bloquea la membrana mediante agitacion suave durante 2 horas
con el tampodn 2.

* Transcurrido el tiempo de bloqueo, se prepara la solucion de
anticuerpos, diluyendo Anti-DIG-phosfatasa alcalina 1:5000 en
tampon 2, a una concentracion de trabajo de 150 mU/ml, que se
mezcla suavemente por inversion, incubando la membrana con esta
solucién durante 30 min, a temperatura ambiente.

e Tras la incubacion, lavamos la membrana 2 veces seguidas, durante
15 min cada una, con suficiente cantidad de tampén 1, y la
equilibramos con 20 ml de tampdn 3 durante 2 min.

* Mezclamos 45 pl de la solucion NBT y 35 pl de X-Phosfato en
10 ml de tampdn 3, formando la solucidn color-sustrato, que es
anadida sobre la membrana, incubandola en una placa en
movimiento y en oscuridad, hasta que las sefiales sean visibles.

* Cuando los cDNA formados aparecen como bandas visiblemente
coloreadas, se lava la membrana con 50 ml de tampon 1 durante
5 min, para detener la reaccion.

Comprobado que las reacciones de sintesis de las dos hebras que
conformaran los cDNA se han producido adecuadamente, y que los
tamafos de estos son suficientemente grandes para la construccion de la
genoteca, se puede continuar con el siguiente paso, consistente en la union
a los extremos de estos cDNA formados, de una secuencia que posee en su
interior una diana para el enzima de restriccion Sal I, llamada

Sal I-Adapter.

2.12.3.3 Union de la secuencia Sal I a los cDNA.

A los cDNA ya formados y aislados, que se encuentran secos, después de
su aislamiento y precipitacion, se les anade en frio los siguientes reactivos,
en el orden mostrado.

H>0 libre de RNASAS. ....oeeieeeieeeee e 25 ul.
Tampon 5X DNA Ligasa T4 (0.25M Tris-HCI pH 7.6,
0.05M MgCl,, 0.005M ATP, 0.005M DTT, 25% (w/v)

PEG 8000).......cciiiieiiieeiie ettt 10 pl.
Sal [-Adapter (THE/H)..coooieeeiieeeiieeieeeeeeeee e 10 pl.
DNA Ligasa T4 (1 U/HD).ccueeeieiiieeieeeeiee e 5l

Se mezcla la reaccidon suavemente, y se incuba a 16 °C durante un minimo
de 16 horas, o simplemente se deja actuar la reaccion durante toda la noche
a la temperatura del laboratorio. Durante este tiempo, los fragmentos de
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nucledtidos llamados Sal I-Adapter, se iran uniendo a los extremos de los
cDNA, gracias a la accion del enzima DNA Ligasa T4.

La unidén de estas secuencias forman el extremo opuesto a las secuencias
anteriormente ligadas, que posen la diana frente al enzima Not I,
obteniéndose asi los extremos especificos para su unién a los plasmidos de
expresion. Por ahora, estas secuencias con las dianas para la Sal I ocupan
los dos extremos, tapando las secuencias con las dianas para la Not I, como
se esquematiza en la figura siguiente (Fig.13).

FIGURA 13:

Afiadimos Sa/ [ Adaptado

AAAAAA
— TTTTTT —

Sall Notl Sall

Tras la incubacion, se vuelve a realizar una nueva extraccion y limpieza del
cDNA, anadiendo al eppendorf de la reaccion 50 pl de
Phenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1), agitando y
posteriormente centrifugando durante 5 min a 14000 g para separar las
diferentes fases. Retiramos el sobrenadante a un nuevo eppendorf, y le
afiadimos 70 pl de NH4,OAc 7.5 M, seguido de 0.5 ml de Etanol absoluto
(-20 °C). Se voltea la mezcla, e inmediatamente se centrifuga a temperatura
ambiente, durante 20 min, a 14000 g, enjuagando el sedimento obtenido
con 0.5 ml de Etanol al 70% (-20 °C), centrifugando durante otros 2 min a
14000 g,

El cDNA precipitado es secado en el interior del eppendorf, durante no mas
de 10 min, a 37°C, para evaporar al Etanol residual.

2.12.3.4 Reaccion de digestion con el enzima Not I.

Con esta reaccion se provoca que en uno de los extremos de los cDNA, en
donde se encuentra la secuencia diana para el enzima Not I, y que con la
reaccion anterior habia sido bloqueada por la secuencia diana para la Sal I,
vuelva a quedar libre para su union especifica al plasmido de clonacion.

Afiadimos al cDNA seco los siguientes reactivos, en hielo y en el orden
mostrado.

H,0 libre de RNasas........cccceeeeeiieeeeiiiie e 41 pl.
Tampon REACT® 3....oooiiiiiieeceeeeee e 5l
NOE T (15 U/ ittt 4 ul.
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Se mezcla la reaccion con suaves pipeteos para resuspender el cDNA, y se
incuba durante 2 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se vuelve a realizar
una nueva extraccion del cDNA obtenido, afiadiendo al eppendorf de la
reaccion 50 pl de Phenol:Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1).
Voltear la mezcla y centrifugar a temperatura ambiente durante 5 min, a
14000 g. Cuidadosamente, se recoge la fase acuosa superior, y se transfiere
a un nuevo eppendorf que previamente ha sido colocado en hielo.

En este nuevo eppendorf, se precipita nuevamente el cDNA con NH,OAc
7.5 M, seguido de Etanol absoluto (-20 °C), centrifugando y enjuagando el
sedimento obtenido con 0.5 ml de Etanol al 70% (-20 °C), centrifugando
durante otros 2 min a 14000 g y secando cDNA a 37°C durante no mas de
10 min, para evaporar el Etanol residual. Esquematicamente, el proceso de
la reaccion se muestra en la figura 14.

FIGURA 14:

Digestion de Not I

AAAAAA
TTTTTT I:I
Sall Not 1

2.12.3.5 Purificacion del cDNA mediante cromatografia.

Mediante este sistema, se separan los cDNA del tamafio apropiado, de los
numerosos fragmentos de pequefio tamafio que también aparecen, para
evitar en lo posible que estos no puedan ser clonados, impidiendo asi la
aparicion de clones engafnosos.

Para ello, el cDNA seco, procedente del paso anterior, se disuelve en

100 pl de Tampoén TEN (10mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 25 mM
NaCl), previamente esterilizado, manteniéndose en hielo hasta que el
sedimento se hidrate, a fin de purificarlo a través de una columna de
Sephadex G25. Esta columna es previamente equilibrada con 0.8 ml de
tampon TEN, repitiendo el proceso tres veces para eliminar el etanol en el
que se mantiene.

Se rotulan 20 eppendorf (del 1 al 20), se colocan ordenadamente sobre una
gradilla, mientras se adiciona los 100 pl del cDNA disuelto en tampon
TEN en la columna, recogiéndose el contenido en el eppendorf marcado
con el numero 1. Tras la ultima gota obtenida, se vierten sobre la columna
otros 100 pl de tampon TEN, recogiéndose el contenido en el eppendorf
marcado como numero 2. A continuacidn, se continiian anadiendo alicuotas
de 100 pl de tampon TEN, que se van recogiendo gota a gota en los
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siguientes eppendorf, hasta llegar al nimero 20. Medimos el volumen de
cada una de las gotas obtenidas en cada eppendorf con la ayuda de una
pipeta automatica, y lo registramos en la columna de una tabla a la que

llamaremos columna A. En la columna B, registramos el volumen
acumulado de cada fraccion, desde que comienza el proceso de

fraccionamiento.
Columna A Columna B
N° de Eppendorf Volumen de cada Volumen total
fraccion acumulado
() ()
1 96 96
2 100 196
3 14.5 210.5
4 15.5 226
5 12.5 238.5
6 13.5 252
7 19 271
8 18.5 289.5
9 21.7 311.2
10 31.7 342.9
11 29.7 372.6
12 15.5 388.1
13 20.7 408.8
14 24.2 433
15 23 456
16 22.5 478.5
17 23 501.5
18 22.5 524
19 23.3 547.3
| 20 | 39.5 | 586.8 |

Para calcular las fracciones en las que se encuentran los cDNA de mayor
tamafo, se siguieron las instrucciones del kit del siguiente modo: De la
columna B, se identifica la fraccion para la cual el volumen acumulado se
acerca mas a 550 I, pero sin excederlo, y se dibuja una linea horizontal a
través de la tabla inmediatamente debajo de esta fraccion identificada,
puesto que las fracciones recogidas después de los 550 pl contienen sobre
todo pequenos cDNAs, que no son utiles. De igual manera, se identifica la
fraccion para la cual el volumen acumulado de la columna B, sobrepasa los
350 ul, y se traza una linea horizontal inmediatamente superior, desechando
las fracciones que estan por encima, puesto que poseen muy poca cantidad
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de cDNA. No obstante, dentro de las fracciones escogidas, no todas tienen
el mismo niimero, ni el mismo tamafo de insertos, teniendo las primeras
fracciones obtenidas un menor nimero de cDNA, pero de tamafios mas
grandes, por lo que se midio espectrofotometricamente la cantidad de
cDNA contenido en cada una de las fracciones.

N° de

fraccion. 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Volumen de

esta. 29.7 155 207 242 23 225 23 225 233
Concentracidon

en ng/ul 0.15 125 1.04 098 0.85 090 1.01 1.10 1.03

Puesto que las primeras fracciones contienen los cDNA de mayor tamafo,
se tomo la cantidad de cDNA necesaria para la construccion de la genoteca,
de la primera fraccion en adelante. Esta cantidad es de 10 ng, por lo que se
tomaron 29.7 ul de la primera fraccion, mas 4.5 pl de la fraccion siguiente.
Unimos los dos volumenes en un solo eppendorf, y se le afiade 5 ul de
tRNA de levadura (1pg/pl), 0.5 volumenes (17.1 ul) de NH,OAc 7.5 M, y
dos volumenes mas de Etanol absoluto (-20 °C), para precipitar los cDNA.
Volteamos la mezcla y centrifugamos a temperatura ambiente durante

20 min a 14000 g. Recogimos el sobrenadante, y lavamos el sedimento con
0.5 ml de Etanol de 70% (-20 °C). Centrifugamos durante 2 min a 14000 g,
recogimos el sobrenadante, y secamos el cDNA a 37 °C durante unos

10 min. Una vez precipitado, se procedio a su union al vector de clonacion.

2.12.3.6 Ligado de los cDNA al vector de clonacion.

El vector de clonacidn es un plasmido que previamente se ha seleccionado,
con la intencioén de que sus extremos se liguen especificamente con los
extremos previamente colocados en los cDNA sintetizados. La union
especifica origina que los fragmentos se unan en la direccion apropiada
(57-3"), entre el promotor lac y la secuencia que codifica para la
B-galactosidasa, procurando de este modo que las secuencias de los cDNAs
se traduzca en el sentido adecuado, obteniéndose asi la expresion original
de la informaci6n que codifican. En este caso, el plasmido seleccionado
para cumplir esta funcion fue el pSPORT 1(Wilcox y Fex 1992). Este
plasmido, posee la capacidad de expresar los genes clonados y ligados, por
medio de la induccion del promotor lac, mediante el isopropylthiol-f3-
galactosido (IPTG).
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Para conseguir el ligado, se han de disolver 10 ng del cDNA seleccionado,
en 10 Yl de tampon TEN, dejando el sedimento en hielo durante 10 min,
para que este se hidrate y disuelva. Una vez disuelto, a este se le afiaden los
siguientes componentes a temperatura ambiente:

-Tampon 5X DNA Ligasa T4 (0.25M Tris-HCI pH 7.6, 0.05M

MgCl,, 0.005M ATP, 0.005M DTT, 25% (w/v) PEG 8000)......4 pl.
-Vector de corte pSPORT 1, Not I-Sal I (50 ng/ul).................... 1 pl.
-H,O libre de RNasas, suficiente para llevar el volumen hasta 19 pl.

A la mezcla anterior, se le aniade 1l de DNA Ligasa T4 (1U/pl), se agita la
mezcla por pipeteo, y se incuba la reaccion durante 3 horas a temperatura
ambiente o toda la noche a 4 °C. Transcurrido este tiempo, los cDNA se
encuentran ya ligados al vector de clonacion y listos para su introduccion
en bacterias E.coli electrocompetentes. En la figura siguiente se
esquematiza el resultado de la reaccion anterior (Fig.15).

FIGURA 15:
- Ligacién de Not I- Saf I- Vector cortade

S5 _ T (5

Transformacion, mediante electroporacion, de E.coli (ElectroMAX®
DH10B®), con el producto del ligado.

La electroporacion, es una técnica usada para introducir plasmidos dentro
del citoplasma de las células tanto eucariotas como procariotas. Este
método esta basado en la aplicacion a las células de un fuerte campo
eléctrico, durante un breve espacio de tiempo, de alrededor de
milisegundos. La induccion de este campo, origina la formacion de poros
en la membrana de estas células, por donde entran en su interior los
plasmidos o fragmentos de DNA que se quieren introducir.

En nuestro caso, se ha utilizado para la transformacion la cepa de bacterias
E.coli denominada ElectroMAX"® DH10B®. Este tipo de células
especialmente preparadas para la electroporacion, se las llama células
electrocompetentes, y se las puede bien comprar o bien cultivar en
determinadas condiciones para hacerlas electrocompetentes

73



A) Cultivo de bacterias electrocompetentes.

Se utilizd una cepa (ElectroMAX® DH10B®) de E.coli adquirida de la
marca comercial Invitrogen.

e Primero, se prepara un cultivo de 10 ml de medio LB, con la cepa
anteriormente mencionada de E.coli, que se incuba a 37°C, con
fuerte agitacion, durante toda una noche.

* Se toman los 10 ml de medio LB con las bacterias ya crecidas, y se
vierten en 1 litro de medio LB fresco, que se continua incubando a
37°C, con fuerte agitacion.

* (Cada 20 min, se toma una alicuota de este medio y se mide su
densidad dptica con la ayuda de un espectrofotometro, a una longitud
de onda de 600 nm. De este modo se contintia hasta que las bacterias
produzcan una densidad optica de entre 0.5 a 0.8 OD.

» Conseguida esta densidad, el medio se enfria en hielo durante 15 a
30 min. Una vez enfriado, el medio se centrifuga a 5000 rpm, a 4 °C,
durante 15 min.

* El “sedimento” obtenido se resuspende en un litro de agua fria
estéril, y se vuelve a centrifugar a 5000 rpm, a 4 C°, durante otros
15 min.

* El nuevo “sedimento” obtenido, se resuspende nuevamente en
500 ml de agua fria estéril, y se centrifuga nuevamente a 5000 rpm, a
4 C°, durante otros 15 min.

* El “sedimento” resultante, es ahora resuspendido en 20 ml de una
mezcla fria de agua con Glicerol al 10%, y se centrifuga de igual
forma que la ya mencionada anteriormente.

* Resuspendemos nuevamente el “sedimento” en 2 ml de agua fria con
Glicerol al 40%, y repartimos su contenido en alicuotas de 500 pl
que son introducidas en el interior de viales de congelacion, donde
son congeladas y almacenadas a -80°C hasta el momento de su uso
para la electroporacion.

Previo a la electroporacion, se han de preparar:
- Varios tubos de cultivo que han de ser esterilizados en el autoclave,

y enfriados a temperatura ambiente, antes de su utilizacion.
- Esterilizar agua destilada desionizada en el autoclave.
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- Preparar medio SOC estéril: Por litro.

H,0 desionizada............eeeeveeeeiiieieieeeeiiiiiiieeeeeeee, 950 ml.
Bacto-Tryptone.........cccoeuviieeeeeriiiiieeee e, 20 gr.
Bacto-Extracto de levadura............cccceeeeiveeiennennnee, 5 gr.
NACLoiiiieeeee e 0.5 gr.

Adicionandole 10 ml de una solucién de KCI 250mM (Esta solucién
se realiza disolviendo 1.86 gr de KCI en 100 ml de H,O
desionizada). Ajustar el pH a 7 con NaOH 5N, ajustar el volumen de
la solucion a 1 litro con mas agua desionizada, y esterilizamos el
medio en autoclave durante 20 min.

Antes de usar hay que afiadirle 5 ml de una solucién estéril de MgCl,
2 M. Posteriormente, hay que enfriar la mezcla por debajo de 60 °C y
anadirle 20 ml de una solucidn de glucosa 1 M, que se esteriliza por
filtracion a través de un filtro de 0.22 micras.

- Preparar placas de cultivo de 11cm de diametro, conteniendo cada
una de ellas unos 25 ml de medio LB o YT estéril, con agar al 1.5%,
conteniendo ademas 100 pig/ml de ampicilina, que se han de aplicar
al medio por filtracion, una vez que este se ha esterilizado en el
autoclave y enfriado por debajo de 60°C.

Estas placas se dejan enfriar a temperatura ambiente para que el agar
solidifique, se enfrie y se evapore el exceso de agua que pueda
contener. Posteriormente, se las almacena a 4 °C, en posicion
invertida, para que no se contaminen, por un tiempo no superior a
dos semanas, impidiendo asi que se degrade la ampicilina que
contienen.

Medio LB: Por litro.

H,0 desionizada..........oueeeeeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeeennn. 950 ml.
Bacto-Tryptone.........cccevveeeeeeiiiiieiee e 10 g.
Bacto-Extracto de levadura............cccceevnvvennnnnnenn. Sg.
NACL i 10g

Mezclar bien, ajustando el pH a 7 con NaOH 5N, ajustando el
volumen fina hasta 1 litro, y esterilizamos con el autoclave durante
20 min en un programa de liquidos.
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Medio YT: Por litro.

H20 desionizada..........cccceeeeevvieeeciieeeieeeeen, 950 ml.
Bacto-Tryptone........ccoocvvveeeieiiiiiiieeeeeiieeee e 16 g.
Bacto-Extracto de levadura............ccccveeeevvenennnenn. 10 g.
NACLoiiiieeeee e S5¢g

Agitamos hasta que la solucion esté disuelta, ajustando el pH a 7 con
NaOH 5N, enrasando hasta 1 litro con agua desionizada y
esterilizamos en el autoclave durante 20 min en un programa de
liquidos.

B) La electroporacion.

* Se le afiade al eppendorf donde se ha llevado a cabo la reaccion de
ligado de los pldsmidos con los fragmentos de cDNA, 5 pl de tRNA
de levadura, 12.5 pl de NH,OAc 7.5M y 70 ul de Etanol absoluto
(-20), para que el DNA precipite.

* Volteamos la mezcla, y centrifugamos a temperatura ambiente
durante 20 min, a 14000 g.

* Descartamos el sobrenadante, lavamos el sedimento y secamos el
DNA a fin de eliminar los restos de Etanol, como se ha descrito ya
en repetidas ocasiones.

* Tomado el DNA precipitado, ligado ya al vector, lo disolvemos en
3 ul de agua estéril, tomando de la solucion resultante 1 pl, y
almacenando los restantes en el congelador de —80 °C.

e La muestra tomada, es mezclada con 20 o 25 pl de células
electrocompetentes ElectroMAX"® DH10B®, que se encuentran
congeladas a —80 °C.

» La descongelacion de estas células, se realiza lentamente,
introduciendo el vial en agua-hielo, consiguiendo que el indice de
mortalidad de estas células se reduzca considerablemente.

* Lamezcla entre los pldsmidos con los cDNA ligados, y las células
electrocompetentes, es realizada por pipeteo, en un eppendorf que
previamente es colocado en hielo.

* Una vez homogenizada, esta es introducida en una cubeta de
electroporacién, previamente enfriada a 0 °C, dejando que el fluido
se deslice por una de sus paredes, impidiendo asi que se formen
burbujas en la mezcla, que inutilizarian la electroporacion.

* Se seca la cubeta muy bien por fuera, para que no queden restos de
humedad que puedan producir un cortocircuito, y se procede realizar
la electroporacion aplicado un campo de fuerza de ~16.6 kV/cm,
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durante un pulso de ~4 milisegundos, con una resistencia de

100 ohmios y 25 uF de intensidad de corriente eléctrica.

Previo al choque eléctrico, se toma con una pipeta, 1 ml de medio
SOC, que sera adicionado a la cubeta después del proceso, a fin de
que se recuperen las células lo antes posible del shock sufrido.

Se introduce la cubeta en el electroporador, se aplica la descarga
eléctrica y se le aplica en el interior el mililitro de medio SOC,
pipeteando con fuerza, para que se mezcle bien con las células
electrotransformadas.

La suspension de bacterias, es rapidamente transferida a un tubo
estéril, donde se incuba durante 1 hora a 37 °C, en agitacion de 90
pulsos por min (Kirill y col., 2000).

Transcurrida una hora de incubacion, se toman diversas alicuotas del
medio (1, 0.1 y 0.01 ul), se llevan a 200 pl con medio LB fresco, y
se siembran lo mas homogéneamente posible en las placas
previamente preparadas, conteniendo medio LB o YT.

Todos los medios usados deben de contener ampicilina, al objeto de
seleccionar unicamente aquellas bacterias que hayan sido
electrotransformadas.

Las placas asi sembradas, son incubadas toda la noche a 37°C,
mientras que las restantes células en medio SOC son almacenadas a
4 °C.

Tras la incubacion, se hace un recuento de las colonias crecidas en
cada placa, y se calcula el nimero de colonias que podrian resultar
de sembrar el mililitro de c€lulas transformadas, correspondiente al
nimero de clones diferentes de la genoteca realizada.

El resto del medio SOC, que contiene las bacterias
electrotransformadas, del que se han tomado las alicuotas
anteriormente descritas, puede ser utilizado de inmediato o puede
guardarse en el congelador de —80 °C, en medio de congelacion, que
esta constituido por medio de cultivo LB o YT, adicionado con un
40% de glicerol.

2.12.4 Comprobacion de la eficiencia de transformacion.

Las colonias de bacterias crecidas en el agar con ampicilina, fueron
procesadas mediante la técnica denominada “minipreps”, al objeto de
comprobar la existencia de insertos ligados a los plasmidos en el interior de
estas bacterias.

Para ello, se tomaron 4 muestras, de 4 colonias diferentes crecidas en
las placas, y se resembraron en tubos de cultivo estériles conteniendo
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1.5 ml de medio LB, junto con 100 pg/ml de ampicilina, siendo
incubados durante una noche a 37 °C en agitacion.

Transcurrido el tiempo de incubacion, las bacterias son
centrifugadas, decantando los sobrenadantes, y aplicandoles a los
sedimentos resultantes una extraccion del DNA plasmidico que
contienen.

Los botones, son resuspendidos en 100 pl de una solucion llamada
Solucion I, que se enfria previamente a 4°C. Esta solucion contiene:

GlUCOSA e ettt e e e e eaae e 50 mM.
Tris-HCL (PH 8).veeeeiieeeeeeeeee e 25 mM.
EDTA (DH 8).eeeeveeeeeeeeeeee e 10 mM.

Se voltea fuertemente para resuspender los sedimentos
completamente, y se afladen 200 Pl a cada tubo de la solucion
llamada Solucién II, que esta compuesta por:

Tras agitar fuertemente por inversion de los eppendorfs durante 5
veces, los dejamos en hielo y se le afiade a cada uno 30 pl de
cloroformo puro y 150 ul de la Solucion 111, a 4°C. La composicion
de la Solucion I11, es la siguiente:

Acetato potasico S Mu...oociieiviciiee e 60 ml.
Acido acético glaciar.........cceeveveeeencieeeeiiee e, 11.5 ml.
HoO ot 28.5 ml

Una vez agitadas las mezclas, estas se dejan reposar en hielo de 3 a
5 min, tras lo cual se centrifugan a 12000 g, durante 5 min, a 4 °C.
Se recogen los sobrenadantes obtenidos y se transfieren a nuevos
eppendorfs, previamente colocados en hielo, en donde se precipita el
DNA afiadiéndoles dos volimenes de Etanol absoluto a temperatura
ambiente.

Mezclamos bien por volteo, y dejamos reposar durante 10 min a

4 °C, para posteriormente centrifugar a 12000 g durante 5 min a 4°C.
Los sobrenadantes obtenidos son descartados, y los sedimentos
lavados con 1 ml de Etanol al 70% a 4 °C.

Posteriormente, estos sedimentos son secados de igual forma que la
ya explicada anteriormente, disolviéndose cada uno de ellos con

20 pl de H,O desionizada estéril.

78



Una vez disueltos los DNAs plasmidicos, 3 pl de las diferentes
muestras fueron mezcladas junto con 2 pl de tampon de carga,
compuesto por agua desionizada, 0.25% de azul de bromofenol, y
30% de glicerol, a fin de comprobar mediante electroforesis el estado
de cada una de las extracciones.

La electroforesis se realizd en un gel de agarosa al 1.5 %, en tampon
TAE (0.04 M de Tris-acetato a pH 8 y 0.001 M de EDTA),
conteniendo EtBr.

En el caso en el que se detecte tras realizar la electroforesis, la presencia de
RNA degradado, este ha de ser eliminado de las muestras mediante su
tratamiento con RNasas.

Para ello, se han de afiadir 3 pl de RNasa I (Invitrogen), por cada

17 pl de DNA plasmidico, de una solucion de 1 mg/ml de RNasa, a
la que se le han eliminado previamente las DNasa por ebullicion
durante 5 a 10 min.

Tras la eliminacion de los RNA de las muestras, se ha de realizar una
nueva precipitacion del DNA con sales y Etanol absoluto, siguiendo
los procedimientos anteriormente descritos, que eliminaran los restos
del enzima utilizado.

Una vez se encuentren los DNA plasmidicos purificados y secos,
estos son disueltos en 20 ul de H,O destilada estéril, tomando una
alicuotas de 1 pl de cada una de las muestras, que se mezcla con

400 pl de H,O destilada estéril, con la que se mide la cantidad de
DNA espectrofotometricamente.

Tras medir y comprobar que las muestras poseen una gran pureza,
estas se diluyen hasta conseguir que la cantidad de DNA sea del
orden de 1.7 pg/ul.

Para asegurar que las muestras no contengan RNA mezclado junto
con el DNA plasmidico extraido, se corre nuevamente un gel de
agarosa al 1.5 % en tampon TAE, con EtBr.

Al objeto de conocer si en el interior de los plasmidos se encuentran los
insertos de cDNA obtenidos en la genoteca, estudiamos el mapa de la
secuencia del plasmido utilizado (pSPORT 1) y buscamos dos enzimas de
restriccion que cortasen a cada lado del inserto, escogiéndose la Hind Il y
la Eco R I (Roche). Ambas posee una secuencia diana a un lado del inserto,
una temperatura Optima de actuaciéon de 37 °C, y pueden usar el mismo
tampon de accion (Tampdn REact®B. 100 mM Tris-HCI, 1 M NaCl,

50 mM MgCl,, 10 mM 2-mercaptoetanol, pH 8.0). El tratamiento con las
dos enzimas de restriccion, se llevo acabo de la siguiente manera:
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* Para cada alicuota de 2 il de DNA plasmidico dispensada en un
eppendorf, hay que poner los siguientes componentes:

DNA plasmidiCo........cccoirieiiiiiieiiieeeeiee e 2 pl
EcoO RT (10 U/UD)cieeiiieiiieeeeeeee e 2 pl
Hind TIT (10 U/PD)cueiiiiieiieceeeeeeeeee e 2 L
Tampon REACT B......coooiiiiiieeeeeeee e, 2 L.
H,0 desionizada............cccoeeeiiiieeiciieeeiee e 12 pl.

* La mezcla se agitd suavemente e incubo a 37 °C durante toda una
noche.

* Al dia siguiente, se prepara un nuevo gel de agarosa al 1.5% en
tampon TAE, cargando 4 pocillos, con 6 ul cada uno de cada
reaccion de corte del inserto, mezclados con otros 2 il del mismo
tampon de carga anteriormente utilizado, corriendo el gel a 5 v/cm,
durante 20 min.

Los resultados de la electroforesis se muestra en el apartado de resultados
(Paginas 113 y 114), donde se muestra como aparecen bandas de diferente
Rf, indicando que el tamafio de los insertos introducidos no es igual en
cada plasmido, por lo que se trata de insertos diferentes.

El siguiente paso, sera por tanto encontrar el clon que porte el inserto o
fragmento que codifique para la proteina que se esta buscando.

2.12.5 Amplificacion de la genoteca.

Una vez que nos aseguramos de que las células transformadas contienen los
insertos, se procedio a la amplificacion por cultivo de la genoteca. Para
ello, las bacterias fueron cultivadas en medio de cultivo semisolido,
compuesto por agar de bajo punto de fusién, al 0.27 %, para que las
diferentes colonias sembradas crecieran en suspension, evitando asi la
competencia entre ellas. El medio empleado fue Medio 2X LB cuya
composicion es la siguiente:

H,0O desionizada............eeeeeeeeeiiiieeeeeeeeieiiieeeennn. 950 ml.
Bacto-Tryptone........ccooccuvvieeieiiiiieiee e 20 g.
Bacto-Extracto de levadura...........ccccveeevveeennen.. 10 g.
NACL it 10g
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Y Medio 2X LB-Glicerol, que para 200 ml:

Mezclar ambos medios y esterilizar en autoclave a 120°C, y 1.5 atmosferas
de presion, durante 20 min.

A 450 ml de medio 2X LB, se le anaden 1,35 gr de agarosa LM-2, de bajo
punto de fusion, de la marca comercial Pronadisa, esterilizandose el
conjunto en autoclave durante 30 min. Una vez esterilizado, se deja enfriar
a 37 °C. Alcanzada dicha temperatura, afiadimos al medio ampicilina hasta
una concentracion de 200 pg/ml.

 El medio semisélido, fue sembrado con aproximadamente 2x10°
bacterias transformadas, mezclandose mediante fuerte agitacion, y
siendo posteriormente incubado a 37 °C, durante 40 a 45 horas sin
movimiento alguno. Con este método se consigue que las colonias de
bacterias no crezcan en superficie, si no que crezcan en el volumen
de la agarosa, permitiendo que no exista competencia que limite su
crecimiento.

* Transcurrido el tiempo de incubacion, se agita el contenido del bote
a fin de mezclar colonias con el medio, centrifugando este a
temperatura ambiente, a 10400 g, durante 20 min.

* Descartado el sobrenadante, se resuspende el sedimento en 100 ml de
medio 2X LB Glicerol, que es repartido en alicuotas de 1 ml, en
viales de congelacion, que son congeladas y guardadas en el
congelador de —80 °C, hasta que se comience el rastreo de la
genoteca.

2.12.6 Inmunizacion de los ratones para el rastreo.

Una vez purificadas las proteinas de Giardia lamblia, como ya se ha
descrito anteriormente, se midid su concentracion mediante el método
Bradfor, y se alicuotaron y liofilizaron a razon de 20 g por alicuota,
siendo congeladas a -20 °C, hasta el momento de su uso.

Antes de proceder a la inmunizacion, cada alicuota fue disuelta en PBS
hasta alcanzar un volumen de 175 I, y posteriormente mezclada con un
volumen igual de coadyuvante completo de Freud, para la primera
inmunizacion, realizandose las posteriores inmunizaciones con
coadyuvante incompleto de Feund. Realizada la emulsion, las proteinas
fueron inoculadas por inyeccion intraperitoneal, a razon de 10 g de
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proteina por raton, utilizando la cepa Balb/C. La inmunizacion fue repetida
semanalmente, durante 5 semanas, y las dosis de recuerdo se efectuaron
mensualmente.

Durante el periodo que dur6 la inmunizacion, se llevo a cabo semanalmente
un seguimiento de los titulos de anticuerpos generados durante el proceso.

2.12.6.1 Valoracion de la inmunizacion. Método de ELISA.

Para valorar los titulos durante el proceso de inmunizacion, se
obtuvieron semanalmente, comenzando en el dia 0, 10 pl de sangre
periférica, de la vena de la cola, que fue absorbida sobre papel de
filtro.

Al objeto de hacer una elusion plasmatica de la misma, la mancha de
sangre fue recortada y sumergida en 100 pl de PBS estéril, dejandose
a 4°C durante 12 horas.

Las muestras, una vez eluidas, fueron centrifugadas a 10000 x g,
durante 20 min, queddndonos con los sobrenadantes obtenidos, que
fueron almacenados a -20 °C, hasta el momento de su utilizacion.

La técnica inmunoldgica usada, fue una Técnica Inmunoenzimatica de
ELISA.

Para ello, placas de polietileno, de 96 pocillo de fondo plano, de la
marca comercial NUNC (Nunc-Immuno® LockWell® Module Plate
Polysorp), fueron sensibilizados con 100 pl de una solucion que
contiene el conjugado proteico, a una concentracion de 2.5 pg/ml,
disuelta en tampon PBS 0.125 M, a pH 8, incubandose durante

16 horas a 4 °C con agitacion orbicular.

Tras realizar la adsorcion de la proteina por los pocillos de la placa,
la solucion antigénica fue eliminada, realizandose una serie de
lavados con la solucion de lavado, compuesta con PBS 0.125 M,
conteniendo 0.2 % de Tween 20 (PBST).

Tras la serie de lavados, la placa fue incubada con 250 ul por pocillo,
de una solucidn de bloqueo compuesta por leche en polvo
descremada (Molico, Nestle), diluida al 2% en PBST. Dicha
solucion, y al objeto de bloquear los espacios vacios que no hubieran
sido sensibilizados, se mantuvo en agitacion orbicular durante 12 h a
4°C.

Terminado el tiempo de bloqueo, se realizaron nuevos lavados con
PBST para eliminar los restos de la solucion de bloqueo.

La ELISA se inici6 con la incubacion de diferentes diluciones en
PBS de los plasmas obtenidos, desde 1/100 hasta 1/6400,
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afiadiéndose en los pocillos sensibilizados 100 pul de estas diluciones,
que se incuban durante 2 h en agitacion orbicular, y a temperatura
ambiente.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se retird la solucidn de los
anticuerpos primarios, lavandose los pocillos repetidas veces con
PBST.

Cada uno de los pocillos fue de nuevo incubado con 100 ul de una
dilucion 1/1000, en PBS, del anti-suero anti-ratén unido a peroxidasa
de rabano (SIGMA). La incubacion se realizo en las mismas
condiciones anteriormente descritas, sometiéndose los pocillos, tras
la incubacion con los anticuerpos secundarios, a 4 lavados en PBST.
Posteriormente, cada pocillo se incub6 con 100 pl de la solucion de
sustrato OPD (o-Phenilenediamine, (SIGMA)), compuesto por

10 mg de OPD, en 12.5 ml de un tampdn compuesto por 0.1 M de
tampon Citrato a pH 5, conteniendo en el momento de su utilizacion
80 ul de H,O, de 110 volimenes, por cada 100 ml de la solucion
anterior. La incubacion se realizé a 30 °C, durante 45 min.
Trascurrido este tiempo, la solucion fue parada con 50 pl de acido
sulfurico 0.1 N, determinandose la absorbancia en un lector de
ELISA (ELISA-reader, METERTECH 2960), a una absorbancia de
240 nm.

2.12.7 Adsorcion de los sueros.

A fin de eliminar los anticuerpos anti-Escherichia coli existentes en los
inmunosueros obtenidos, asi como los existentes en el anti-suero anti-raton
(Conjugado de Fosfatasa Alcalina IgG Anti-raton), que se iban a emplear
en los inmunorrastreos de la genoteca de expresion obtenida, ambos
inmunisueros fueron absorbidos sobre la cepa de bacterias E.coli
(ElectroMAX® DH10B®).

Para ello, un cultivo de bacterias crecidas en medio LB, durante 24 h,
con fuerte agitacion, a 37°C, fue centrifugado a 10000 g durante

10 min, a fin de sedimentar las bacterias.

Tras realizar 2 lavados con PBS mediante centrifugacién a 10000 g
durante 10 min, las bacterias fueron fijadas en una solucion de
Formaldehido al 10% en agua destilada, donde se mantuvieron en
suave agitacion durante 24 horas.

Una vez que las bacterias se encontraron fijadas, estas fueron
centrifugadas a 10000 g durante 10 min, y lavadas al menos 4 veces
con PBS, al objeto de eliminar los restos del fijador.
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* Las bacterias lavadas, fueron nuevamente fijadas en 10 ml de
Acetona, previamente enfriada a -20°C, durante 2h a4 °C, y
nuevamente centrifugadas y lavadas en PBS de igual forma que la ya
descrita anteriormente.

e FEl sedimento obtenido del ultimo lavado, fue dividido en dos, siendo
estos colocados en tubos de vidrio, a fin de poder absorber el suero, y
el inmunosuero anti-raton. Ambos sueros, fueron absorbidos a las
diluciones de 1/10 y 1/5000 respectivamente, en TBST a pH 7.3,
poniéndose en contacto dichos sueros con las bacterias con las que se
incubaron, a 4°C, durante 12 h, con suave agitacion.

Tampon TBST:
Tris-HCIpH 8.0. ..o, 10 mM.
NaCl. oo 150 mM
Tween-20. ... 0.05 %.

* Transcurrido este tiempo, los sueros fueron clarificados por
centrifugacion, y guardados a 4 °C, conteniendo un 0.02 % de
ProClin® 150 (Invitrogen).

* A fin de eliminar de las paredes bacterianas los anticuerpos unidos a
ellas, y a fin de permitir posteriores absorciones, estas bacterias
fueron tratadas con una solucion formada por 0.1M de Glicina-HCl a
pH 4.5, durante tres veces, junto con posteriores centrifugaciones a
10000 g durante 10 min.

* Tras la ultima centrifugacion, las bacterias fueron lavadas
nuevamente con PBS, y los inmunisueros fueron sometidos a un
nuevo proceso de absorcion.

* Terminado el tiempo de incubacion, se centrifugéd de igual modo que
el ya descrito anteriormente, guardando ambas diluciones a -20 °C
hasta el momento de su utilizacion.

e Los sedimentos de bacterias obtenidos, son nuevamente lavados
otras 3 veces con la dilucion de Glicina-HC1 0.1M apH 4.5,y
almacenados a -20°C hasta un nuevo uso.
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2.12.8 Activacion de las membranas.

El inmunorrastreo de la genoteca de expresion, se realizd sobre membranas
de Nitrocelulosa, (Hybond®-S Extra de Amersham Biosciences), sobre las
que se llevaron a cabo todas las reacciones necesarias para la identificacién
de los clones positivos.

Previo a su utilizacion, las membranas han de ser pretratadas a fin de que se
carguen positivamente de manera homogénea, para que se le unan las
bacterias.

* Las membranas son recortadas con un tamafio igual al tamafio
interior de las placas en donde se realiza la siembra de las bacterias
de la genoteca, y esterilizadas en autoclave a 121°C, durante 20 min,
y 1.2 atmdsferas de presion, en el interior de un sobre de papel de
filtro.

» Transcurrido este tiempo, se dejan secar a 37 °C, activandose
posteriormente mediante su inmersion durante 30 s en metanol
absoluto, y posteriormente durante 10 min en un tampon formado
por Tris-HCI 25 mM; Glicina 129 mM; Metanol al 20 %, que
previamente es esterilizado mediante filtracion por un filtro de
0.22 P de tamaio de poro.

* Posteriormente, se almacena esta solucion a 4°C, y se secan las
membranas en una estufa a 37°C, en el interior del sobre de papel de
filtro, para que contintien estériles.

2.12.9 Rastreo de la genoteca.

* Para comenzar el rastreo, preparamos una serie de placas de cultivo
conteniendo cada una 25 ml de medio LB estéril, con 1.5 % de agar,
y 100 pg/ml de ampicilina.

* Posteriormente, se enfrian y se dejan secar las placas a temperatura
ambiente, durante 30 min, tomando 4 de ellas en las que se extiende
por su superficie 4 Yl de una solucion de IPTG (Isopropylthiol-f3-
galactosido) a una concentracion de 0.2 pg/pl, previamente
preparada y esterilizada también por filtracion en un filtro de 0.22|.

* Se dejan secar nuevamente, y se guardan a 4°C, por un periodo de
tiempo no superior a 2 semanas.

e Tomamos el equivalente de 1, 0.1 y 0.01 pul, de las células
transformadas y amplificadas, que constituyen la genoteca de
expresion, y que se encuentran congeladas a -80 °C, y las mezclamos
con 200 pl de medio LB o YT respectivamente.
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Sembramos las 3 diluciones, en 3 placas de cultivo sin IPTG, y las
incubamos una noche, a 37°C. Tras este periodo, contamos el
numero de colonias crecidas por placa, determinando asi que
concentracion de células hay por pl, y que cantidad es la adecuada
para la realizacion del rastreo.

Conocida la cantidad de bacterias adecuada para el rastreo, tomamos
4 alicuotas con esta cantidad, y las diluimos con 200 pl de medio
LB, extendiendo cada dilucion sobre una de las 4 placas de cultivo
conteniendo IPTG, previamente preparadas. El IPTG expresara la
proteina recombinante por represion de la proteina bloqueadora, que
impide la sintesis de una parte de la B-galactosidasa, por lo que tras
la represion, la RNA Polimerasa se une al promotor y empieza a
formar el mRNA de la secuencia de nucleo6tidos del inserto
introducido, y de los genes estructurales del fragmento de la
B-galactosidasa.

Las placas son incubadas a 37°C, durante 17-18 h, para que el
tamafio de las colonias oscile entre 0.5 y 1 mm de diametro.

Tras este tiempo, se enfrian a 4 °C durante media hora, para que se
levanten las colonias y se enfrie el agar, evitandose asi, que se pegue
a la nitrocelulosa de las membranas de rastreo.

Una vez activadas las membranas, estas son colocadas sobre las
placas, evitando que queden burbujas entre el agar y el filtro. Con
una aguja esterilizada, pinchamos en tres puntos asimétricos,
marcando la posicion de la membrana en el momento de la union,
orientandonos en esta con respecto a los resultados que aparezcan.
Minutos después, se retiran las membranas de las placas, quedando
las colonias pegadas a estas, por lo que incubamos nuevamente las
placas durante 2 h mas, a 37 °C, para regenerar las colonias
arrancadas, almacenandolas posteriormente a 4 °C, hasta la obtencion
de los resultados del rastreo.

Las membranas, son colocadas con las colonias dirigidas hacia arriba
sobre un grupo de papeles de filtro humedecidos con agua, en el
interior de una camara humeda, en la que vamos a inducir durante
15 min el tratamiento litico de las bacterias unidas a los filtros,
mediante su exposicidon a vapores de cloroformo.

Terminada la lisis, las membranas son depositadas sobre 4 nuevas
placas Petri, en cuyo interior hay colocado un trozo de papel
Whatman 3mm, empapados en solucion desnaturalizante (Tris-HCl
(pH 7.9) 0.02 M; Urea 6 M; NaCl 0.5 M), durante 15 min, y a
temperatura ambiente. Esta solucion, es la encargada de
desnaturalizar las proteinas que hay en contacto con la nitrocelulosa,
fijandolas a esta.
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* Transcurridos los 15 min, preparamos el tampon de bloqueo
compuesto por gelatina porcina al 1% en tampon TBST, en la que se
sumergen las membranas, durante 2 h a 37 °C, en una suave
agitacion.

Solucion de lavado (Tampon TBST):

Tris-HCIpH 8., 10 mM.
NACT oo 150 mM.
Tween-20 ......cooooviiiiiii e 0.05 %.
Azida SOdICa ....evvvveieiiiiiiiee 0.02 %.

* Incubadas las membranas en la solucion de bloqueo, estas fueron
lavadas, durante 15 min, en tampon TBST conteniendo 0.02% de
Azida Sédica.

* Las membranas asi preparadas, fueron incubadas con los sueros, a la
dilucién 1/25 en tampoén TBST, durante 2 h a 37°C, en agitacion
orbicular.

e Trascurrido el tiempo de incubacién, las membranas fueron lavadas
3 veces en tampon TBST, e incubadas nuevamente durante 2 horas, a
37°C, con el inmunosuero anti-raton Conjugado de Fosfatasa
Alcalina diluido 1/5000 en TBST.

e Finalizada la nueva incubacion, lavamos nuevamente las membranas
con tapon TBST, y eliminamos el exceso de liquido que portan,
siendo posteriormente incubadas a 37°C, en agitacion, con la
solucién de revelado, que esta compuesta por tampon fosfato
alcalino, al que se le afiaden 4 pl/ml de NBT y 4 ul/ml de sustrato
revelador de color BCIP (Ambos de Sigma).

* Lareaccion se interrumpe por la inmersion de las membranas en
agua, dejandolas secar a temperatura ambiente.

* Con la ayuda de los pinchazos realizados anteriormente, los
resultados fueron extrapolados a las placas de cultivo, aislando las
colonias que mostraron positividad.

» Tras seleccionar las colonias positivas, estas fueron aisladas con la
ayuda de unas puntas estériles, siendo crecidas en medio LB
conteniendo 100 pgr/ml de ampicilina, en agitacion durante
12 horas.

e Obtenida la maxima densidad de crecimiento, las bacterias fueron
centrifugadas a 10000 g durante 10 min a 4°C, resuspendiendo el
sedimento obtenido en 1 ml de medio de congelacion constituido por
medio LB conteniendo Glicerol al 12.5 %. Dicho sedimento fue
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introducido en viales de congelacion, manteniéndolos congelados a
-80°C para posteriores analisis de cada uno de los clones positivos.

2.12.10 Secuenciacion de los clones positivos.

* Una vez aislados y congelados los clones positivos, estos fueron
descongelados lentamente a 0°C, tomando una pequeiia alicuota de
cada uno ellos, que se cultiva a 37 °C durante toda una noche con
fuerte agitacion, en un tubo de cultivo estéril, conteniendo 1.5 ml de
medio LB junto con 100 pgr/ml de ampicilina.

* Trascurrido este tiempo, el contenido de los tubos fue centrifugado,
descartandose el sobrenadante, y realizandose una extraccion del
DNA plasmidico a los sedimentos obtenidos, de igual forma que la
ya descrita anteriormente, salvo que junto a la solucion I, se anadio
1 mg/ml de RNasa I.

* Tras obtener el DNA plasmidico, este fue disuelto en 50 pl de H,O
destilada estéril, medimos la cantidad de DNA por muestra y
ajustando la concentracion final hasta 200 ng/ul con agua.

Al objeto de realizar la secuenciacion de los insertos ligados a los
plasmidos, fue necesario realizar una reaccidén de PCR de secuenciacion,
donde se originan multiples copias de cada una de las dos hebras del DNA.
Las diferentes copias originadas por esta PCR, seran después procesadas en
los capilares del secuenciador.

De cada uno de estos insertos, se realizan dos reacciones de PCR
diferentes. En una se utiliza el cebador estandarizado llamado SP6,
mientras que en la otra se utiliza el cebador denominado T7. Ambos
cebadores tienen una secuencia diana integrada en el plasmido pSPORT 1,
denominada promotor, colocada cada una, a un lado del lugar donde se
insertan los cDNAs sintetizados en la genoteca, asi podran solaparse los
resultados de ambas hebras y asegurarse que son complementarias al 100%.
De no ser asi, se deben de secuenciar de nuevo para conocer cuales son los
resultados mas probables en cada una de las posiciones de los nucle6dtidos
del inserto.

En esta reaccion de PCR, junto con los DNAs plasmidicos y los cebadores
anteriormente mencionados, se utiliza un kit de secuenciaciéon de Applied
Biosystems llamado Cycle Sequencing Kit ABI PRISM® BigDye®
Terminator v3.1 compuesto por un Tampon de secuenciacion 5X, y un Mix
de secuenciacidon que contiene la polimerasa, las sales recomendadas para
el buen amiente 16nico que favorezca el funcionamiento de la PCR, y los
ddNTPs fluorescentes.
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Tras tener todos los componentes de la PCR preparados, estos han de ser
mezclados en la siguiente proporcion y en el orden mostrado, por reaccion:

Mezcla de secuenciacion...........ccceccveeeeeeveeennnee. 2 ul
Tampodn de secuenciacion 5X.........ccceeeeeenneenns 2 ul
DNA plasmidico (400 ng)....cceeevvveeeenreeeennnnen. 2 ul
Cebador (1UM)....ccoevviieeiiiieeieeeeee e, 3.2 ul
H,0 desionizada...........ccceveveiiieiniieeeiens 10.8 ul

Obteniéndose un volumen final de 20 Pl por reaccion.

Cada una de estas reacciones, son posteriormente colocadas en el interior
del termociclador, que es programado del siguiente modo:

PROCESO TEMPERATURA TI EMPO
Precal ent anmi ento 96 °C 3 Mn.
96 °C 10 S
25 Ciclos 50 °C 5 S
60 °C 4 M n.
Al nacenani ent o 4 °C o0

» Una vez que termina la reaccion de la PCR, se pasa a continuacion a
precipitar las secuencias de DNA formadas en esta reaccion,
mediante la adicidén a cada uno de los eppendorf, de 62.5 ul de
Etanol al 95%, 3.0 ul de AcNa (Acetato sodico) 3M (pH 4.6), y
14.5 pl de H,O.

* Incubamos la mezcla durante 15 min y centrifugamos a 14000 rpm
durante 20min.

* Los DNA precipitados son lavados, afadiéndoles 250 pl de Etanol al
70%, siendo centrifugados durante 10 min a 14000 rpm.

* Los sedimentos obtenidos son secados a 37 °C, durante no mas de
10 min para que se evapore el etanol que aun quede, pero sin
permitir que se sequen demasiado, afiadiéndoles posteriormente a
cada uno 20 ul de formamida especial para la secuenciacion.

» Tras agitar fuertemente, recogemos los contenidos mediante una
breve centrifugacion, y los guardamos a 4 °C en oscuridad, hasta su
posterior inclusion en los capilares del secuenciador.

* Una vez conocidas cuales son las secuencias de cada uno de los
fragmentos amplificados por PCR, estas son comparadas con la
secuencia del plasmido original, orientandose aun lado o a otro en
funcion del cebador utilizado en cada reaccion, consiguiendo asi
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delimitar las secuencias de cada una de las hebras que componen los
insertos aislados.

Conocidas las secuencias de nucleotidos que portaban los insertos de los
clones seleccionados, sobre estas fueron aplicadas una serie de
herramientas informaticas para conocer la funcion de los péptidos que
codificaban. De esta forma, lo primero que se aplico fue un BLAST a las
secuencias obtenidas para conocer que homologias presentaban con las
proteinas conocidas de las bases de datos EMBL/GenBank/DDBJ.
Posteriormente utilizamos el programa Transeq del paquete EMBOSS para
conocer las posibles proteinas que se pudieran transcribir de las secuencias
de nucleotidos obtenidas, segun las seis posibles pautas de lectura en las
que estas se pudiesen leer.

Posteriormente seleccionamos las pautas de lectura mas probable de cada
una de las secuencias, en funcion de la posicion de los codones de
terminacion en cada una de ellas, y de las homologias que presentaban con
proteinas conocidas de las bases de datos mediante la realizacion de
BLAST de las secuencia de aminoacidos de cada una de las pautas de
lectura.

A continuacion, para la prediccion de intrones se utilizo el programa
netgene? disponible en: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/. Este
programa consiste en una red neuronal que realiza predicciones de lugares
de corte de intrones en genes de humanos, de Caenorhabditis elegans y de
Arabidopsis thaliana. La comparacion de estos lugares, junto con el
potencial codificante de diferentes regiones, permite obtener datos que nos
pueden ayudar a la identificacion de intrones (Hebsgaard y col., 1996;
Brunak y col., 1991).

De todos los insertos seleccionados, solo el que presentd un nimero de
nucleo6tidos aceptable, junto con una elevada homologia con secuencias
existentes de Giardia, se seleccion6 para los posteriores experimentos
inmunologicos.
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2.12.11 Pruebas inmunoldgicas.

2.12.11.1 Purificacion de las proteinas totales de las bacterias con el

inserto seleccionado.

Conocida la secuencia del inserto seleccionado, el siguiente paso consistio
en comprobar si los sueros de los ratones inmunizados con las FABP de
Giardia, y las salivas de pacientes enfermos con una giardiosis activa, eran
capaces de detectar la proteina que codificaba este inserto seleccionado.

Tras cultivar una alicuota de bacterias del clon seleccionado en

500 ml de medio LB, adicionado con 100 pg/ml de ampicilina y

100 pl de IPTG (0.2 pgr/ul), las bacterias crecidas fueron lavadas y
concentradas por centrifugacion a 12000 g durante 10 min, a 4°C, a
fin de eliminar los restos de medio cultivo.

El sedimento fue resuspendido en 6 ml de tampon de lisis compuesto
por:

Tris-HCLpH 8. 50 mM.
SACATOSA...uuueeeeeiiiieiieeee e 25 %.
EDTA. ..ot 1 mM
Inhibidores de Proteasas...........ccccceevvvvvvennneen 100 mM
LiSOZIMA....ccciiiie it 60 mg/ml

Los Inhibidores de Proteasas (Complete Mini, Boehringer Mannheim

GMBH), son los mismos que los utilizados para la purificacion de las
FABP de Giardia.

El tampon, se deja actuar durante 40 min a 20 °C en agitacion, para
que la lisozima actte sobre las paredes bacterianas.

Sonicamos durante 1 min a 0°C, repitiendo la sonicacion durante 10
ciclos.

Tras la sonicacion, afiadimos 1 volumen por cada 100 de MgCl, 2M,
1 volumen por cada 100 de MnCl, 1M, y 130 pl de DNasa I a una
concentracion de 1mgr/ml. Al objeto de fluidificar el extracto, la
mezcla fue agitada activamente, incubandose a 37 °C durante 15 min.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se afiade:

PBS 10X . e 3.4 ml
TritOn X-100........euveieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 20 %
TWEen 20......ccooiiiiiiiiiiii e 20 %
DTT IM.cioiioiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 340 ul
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Se mezcla y se incuba durante 1 hora a 37°C, centrifugando
posteriormente a 18000 g, a 4 °C durante 20 min.

Descartamos el sedimento con los restos bacterianos no
solubilizados, sometiéndose el sobrenadante a una posterior
cromatografia por columna de Bio-Beads® SM-2 (BIO-RAD), de
igual modo que como ya se explico en su momento, a fin de eliminar
el detergente usado, y una posterior cromatografia a través de una
columna de Lipidex-1000, a fin de eliminar los 4cidos grasos libres o
ligados que pudiera contener la muestra.

Posteriormente, se realizo una cromatografia por Sepharosa Epoxy
4B (Pharmacia Biotech), ligada a un acido graso, que en nuestro caso
fue Acido Butirico, por la que pasamos solamente una pequefia
alicuota de la muestra, por si la proteina sintetizada por el inserto es
ligeramente diferente a la original.

Una vez finalizadas las cromatografias, las diferentes muestras
obtenidas, fueron dializadas en membranas de dialisis de 3500 Da.
de tamafio de poro, previamente activadas.

Tras la dializacion de las muestras, se observo como en el interior de
las membranas de dialisis, parte del contenido habia precipitado, por
lo que las muestras, se centrifugaron a 4500 g, a 4 °C, durante

20 min, colocando por separado cada una de las fracciones obtenidas
(sobrenadantes y precipitados), que se congelan a -20 °C para su
posterior liofilizacion.

Cuando las muestras estuvieron liofilizadas, se procedi6 a la
desnaturalizacion de las proteinas existentes en ellas mediante la
utilizacion del tampon de la muestra, realizandose posteriormente
una electroforesis de cada una de estas muestras, en SDS-PAGE, en
geles de Poliacrilamida al 12,5% (Phast Gel Homogeneous 12,5) y al
20% (Phast Gel Homogeneous 20), tifiendo los geles obtenidos con
Nitrato de Plata.

Algunas de las electroforesis, fueron utilizadas para llevar a cabo
inmunoblot de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente (Towbin
y col. en 1979; Timmons y Dunbar, 1990), utilizando los sueros de los
ratones, previamente inmunizados con las FABP de Giardia, asi como las
salivas de personas enfermas con una giardiosis activa.

Para ello, una vez realizadas las electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa Hybond ™-C Extra de
Amersham Biosciences.

Tras tefiir con Rojo Ponceau para visualizar las bandas transferidas,
las membranas fueron bloqueadas con tampo6n de bloqueo.
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Bloqueadas las membranas, estas fueron lavadas tres veces seguidas,
durante 10 min cada una, con tampon de lavado, e incubadas con una
dilucion de salivas 1/100, durante 2 horas a 37°C, mientras que otras
membranas fueron incubadas con los sueros de los ratones
previamente inmunizados, también a la dilucion 1/100. Ambas
soluciones, habian siso previamente adsorbidas con bacterias E. coli
sin transformar.

Tras la incubacion, lavamos las membranas de igual modo que el
mencionado anteriormente.

Realizado el ultimo lavado, las membranas tratadas con los sueros de
los ratones fueron incubadas con anti-IgG anti-raton marcado con
Peroxidasa, a la dilucion 1/800 en PBS, mientras que en los casos en
que se emplearon salivas, las membranas se incubaron con
anti-Factor Secretor IgA anti-humano marcado con Peroxidasa,
diluido igualmente a una concentracion de 1/800 en PBS,
previamente adsorbidos sobre bacterias E. coli sin transformar. En
ambos casos, las incubaciones se realizaron durante 2 h a 20 °C.
Lavamos posteriormente las membranas de igual modo que el ya
mencionado anteriormente, y las incubamos a 37 °C, en un tamp6n
conteniendo el sustrato de peroxidasa, compuesto por:

Tris-HCLpH 7.4 0.1 M.
3-3 Diaminobencidina Tetrahidroclorhidrico.......... 0.05 %.
H>0, (10 volimenes)..........oeeeeeeeivieeeeeeciiieeeeeee, 0.05 %.

La reaccion fue parada con agua destilada, conteniendo 40 pl de
acido sulftrico 0.1N, lavandose y secandose posteriormente, al
objeto de estudiar las bandas reconocidas.
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3 RESULTADOS.

3.1 Resultados del rendimiento en la purificacion de las
proteinas FABP.

En la tabla 3.1, se muestran los rendimientos obtenidos en cada uno de los
pasos de los que consta el proceso de purificacion de las proteinas FABP de

Giardia.

TABLA: 3.1.

Pasos de la
purificacion.

A

=

(@

IS

=

[

Paso: Lisado y
homogenizado
de los
trofozoitos.

8.5

2.45

20.825

20.825

100

0.1042

100

Paso:
Sobrenadante
Post

centrifugacion.

8.0

2.18

17.44

18.530

83.74

0.1095

96

Paso: Eluido
Post
cromatografia
Bio-Bead.

7.5

0.87

6.525

7.395

31.33

0.093

84.7

Paso: Eluido
Post
cromatografia
Lipidex.

7.0

0.71

4.97

6.035

23.86

0.091

83.1

Paso: Eluido
Post
cromatografia
de Afinidad.

6.5

0.065

0.4225

0.5525

2.03

0.0582

53.13

QIR 1>

=

g.

: Volumen total en cada paso, medido en ml.
: Concentracion de proteina en cada paso, medido en mg/ml.
: Cantidad de proteina total, calculada en el volumen medido por paso, en

D: Cantidad de proteina total, calculada del volumen inicial de 8.5 ml,

medido en mg.

E: Concentracién de proteina (%).
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F: Rendimiento RDp (%): T Valores relativos de fluorescencia obtenidos
por medio de la formula, Dp= Fm - Ff /Fp x Ft, donde RDp = Valores
relativos de DAUDA unido a la proteina FABP. Fm = Fluorescencia
obtenida por DAUDA (1 mM), emitiendo a 500 nm y excitando a 330 nm,
en presencia de 400 mg de proteina FABP. Fp = Fluorescencia obtenida por
DAUDA (1 mM), emitiendo a 500 nm y excitando a 330 nm en presencia
de 4 mg de proteina procedente de los diferentes pasos de la purificacion.
Ff= Fluorescencia obtenida por DAUDA (1 mM), emitiendo a 500 nm y
excitando a 330 nm, en ausencia de proteina.

G: Rendimiento del proceso en cada tramo (%).

3.2 Analisis de las electroforesis de las FABP.

En la figura 16, se muestran los resultados de las electroforesis SDS-
PAGE, realizadas tanto a las proteinas marcadoras (PM), como a las
muestras de proteinas purificadas (PP) mediante cromatografia de afinidad,
en condiciones no reductoras. Se pueden observar hasta 13 bandas en la
fraccion purificada, que quizas correspondan con agregaciones de la
proteina purificada, como posteriormente se discute.

En la figura 16.A, se muestran las bandas obtenidas de las proteinas
purificadas, separadas en un gel de Poliacrilamida al 20 %. En la figura
16.B, se observa el proteinograma correspondiente a un gel de
Poliacrilamida al 12.5 %.

FIGURA: 16.
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3.3 Resultados de la prueba del Maldi-tof.

La figura 17, muestra el espectrograma de la proteina purificada por
cromatografia de afinidad, al ser estudiada por espectrometria de Maldi-tof.
Se observa como solamente aparece un pico de proteinas, con un peso
molecular de 8.215 Da., peso molecular muy similar al que aparece
reflejado en las electroforesis realizadas en SDS PAGE, que se muestran en
las imagenes previas.

FIGURA: 17.

Irilens. [a.u.]

3.4 Composicion en aminoacidos de las FABP.

La figura 18, muestra la tabla de aminoacidos resultante del analisis
porcentual de la banda correspondiente a 8 kDa. En ella se puede apreciar
como hay aminoacidos que se encuentran en una alta concentracion, como
son la Glutamina o la Glicina, y otros aminodcidos que se encuentran en
una muy baja concentracion como son la Lisina, la Fenilalanina, la
Treonina, o la Metionina. FIGURA: 18.
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Date: 12/06/2002 Hydrolyse vapeurs HCL+TFA 45 mins/150°
Dilucion: W.Saple pg
Amino-acid Sample N° moles Residues Residues Residues Residues Quantity/50ul | Total quantity % sample
(0/00) (%) (/Lys) (/Arg) (n® grammes) | (Jgrammes) hydrolysed
Hyp 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Asp 0.10 102.04 10.20 11.51 0.02
Thr 0.03 30.61 3.06 3.04 0.01
Ser 0.09 91.84 9.18 7.84 0.02
Sar 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Glu 0.14 142.86 14.29 18.07 0.04
Pro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Gly 0.17 173.47 17.35 9.70 0.02
Ala 0.04 40.82 4.08 2.84 0.01
Cysteine ND ND ND ND ND
Val 0.11 112.24 11.22 10.91 0.02
Met 0.04 40.82 4.08 5.25 0.01
Lle 0.07 71.43 7.14 7.92 0.02
Leu 0.10 102.04 10.20 11.32 0.02
Tyr 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Phe 0.03 30.61 3.06 4.42 0.01
His 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H. Lys 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Lys 0.06 61.22 6.12 7.69 0.02
Trp ND ND ND ND ND
Arg 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Bala ND ND ND ND ND
Des + Isd 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.98 1000 100 100.51 0.20

La cantidad total de AA en la muestra hidrolizada es de: 0.20 g
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3.5 Analisis de las agrupaciones de fragmentos de las
proteinas.

La figura 19, muestra el resultado de la electroforesis SDS-PAGE, al
12,5%, en condiciones no reductoras, de las proteinas purificadas mediante
cromatografia de afinidad, tras realizar una microdigestion con papaina o
con tripsina inmovilizada, dos enzimas que cortan por los aminoacidos
Phenilalanina y Lisina respectivamente.

El resultado del tratamiento con estos dos enzimas puede verse en las
figuras mostradas a continuacion, en donde se observa que los fragmentos
resultantes del tratamiento muestran un mayor peso molecular del
esperado, incluso mayor que el de la propia proteina de la muestra original.

FIGURA: 19.

! _
‘T
BN |

Y - e - — 5

A: Electroforesis del resultado del tratamiento de las FABP con Papaina. B:
Electroforesis del resultado del tratamiento de las FABP con Tripsina. C: Proteinas
marcadoras. D Electroforesis de las proteinas FABP sin tratar.
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3.6 Analisis del desplazamiento con acido oleico
radiactivo.

El estudio del desplazamiento en funcién del tiempo, del acido oleico
radiactivo ligado a las proteinas FABP, por parte del Taurocolato,
Glycocolato, Deoxycolato, Acido Palmitico y Acido Araquidénico, se
muestra en la grafica 3.6.

GRAFICA: 3.6.
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Desplazamiento del acido oleico marcado en funcion del tiempo por los siguientes
productos: (V) Acido Araquidoénico, (¢) Acido Palmitico, (V) Taurocolato, ()
Glicocolato, (m) Desoxicolato, (®) a-Tocofenol, (A ) Acido Butirico, (o) Metronidazol,
(+) Acido Retinoico, (0) Testosterona.

Analizados los resultados obtenidos procedentes del centelleo liquido,
mediante el programa informatico LIGAND-PC (Biosorf, Cambridge,
U.K.), se obtuvo una constante de desplazamiento para el acido oleico Ky
de 3.12 X 10® M. Pudiéndose observar como el desplazamiento del acido
oleico radiactivo se produce en los primeros 15 minutos de la incubacion.
Cuando mediante centelleo liquido se estudio la union del oleico radiactivo
a las bandas de proteinas correspondientes a la fraccion purificada de las
FABP, se observé que tinicamente la fraccion de peso molecular
correspondiente a 8 kDa era capaz de captar al dcido oleico marcado, aun
cuando tras la electroelucion de estas bandas, se originaran bandas de
mayor peso molecular.
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A pesar de que las FABP representan un objeto de estudio que promete
resultados interesantes en la lucha contra este parasito, nuestra intencion no
se limita al estudio de €sta proteina, sino que pretendemos intentar el
aislamiento de su gen a pesar del total desconocimiento que se tiene en la
actualidad acerca de su secuencia y de no disponer de herramientas
apropiadas para ello. Asimismo no descartamos la posibilidad de encontrar
alglin otro gen que codificase otro tipo de proteinas que pudiesen tener
suficiente poder antigénico para los objetivos que persigue este tipo de
trabajo. Para ello utilizamos varios tipos de aproximaciones cuyos
resultados relatamos a continuacion.

3.7 Valoracion de la amplificacion del cDNA de las
FABP de Giardia, mediante PCR.

Con el objeto de disefiar unos oligonucleotidos adecuados para la
amplificacion de algun fragmento de este gen, se eligieron las regiones mas
conservadas, deducidas de la comparacion entre las secuencias tanto a nivel
de proteinas como de DNA, obtenidas de las bases de datos Swiss-Prot y
EMBL. Se compararon entre si las secuencias de Schistosoma mansoni
(P29498), Schistosoma japonicum (045035), Fasciola gigantica (Q94567),
Fasciola hepatica (Q9U1G6), Echinococcus granulosus (Q02970), Mus
musculus (P04117), Sus scrofa (097788), Caenorhabditis elegans
(002323), Homo sapiens (P15090), dandole una mayor relevancia a las
comparaciones de genes procedentes de especies parasitas evolutivamente
mas proximas a Giardia, como Schistosoma, Fasciola, Echinococcus. Se
realizaron asi alineamientos multiples con el software ClustalX, implicando
a las diferentes combinaciones de especies.

A modo de ejemplo, se muestran a continuacion las secuencias de
aminoacidos de las proteinas comparadas, seguidas del alineamiento que
incluyo a la totalidad de las especies comparadas.

Secuencias de aminoacidos:

Echinococcus granulosus.

MVEAFLGTVWKM EKSEGFDKI M ERLGVDFVTR KMGNLVKPNL | VTDLGGEEKY
KMRSESTFKT TECSFKLGKE FKEVTPDSRE VASLI TVENG VMKHEQDDKT
KVTYI ERWE GNELKATVKV DEWCVRTYS KVA

Schistosoma mansoni.

MESFLGKVWKL SESHNFDAVM SKLGVSWATR Q GNTVTPTV TFTMDGDKMI
M.TESTFKNL SCTFKFGEEF DEKTSDGRNV KSVVEKNSES KLTQTIQVDPK
NTTVI VREVD GDTMKTTVTV GDVTAI RNYK RLS
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Schistosoma japonicum.

MESFLGKVWKL SESHNFDAVM SKLGVSWATR Q GNTVTPTV TFTMDGDTMT
M.TESTFKNL SVTFKFGEEF DEKTSDGRSV KSWWTKDSES Kl THTQKDSK
NTTVI VREI' V GDTMKTTVTV DDVTAI RNYK RL

Caenorhabditis elegans.

MASMNDFI GR WKLVQTENFD EYMKEI GVGL | TRKAAAHLK PI LEI RLDGE
TWNFDQFSTF KNTKLSFKLG EEFVENSPDD RTYNSLFTFE NGKL THRQNK
| KENHKSSVL TTWLENGKLI QTYQSGEVI C RREVWERE

Fasciola gigantica.

SWKYGDSENM EAYLKKLG S SDWDKI LNA KPEFTFTLEG NQMI'T KMWSS
LKTKI TTFTF GEEFKEETAD GKTAMITVTK DSESKMIQVT TGPEYTTHWV
REVWGDKM A TWIVGDVKAV TTLLKA

Fasciola hepatica.

MANFVGSVWKL EQSENVDAVL (QKLGE NVI KR KLI TSSKPEI  TFTLEGNKMI
VKTVSALKTT VI SFTFGEEF KEETADGRTV MITFTKDSDS Kl SQVQKCPE
NTTHVWREVT GGKM ATVTV GDVKAVNNYH KV

Mus musculus.

CDAFVGTWKL VSSENFDDYM KEVGVGFATR KVAGVAKPNM | | SVNGDLVT
| RSESTFKNT El SFKLGVEF DEI TADDRKV KSI | TLDGGA LVQVQKWDGK
STTI KRKRDG DKLWECVMK GVTSTRVYER A

Sus scrofa.

CDAFVGIVKL VSSENFDDYM KEVGVGFATR KVAGVAKPNL || TVNGDM T
| RSESTFKNT EI AFKLGQEF DEVTADDRKV KSTI TLDGGA LVQVQKWDGK
TTTI NRKI VD DKLWECI MK GVTATRI YER A

Homo sapiens.

CDAFVGTWKL VSSENFDDYM KEVGVGFATR KVAGVAKPNM | | SVNGDVI T
| KSESTFKNT El SFI LGQEF DEVTADDRKV KSTI TLDGGV LVHVQKWDGK
STTI KRKRED DKLVWECVMK GVTSTRVYER

Secuencias de aminodacidos de las proteinas FABP de las diferentes especies utilizadas
en los alineamientos.
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CLUSTAL W (1.83) Alineamiento de multiples secuencias.

m _nmuscul us
h_sapi ens
s_scrofa
c_el egans
e_granul osus
sS_manson

S_j aponi cum
f_gigantica
f _hepatica

m_nuscul us
h_sapi ens
s_scrofa
c_el egans
e_granul osus
S_manson

S_j aponi cum
f_gigantica
f _hepatica

m _nmuscul us
h_sapi ens
s_scrofa
c_el egans
e_granul osus
S_manson

S_j aponi cum
f_gigantica
f _hepatica

- - - CDAFVGTVKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGVAKPNM | S- VNGDLVTI RSEST
- - - CDAFVGTVKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGVAKPNM | S- VNGDVI Tl KSEST
- - - CDAFVGTVKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGVAKPNLI | T- VNGDM Tl RSEST
MASMNDFI GRWKLVOQTENFDEYMKEI GVGLI TRKAAAHLKPI LEI R- LDGETWNFDOQFST
- - - MEAFLGTVKMVEKSEGFDKI MERL GVDFVTRKMGNLVKPNLI VT DL GGGKYKMRSEST
- - - MBSFL GKVKL SESHNFDAVVSKLGVSWATRQN GNTVTPTVTFT- MDGDKMIMLTEST
- - - MSSFL GKVKL SESHNFDAVMSKLGVSWATRQI GNTVTPTVTFT- MDGDTMIMLTEST
--------- SWKYCGDSENVEAYLKKLG SSDIWDKI LNAKPEFTFT- LEGNQMTT KMVSS

FKNTEI SFKLGVEFDEI TADDRKVKSI | TLDG- GALVQVQ- - - KWDGKSTTI KRKRDGDK
FKNTEI SFI LGQEFDEVTADDRKVKSTI TLDG GVLVHVGQ- - - KWDGKSTTI KRKREDDK
FKNTEI AFKLGQEFDEVTADDRKVKSTI TLDG- GALVQVQ- - - KWDGKTTTI NRKI VDDK
FKNTKL SFKLGEEFVENSPDDRTYNSLFTFEN- GKL THRONKI KENHKSSVLTTW.ENGK
FKTTECSFKLGKEFKEVTPDSREVASLI| TVEN- GVMKHEQ- - - DDKTKVTYI ERVVEGNE
FKNL SCTFKFGEEFDEKTSDGRNVKSVVEKNSESKLTQT Q- - - VDPKNTTVI VREVDGDT
FKNL SVTFKFGEEFDEKTSDGRSVKSVVTKDSESKI THTQ- - - KDSKNTTVI VREI VGDT
LKTKI TTFTFGEEFKEETADGKTAMI TVTKDSESKMIQVT- - - TGPEYTTHVVREVVGDK
LKTTVI SFTFGEEFKEETADGRTVMI TFTKDSDSKI SQVQ- - - KCPENTTHVWVREVTGGK

sk ok k% k. *

LVWECVNMKGVTSTRVYERA-
LVWECVMKGVTSTRVYER- -
LVWEC! MKGVTATRI YERA-
LI QTYQSGDVI CRREVERE-
LKATVKVDEVVCVRTYSKVA
MKTTVTVGDVTAI RNYKRLS
MKTTVTVDDVTAI RNYKRL-
M ATWIVGDVKAVTTLLKA-
M ATVTVGDVKAVNNYHKV-
. * .

131
130
131
137
133
133
132
126
132

* Coincidencia de aminoacido.

56
56
56
59
57
56
56
50
56

112
112
112
118
113
113
113
107
113

Nombres completos de las especies: m_musculus = Mus musculus; h_sapiens = Homo

sapiens; s_scrofa = Sus scrofa; c_elegans = Caenorhabditis elegans; e _granulosus =

Echinococcus granulosus; s_mansoni = Schistosoma mansoni; s_japonicum =
Schistosoma japonicum; f gigantica = Fasciola gigantica; f hepatica = Fasciola

hepatica.

Secuencias de nucleodtidos:

| Echinococcus granulosus.
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ATGGAGSCAT TCCTTGGTAC
CAAGATCATG GAACCCCTTG
ATTTGGITAA ACCCAACCTC
AAAATGAGAT CGGAGAGCAC
GCGTGAGAAG TTCAAGGAGG
TGATCACAGT GGAGAATGGEG
AAGGTCACCT ACATTGAACG
CGTGAAGGTG GATGAAGT GG
AAGTGAGGIT CTCGITCCCA
ACATCTTTCT CCTCCTTTCC
AAGCGCCTTT TTTCTTGICT

CTGGAAGATG GAGAAAAGTG
GGGTGGATTT CGICACTCGC
ATAGICACTG ATCTGGEGTGG
GITCAAGACC ACCGAATGCT
TGACTCCGGA TTCACGCGAG
GITGATGAAGC ATGAGCAGGA
TGTGGTTGAA GGCAATGAGC
TTTGCGTGCG AACCTACTCA
AGITGITTCC CTCCTCTCCA

AAAAAAA

Schistosoma mansoni.

GIATCAGCTT
TATCAGATTT
AGCATCAAAC
TTAGCGAGIC
TGGGECAACTC
AATGGATGCEG
TTTCTTGTAC
GGCCAGAAATG
GCAAACTCAA
ATGGTGATAC
CGCAATTATA
CTGAGGGTTT
ATGATAATCA
AATTAATCAT

TGGCGITTAA
ACAATCGCECT
TAGITGAAAA
ACACAACTTC
GACAGATTGG
GATAAAATGA
GITCAAGITC
TCAAGT CAGT
GIAGATCCCA
TATGAAAACG
AACGACTATC
TTTTGTAACC
CCGGTGGATA
TCTCGCATTT

AAAAAAA

Schistosoma japonicum.

CGGAAATCAC TTCAAAACAA
TGGGAAAGTG GAAACTAAGC
AAGCTCGGTG TCTCGTGEEC
AACTGICACT TTCACAATGG
CGACTTTCAA GAACCTCTCA
GAGAAAACCA GIGATGGECAG
AGAGTCAAAG ATAACTCACA
TCGTTCGTGA AATAGTAGGT
GATGITACGG CTATTCGGAA
TAGACTGGIC AAATGTTTCT
TACGAAAATG ACCACCGGTG
TTTAATTAAT CAGCTCCACT

Caenorhabditis elegans.

ATGGCATCTA TGAATGACTT

AGCTATACTC
AAAAAAAAAA

TCAATCGCGA
AAAAATCGGT
CAATGTCTAG
GATGCTGICA

CTACCTTGAT
AAAAAAAAAA

ATCCTACACC
GGTCGITCAA
TTTCTTGGGA
TGTCAAAGCT

AGGGTTTCEA
AAGATGGEGCA
CGGCAAGTAT
CCTTCAAACT
GICGCTTCAT
TGACAAAACC
TGAAAGCGAC
AAGGT GECGT
TACCACTCCC
GIGAAGTATA
AAAAAAAAAA

AGAAGATCAG
GCGTATCAGA
AAGTGGAAAC
AGGTGICTCA

GAACACAGIG ACCCCAACTG TAACCTTCAC

CTATGITAAC
GGCGAGGAAT
TGITGAAAAA
AAAACACAAC
ACTGTGACTG
CTAACGCCTC
GCTTGTATTC
AATTTTGCTA
CAATAAATAC

CCAGITAGIC
GAATCACACA
GACCCGACAA
ATGGGGATAC
GICACGITCA
AAGCGTTAAG
CTCAAAAGGA
GATACTATGA
TTACAAACGA
TGAAAGCGCT

AGAGTCAACT
TCGATGAAAA
AATTCCGAGT
TGTAATCGIT
TTGGTGACGT
CAAATGAACA
CTACTATTTT
TGCATGTATC
TGCTTATTGT

GGTAATAATG
ACTTCGATGC
ATTGGGAACA
GATGACCATG
AATTTGGTGA
TCAGICGITA
TAGITAAGAAC
AAACTACTGT
TTGTAACCCC
TGTATTTCAG

TTCAAAAATC
AACAAGTGAC
CGAAGITAAC
CGTGAAGT GG
TACTGCCATT
CTGATATTTG
TATTACAATG
GITCTATATT
TGTAAAAAAA

TCTTCTTTCT
TGTTATGICA
CAGIGACGCC
CTGACAGAGT
GGAATTTGAC
CCAAAGATTC
ACAACTGTAA
AACTGTCGAT
TGCAAACTGA
TTGACATTAT

GACGTATTTG GITACTCGECG TCATCCTATA

TTTGGTTCAA

TATCGGACGA

TAAACATTGC

TGGAAGITGG

TTATTATTT

TCCAAACCGA
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GAACTTTGAT GAATACATGA
AGCCTGCTGC TCATTTGAAG
ACATGGAACT TTGATCAATT
CAAGTTAGGA GAGGAATTCG
ACTCTCTGIT CACTTTTGAA
ATCAAGGAGA ATCACAAAAG
AAAACTCATT CAAACCTATC
GCGAGAGAGA ATAA

Fasciola gigantica.

GITCGTGGAA GTATGGECGAC
CTCGGCATTT CATCGGACAT
GITCACATTC ACACTTGAGG
CACTGAAAAC TAAGATTACA
GAGACCGCGG ATGGCAAGAC
AAGCAAAATG ACCCAAGITA
TTCGTGAAGT TGICGGEGGAC
GI'GAAAGCCG TGACCACTCT

Fasciola hepatica.

TCCCTCAAAC ACCATGGCCA
CTGAAAACAT GGATCCTGIT
AGGAAACTGA TCACAAGITC
GAACAAAATG ACCATGAAAA
CTTTCACATT TGGGGAGGAA
GITGATGACCA CGTTTACCAA
AAAGTGCCCG GAAAACACCA
AAATGATCGC AACTGTAACC
CACAAAGTAT AAGATTTCCA
TTCTTCCGAA TGAAACTGAC

Mus musculus.

CCTTTCTCAC CTGGAAGACA
ATGCCCTTTGI GGGAACCTGG
TACATGAAAG AAGTGGGAGT
GGCCAAGCCC AACATGATCA
GGTCAGAGAG TACTTTTAAA
GAATTCGATG AAATCACCGC
CCTAGATGEC GGEEECCCTGG
CACAATAAAG AGAAAACGAG
TGAAAGGCGT GACTTCCAC
AAGAGGECCTG GATGGAAATT
TTATTGITTT TTTTAAAGAT
TTTTTTCTGA AGATGCATTT
ACCTTTTTAG ACTT

Sus scrofa.

ATGTGTGATG CATTTGIAGG

AGGAAATCGG AGTCGGEECTC
CCAATATTGG AAATCCGATT
CTCAACATTC AAGAACACEA
TTGAGAACAG TCCAGATGAT
AACGGAAAAC TGACTCATCG
TTCAGITCTG ACAACATGGEC
AATCTGGAGA TGICATTTGC

TCTGAAAATA
GGTGGATAAG
GGAACCAGAT
ACTTTCACAT
GGCGATGACC
CAACGGEECCC

TGGAACGCTTA
ATCCTGAATG
GACTATTAAA
TTGGCGAGGA
ACAGTTACGA
GGAATACACC

AAAATGATCG CCACGTGGAC
GCTCAAAGCG TGAAATGIGC

ATTTTGIGEG TTCGIGGAAG
TTACAAAAAC TCGGAATTAA
CAAACCAGAA ATCACTTTTA
CGGITTCTGC TCTGAAGACC
TTCAAAGAGG AAACCGCCGA
AGATTCCGAC AGCAAAATAT

CTCATGICGT
GITGGGGACG
CGACGCGATTT
AAATGAATAT

GCTCCTCCTC
AACGCTTGICT
GGECTTTGCC
TCAGCGTAAA
AACACCGAGA
AGACGACAGG
TGCAGGTGCA
ATGGTGACAA
AAGAGITTAT
TGCATCAAAC
ATGATTTTCC
TATTGGATAT

TACCTGGAAA

TCGIGAAGIC
TGAAGCCTGT
TGAGCATGCC
TGGATAAATA

GAAGGTTTAC
CCAGTGAAAA
ACAAGGAAAG
TCGCEATTTG
TTTCCTTCAA
AAGGTGAAGA
GAAGT GGGAT
GCTGGTGGTG
GAAAGGGCAT
ACTACAATAG
ACTAATAAGC
GGITATGITG

CTTGICTCCA

ATCACAAGAA
GGATGCGAGAG
AATTGICTTT
CGTACCTACA
TCAGAACAAG
TTGAAAACGG
CGTCGCCGAGT

TTTGAAAAAG
CAAAACCAGA
ATGGICTCTT
ATTCAAAGAA
AAGATTCGEA
ACTCACGT GG
TGTCGGEGAC
AAGAT

TTGGAACAAT
CGTAATCAAA
CACTGCGAGGEG
ACGGITATCT
TGGCAGGACG
CCCAGGTTCA
ACCGGIGGCA
GAACAATTAC
GCGEGGTTAT
TTGAC

AAAATGTGTG
CTTCGATGAT
TGGCAGGCAT
GICACCATCC
ACTGEECGTG
GCATCATAAC
GGAAAGT CGA
GAATGIGITA
GAGCCAAAGG
TCAGICGGAT
AAGCAATTAA
ATTAAATAAA

GIGAAAACTT
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TGATGATTAC ATGAAAGAAG TGGGAGIGEG CTTTGCCACC AGGAAGGT GG
CTGGCATGEC CAAACCCAAC CTGATCATCA CTGIGAATGG GGATATGATC
ACCATTAGAT CAGAAAGTAC CTTTAAAAAT ACTGAGATTG CCTTCAAATT
GGGCCAGGAA TTTGATGAAG TCACTGCAGA TGACAGGAAA GICAAGAGCA
CCATAACCTT AGATGGAGGC GCCCTGGTAC AGGTGCAGAA GIGGGATGGA
AAGACAACCA CCATAAACAG AAAAATAGTA GATGATAAGT TGGTGGTGGA
ATGTATCATG AAAGGTGICA CGGCTACCAG AATTTATGAG AGAGCATAAG
CCAAATTGTA CARAAGITTG GATCGAACTC TACAACACTC TGITGGATGT
ATTGTCCCGA CATATGITGI TATTTTCCAC TAATTAGGAA GCAACTAATT
TTCCCCCAGA CTGATTTTGT TCAATATGCT TGITAGITAA ATAAAACTTT
TTAGATTTAA AAAAAAAAAA AAA

Homo sapiens.

GGAATTCCAG GAGGEGTGCAG CTTCCTTCTC ACCTTGAAGA ATAATCCTAG
AAAACTCACA AAATGTGTGA TGCTTTTGIA GGTACCTGGA AACTTGICTC
CAGTGAAAAC TTTGATGATT ATATGAAAGA AGTAGGAGIG GGCTTTGCCA
CCAGGAAAGT GGCTGGECATG GCCAAACCTA ACATGATCAT CAGTGTGAAT
GGGGATGTGA TCACCATTAA ATCTGAAAGT ACCTTTAAAA ATACTGAGAT
TTCCTTCATA CTGGGCCAGG AATTTGACGA AGTCACTGCA GATGACAGGA
AAGTCAAGAG CACCATAACC TTAGATGEGEG GTGICCTGGT ACATGIGCAG
AAATGGGATG GAAAATCAAC CACCATAAAG AGAAAACGAG AGGATGATAA
ACTGGIGGTG GAATGCGTCA TGAAAGGCGT CACTTCCACG AGAGTTTATG
AGAGAGCATA AGCCAAGGGA CGITGACCTG GACTGAAGIT CGCATTGAAC
TCTACAACAT TCTGIGGGAT ATATTGITCA AAAAGATATT GITGITTTCC
CTGATTTAGC AAGCAAGTAA TTTTCTCCCA AGCTGATTTT ATTCAATATG
GITACGITGG TTAAATAACT TTTTTTAGAT TTAG

Secuencias de nucleotidos de las proteinas FABP de las diferentes especies utilizadas en
los alineamientos.

CLUSTAL W (1.83) Alineamiento de multiples secuencias.

S_mansoni GTATCAGCTTTGGECGT TTAATCAATCGCGAATCCTACACCAGAAGATCAGTATCAGATTT 60
S_j APONI CUM === = == = m e e e e e e e e eaeaaoaaaas

f o gigantica  ----- oo e

f Repati A& - = o s s s e e e el

C el BQANS - m e oo

S _SCrofa s e e
h_Sapi NS ------soiee oo GGAATTC 7
M MUSCUI US == == s e s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeee e a s

€ granul OSUS == === == s s oo m e e e e

s_nmansoni ACAATCGGCTAAAAAT CGGT GGT CGT TCAAGCGT AT CAGAAGCAT CAAACTAGT TGAAAA 120
S_japonicum = ---------------oooooo oo CGGAAATCACTTCAAAACAACCAGT TAGTCGGTAA 35
fogigantica  ---------mm oo
f_hepatica  -----c-cicrere e e TCCCTCAAACA 11
C_el egans s oo ATGGCAT 7
S_SCrofa = seeeeee e AT 2
h_sapi ens CAGGAGGGTGCAGCTTCCTTCTCACCT TGAAGAA- - - TAATCCTAGAAAACTCACAAAAT 64
m musculus =~ --------------- CCTTTCTCACCT GGAAGACAGCTCCTCCTCGAAGGT TTACAAAAT 45

€ granUl OSUS - - - - - oo

S_mansoni CAATGTCTAGT TTCT TGGGAAAGT GGAAACT TAGCGAGT CACACAACTTCGATGCTGICA 180
s_japoni cum  TAATGTCTTCTTTCTTGGGAAAGT GGAAACTAAGCGAATCACACAACTTCGATGCTGITA 95
f_gigantica ------------------ GITCGT GGAAGTATGGCGACTCTGAAAATATGGAAGCTTATT 42
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f _hepatica
c_el egans
s_scrofa
h_sapi ens

m nuscul us
e_granul osus

s_nmanson

S_j aponi cum
f_gigantica
f _hepatica
c_el egans
s_scrofa
h_sapi ens
m_nuscul us
e_granul osus

s_nanson

s_j aponi cum
f _gigantica
f _hepatica
c_el egans
s_scrofa
h_sapi ens

m nuscul us
e_granul osus

s_nmanson

S_j aponi cum
f_gigantica
f _hepatica
c_el egans
s_scrofa
h_sapi ens
m_nuscul us
e_granul osus

s_nanson

s_j aponi cum
f _gigantica
f _hepatica
c_el egans
s_scrofa
h_sapi ens

m nuscul us
e_granul osus

s_nmanson

S_j aponi cum
f_gigantica
f _hepatica
c_el egans
s_scrofa
h_sapi ens
m_nuscul us
e_granul osus

s_nanson

s_j aponi cum
f _gigantica
f _hepatica
c_el egans
s_scrofa
h_sapi ens

m nuscul us
e_granul osus

s_nmanson

CCATGGOCAAT TTTGT GGGT TCGT GGAAGT TGGAACAATCTGAAAACATGGATGCTGTTT 71
CTATGAAT GACT TTATCGGACGATGGAAGT TGGT CCAAACCGAGAACTTTGATGAATACA 67
GTGTGA- TGCATTTGTAGGTACCTGGAAACTTGTCTCCAGTGAAAACTTTGATGATTACA 61
GTGTGA- TGCTTTTGTAGGTACCTGGAAACTTGTCTCCAGTGAAAACTTTGATGATTATA 123
GTGTGA- TGCCTTTGTGGGAACCTGGAAGCTTGTCTCCAGTGAAAACTTCGATGATTACA 104
- - ATGGAGGCATTCCT TGGTACCT GGAAGAT GGAGAAAAGT GAGGGT TTCGACAAGATCA 58
* * k Kk kK * * k%
b ° CGTGGAAGMTKGGOGAATC ° =
“ FABP- G F

TGTCAAAGCTAGGT GT CTCATGGGCAACT CGACAGAT TGGGAACACAGT GACCCCAACTG 240
TGTCAAAGCT CGGT GT CTCGT GGGCGACCCGACAAAT TGCGAACACAGT GACGCCAACTG 155
TGAAAAAGCT CGGCATTTCATCGGACAT GGT GGATAAGAT CCTGAATGCAAAACCAGAGT 102
TACAAAAACT CGGAATTAACGT AATCAAAAGGAAACT GATCACAAGT TCCAAACCAGAAA 131
TGAAGGAAAT CGGAGT CGGGECT CATCACAAGAAAGCCTGCTGCTCATTTGAAGCCAATAT 127
TGAAAGAAGT GGGAGT GGGCT TTGCCACCAGGAAGGT GGCTGGECAT GGCCAAACCCAACC 121
TGAAAGAAGT AGGAGT GGGCT TTGCCACCAGGAAAGT GCCTGGECAT GGCCAAACCTAACA 183
TGAAAGAAGT GGGAGT GGGCT TTGCCACAAGGAAAGT GGCAGGCAT GGCCAAGCCCAACA 164
TGGAACGCCT TGGEGGT GGATTTCGT CACT CGCAAGATGCCCAATTTGGT TAAACCCAACC 118
* * kK * * * *

* %

TAACCTTCACAA- - - TGGATGGGGATAAAATGACTATGT TAACAGAGTCAACTTTCAAAA 297
TCACTTTCACAA- - - TGGATGGGGATACGATGACCATGCTGACAGAGTCGACTTTCAAGA 212
TCACATTCACAGC- - - TTGAGGGGAACCAGATGACTATTAAAATGGT CTCTTCACTGAAAA 159
TCACTTTTACAGC- - - TGGAGGGGAACAAAAT GACCATGAAAACGGT TTCTGCTCTGAAGA 188
TGGAAATCCGAT- - - TGGATGGAGAGACATGGAACTTTGATCAATTCTCAACATTCAAGA 184
TGATCATCACTG - - TGAATGGGGATATGATCACCATTAGATCAGAAAGTACCTTTAAAA 178
TGATCATCAGT G- - - TGAATGGGGATGT GATCACCATTAAATCTGAAAGTACCTTTAAAA 240
TGATCATCAGCG - - TAAATGGGGATTTGGT CACCATCCGGT CAGAGAGTACTTTTAAAA 221
TCATAGT CACTGATCT GGGT GGCGGCAAGT ATAAAAT GAGATCGGAGAGCACGT TCAAGA 178
* * * * *

* * * * k% %

ATCTTTCTTGTACGT TCAAGT TCGCGCGAGGAAT TCGAT GAAAAAACAAGT GACGGCAGAA 357
ACCTCTCAGT CACGT TCAAATTTGGT GAGGAATTTGACGAGAAAACCAGT GATGGCAGAA 272
CTAAGATTACAACT TTCACAT TTGCCGAGGAAT TCAAAGAAGAGACCGCGGATGGCAAGA 219
CCACGGTTATCTCTTTCACAT TTGGCGAGGAAT TCAAAGAGGAAACCGCCGATGGCAGGA 248
ACACGAAATTGTCTTTCAAGT TAGGAGAGGAATTCGT TGAGAACAGT CCAGATGATCGTA 244
ATACTGAGATTGCCTTCAAATTGGGCCAGGAATTTGATGAAGT CACTGCAGATGACAGGA 238
ATACTGAGATTTCCTTCATACT GGGCCAGGAATTTGACGAAGT CACTGCAGATGACAGCGA 300
ACACCGAGATTTCCTTCAAACT GGGCGT GGAAT TCGAT GAAAT CACCGCAGACGACAGGA 281
CCACCGAATGCTCCTTCAAACT GGGT GAGAAGT TCAAGGAGGT GACTCCGGATTCACGCG 238

* kk kK * k% * k k% * % * * %

ATGTCAAGT CAGT TGT TGAAAAAAAT TCCGAGT CGAAGT TAACGCA- AACTCAAGTAGAT 416
GCGTTAAGT CAGT CGTTACCAAAGATTCAGAGT CAAAGATAACT CA- CACTCAAAAGGAT 331
CGGCGATGACCACAGT TACGAAAGAT TCGGAAAGCAAAAT GACCCA- AGTTACAACGGEGC 278
CGGTGATGACCACGT TTACCAAAGATTCCGACAGCAAAATATCCCA- GGTTCAAAAGTGC 307
CCTACAACTCTCTGTTCACTTTTGA- - - AAACGGAAAACT GACTCATCGT CAGAACAAGA 301
AAGT CAAGAGCACCATAACCT TAGAT- - - GGAGGCGCCCTGGTACA- GGTGCAGAAGT GG 294
AAGT CAAGAGCACCATAACCTTAGAT- - - GGGEGTGTCCTGGTACA- TGTGCAGAAATGG 356
AGGTGAAGAGCATCATAACCCTAGAT- - - GGCGEEGECCCT GGTGCA- GGTGCAGAAGT GG 337
AGGTCGCTTCATTGATCACAGTI GGAG- - - AATGGGGT GATGAAGCA- TGAGCAGGATGAC 294
* * *

* %

CCCAAAAACACAACTGTAAT- CGTTCGT GAAGT GGATGGTGATACTATGAAAAC- GACTG 474
AGTAAGAACACAACTGTAAT- CGTTCGTGAAATAGTAGGTGATACTATGAAAAC- TACTG 389
CCGGAATACACCACTCACGT - GGTTCGT GAAGT TGT CGCCGACAAAATGATCGC- CACGT 336
CCGGAAAACACCACTCATGT - CGT TCGT GAAGT CACCGGT GGCAAAATGATCGC- AACTG 365
TCAAGGAGAATCACAAAAGT TCAGT TCTGACAACAT GCCTTGAAAACGGAAAACTCATTC 361
GATGGAAAGACAACCACCAT- AAACAGAAAAATAGTAGATGATAAGT TGGTGGTGGAATG 353
GATGGAAAAT CAACCACCAT- AAAGAGAAAACGAGAGGATGATAAACTGGTGGTGGAATG 415
GATGGAAAGT CGAC- ACAAT- AAAGAGAAAACGAGAT GGT GACAAGCTGGTGGT GGAATG 395
AAAACCAAGGT CACCTACAT- TGAACGT GT GGT TGAAGCCAATGAGCTGAAAGC- GACCG 352
* % * * * *

TGACTGI TGGTGACGT TACTGCCAT TCGCAAT TATAAACGACTATCCTAACGCCTCCAAA 534
TAACTGI CGATGATGT TACGGCTATTCGGAATTACAAACGATTG - - TAACCCCTGCAAA 446
GGACTGT CGGCGACGT GAAAGCCGT GACCACT CTGCTCAAAGCG - - TGAAATGTGCAAG 393
TAACCGT TGGGGACGT GAAGGCT GTGAACAATTACCACAAAGTA- - - TAAGATTTCCACG 422
AAACCTATCAATCTGGAGATGT CATTTGCCGT CGCGAGT GGGAGAGAGAATAA- - - - - - - 414
TA- TCATGAAAGGT GTCACGGCTACCAGAATTTATGAGAGAGCA- - - TAAGCCAAA- - - - 405
CG TCATGAAAGGCGT CACTTCCACGAGAGT TTATGAGAGAGCA- - - TAAGCCAAGGGAC 471
TG TTATGAAAGGCGT GACT TCCACAAGAGT TTATGAAAGGGCA- - - TGAGCCAAAGGAA 451
TGAAGGTGGATGAAGT GGT TTGCGT GCGAACCTACT CAAAGGT GGCGTAAGTGAGG- - - - 408
* *

TGAACACTGATATTTCCTGAGGGT TTTTTTGTAACCGCTTGTATTCCTACTATTTTTATT 594
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CTGATA- - - - - GACTGGTCAAATGT TTCTTGAAAGCGCTTGTATTTCAGT TGACATTATT

------ TTGIACARAAGT TTGGATCGAACT CTACAACACTCTGT TGGATGTATTGT CCCG
GI'TGACCTGGACTGAAGT TCGCATTGAACTCTACAACATTCTGTGGGATATATTGT TCAA
GA- GGCCTGGATGGAAAT TTGCATCAAACACTACAATAGT CAGTCGGATTTATTGITTTT
- TTCTCGTTCCCAAGTTGT TTCCCTCCTCTCCATACCACTCCCACATCTTTCTCCTCCTT

ACAATGATGATAATCACCGGTGGAT- - AAATTTTGCTATGCATGTATCGI TCTATATT- A
AC- - - GAAAATGACCACCGGTGGAG- - GTATTTGGITA- - CTCGCGTCATCCTATATTTA

ACATATGITGTTATTTTCCACTAATTAGGAAGCAACTAATTTTCCCCCAGACTG ATTTT
AAAGATATTGITGTTTTCCCTGATTTAGCAAGCAAGTAATTTTCTCCCAACGCTG ATTTT
TTTAAAGATATGATTTTCCACTAATAAGCAAGCAATTAATTTTTTCTGAAGATGCATTTT
TCCAGCTATACTCCTACCTTGATGTGAAGTATAAAGCGCCTTTTTTCTTGTCTAAAAAAA

ATTAATCATTCTCGCATTT- - - - CAATAAATACTGCTTATTGT TGTAAAAAAAAAAAAAA
ATTAATCAGCTCCACTTTTGGT TCAATAAACATTGCTTATTATTT---------------

GITCAATATGCTT- - GTTAGT TAAATAAAAC- TTTTTAGATTTAAAAAAAAAAAAAAA- -
ATTCAATATGGTTACGT TGGTTAAATAACTT- TTTTTAGATTTAG - - - - - - - - - - - - -~
ATTGGATATGGTTATGT TGATTAAATAAAACCTTTTTAGACT T---------- - - -
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- - - - - - e e e e e e e

* Coincidencia de nucleotidos.

501
395
481

459
531
510
467

651
554

495

518
590
570
527

707
599

Nombres completos de las especies: m_musculus = Mus musculus; h_sapiens = Homo

sapiens; s_scrofa = Sus scrofa; c_elegans = Caenorhabditis elegans; ¢ _granulosus =

Echinococcus granulosus; s_mansoni = Schistosoma mansoni; s_japonicum =
Schistosoma japonicum; f gigantica = Fasciola gigantica; f hepatica = Fasciola

hepatica.

De los alineamientos podemos deducir que no existen regiones
especialmente conservadas, aunque algunas porciones presentan un nimero
menor de diferencias que otras. Puesto que la secuencia consenso deducida
de los alineamientos no es apropiada para mostrar estos hechos, a
continuacion se han seleccionado las regiones que podriamos considerar
mas conservadas, en las que la frecuencia con que se presenta cada
aminodcido o nucleotido se ha indicado con un cédigo de color.

e Fragmento de la secuencia consenso en aminoacidos:

- TM SESTEKNTEI SFKLGEEFDE- TADDR- VKSTI TKDS-

e Fragmento de la secuencia consenso en nucleotidos:

“FABP-G-F”

+ ° CGTGGAAGMTKGGCGAATC 3 =

YATG - TG - TTTGTGEGTACGTGGAAG TTG G- A- TCTGAAAACTT-
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GATCATT- - ATCAAAGAACT- GGAGT- G - TT- GCCAC- ACGAA- - TG
- - - - CA- - GC- AAACCAAA- - T- A- - - TCACA----T GGGGA *

En ambas secuencias, el color azul identifica los residuos que se mantienen
constantes en su posicion en todas las especies comparadas. El
corresponde a los residuos mas comunes en sus respectivas posiciones. El
color negro corresponde a posiciones donde el residuo existente esta en
cierta mayoria respecto a los demas. Y los guiones (-) corresponden a
lugares donde no existe ningiin consenso o base claramente mas probable
en esa posicion.

Debido a la baja conservacion de este gen, y al disponer tan solo de un
fragmento excesivamente corto (145 pb) para el disefio de dos
oligonucledtidos que resultasen de utilidad para la amplificacion de esta
porcion de la FABP de Giardia, abordamos el problema siguiendo una
estrategia distinta. Esta consistio en el disefio de un unico oligonucleo6tido
dentro de la region anteriormente mencionada, que diera especificidad a
una reaccion 3'RACE, y que pudiese utilizarse junto con un oligo-T
(oligoT-3'RACE) en reacciones de RT-PCR. No obstante, la temperatura
optima de apareamiento de un oligonucledtido con muchas repeticiones (en
este caso un poli-T) es dificil de determinar, y mas aun si el
oligonucledtido debe ser compatible con el que se disefiase dentro de la
region conservada. Se plante6 asi la posibilidad de resolver éste problema
mediante la adicion de cierto nimero de nucledtidos al extremo 3' del
poli-T. La secuencia de esta cola en 5' es arbitraria, pero puede elegirse de
manera que sea compatible con el oligonucledtido especifico de la FABP,
en el sentido de no formar dimeros entre si, y tener una temperatura de
fusioén (Tm) similar.

El oligonucledtido especifico, disefiado en la region conservada, al que
hemos denominado FABP-G-F, incluy6 dos posiciones degeneradas. En su
disefio se procuro una estabilidad baja en 3' para darle la mayor
especificidad posible, y que los residuos degenerados quedasen en
posiciones centrales para garantizar un buen apareamiento de los extremos.

En su conjunto, la reaccion consiste en una retrotranscripcion, utilizando el
oligo-T-3'RACE como cebador, seguida de una PCR con los
oligonucledtidos FABP-G-F y 3'RACE-R, seglin se describe en el Material
y Métodos.

Se realizaron diversos controles de la amplificacion de la FABP mediante

RT-PCR con objeto, no solo de comprobar la propia amplificacion, sino
también de verificar la calidad del cDNA y descartar la contaminacion por

108



DNA genémico. Asi, se utilizd un gen de expresion constitutiva, la
Glucosa-6P-Isomerasa como control de la amplificacion.

La eficacia de esta pareja de cebadores para la amplificacion de este gen
fue comprobada sobre DNA genomico.

La calidad del cDNA retrotrascrito a partir del cebador oligoT-3'RACE fue
comprobada mediante su utilizacidon como molde en una reaccion de
amplificacion del fragmento de la Glucosa-6P-Isomerasa (G6PI).

La ausencia de contaminacion en las muestras de RNA con DNA
genodmico, se comprobd intentando amplificar el fragmento de la G6PI
utilizando éste RNA como molde. La amplificacion deberia fallar a no ser
que hubiese presencia de DNA gendémico, ya que el RNA no actia como
molde para la polimerasa Taq.

Finalmente, se realiz6 una amplificacion con los oligonucledtidos
FABP-G-F y 3'RACE-R. El primero de ellos daria especificidad a la
reaccion al unirse a la region conservada del mRNA de la FABP, y el
segundo hibridaria con todos los extremos 3' que contienen el
oligoT-3'RACE.

FIGURA: 20.a.
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Figura 20.a: “Test” de amplificacion de un fragmento de cDNA de la FABP de Giardia
lamblia. 1) Marcador de peso molecular; 2-5) Amplificacion de la G6PI utilizando
como molde 2) cDNA, 3) DNA gendmico 4) Sin molde (Blanco), y 5) RNA sin
retrotranscribir. 6) 3'RACE de la FABP.

En la figura 20.b, se muestra mas detalladamente la amplificacion obtenida
cuando se utilizan las mismas condiciones descritas para el caso n° 6) de la
figura 20.a.

FIGURA: 20.b.

Figura 20.b: Amplificacion del fragmento de cDNA perteneciente a la FABP en Giardia
lamblia. 1) 3'RACE de la FABP. 2) Control negativo sin molde (Blanco).

Una vez descartada la posibilidad de amplificacion directa de la FABP a
partir de una muestra heterogénea de cDNA, el siguiente paso consistio en
la construccion de una genoteca de expresion a partir de la cual se pudiesen
aislar éste u otros genes o incluso fragmentos de los mismos, que pudiesen
ser reconocidos por los anticuerpos presentes en el suero de los organismos
inmunizados o en la saliva de individuos parasitados.

En primer lugar se comprob¢ el estado de los mRNA que se iban a utilizar

en la construccion de la genoteca, tal y como se describe en el siguiente
apartado.

3.8 Comprobacion del estado de los mRNA utilizados
en la construccion de la genoteca.

Se purifico los mRNA de un cultivo fresco de trofozoitos de Giardia, y su
estado se comprob6 mediante la realizacion de una electroforesis en un gel
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de agarosa desnaturalizante. La figura 21 muestra los resultados de éste
analisis.
FIGURA: 21.

Figura 21: Anélisis visual de los mRNA extraidos de los cultivos de Giardia.

Aunque se carece del marcador interno que supone la presencia de los
RNA ribosdmicos, podemos observar en ésta figura que disponemos de
fragmentos de mRNA de elevado peso molecular, aptos por tanto para la
sintesis de cDNA.

3.9 Sintesis del cDNA.

La eficacia de los pasos a seguir en la sintesis del cDNA, se comprob6
extrayendo una alicuota de cada reaccion, en la que se incorporo
Dioxigenina-11-dUTP. Se tomo una alicuota tras la sintesis de la primera
hebra, y otra tras la sintesis de la segunda. Ambas muestras fueron
sometidas a electroforesis en un gel desnaturalizante, y transferidas
posteriormente a un filtro de nylon mediante la transferencia alcalina
descrita por Southern blok. Tras el revelado del filtro mediante el uso del
método de Deteccion Colorimétrica con NBT y X-Phosfato en el que se usa
anti-digoxigenin-AP, pudimos observar que la sintesis de las dos hebras se
habia realizado correctamente. Fig 22.

FIGURA: 22.
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A: Control negativo.
B: Sintesis de la primera hebra.
C: Sintesis de la segunda hebra.

3.10 Comprobacion de la existencia de inserto en el
interior de los plasmidos.

Tras el fraccionamiento del cDNA, su ligado con el vector, y la
transformacion de las bacterias, se procedioé a comprobar la presencia de
insertos en una muestra aleatoria de varios clones. Para ello se
seleccionaron 4 clones que se cultivaron en medio liquido y a partir de los
cuales se realizaron minipreparaciones de plasmidos (Fig 23.a), que fueron
posteriormente digeridas con las enzimas de restriccion Hind Il y Eco R 1
(Figura 23.b)

FIGURA: 23.a.
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Figura 23.a: Electroforesis de DNA plasmidico extraido de 4 clones seleccionados al
azar (1, 2, 3 y 4). Notese la diferencia de peso molecular entre ellos. (5) Marcador de
peso molecular.

FIGURA: 23.b.
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Figura 23.b: Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos digeridos (1-4). Notense
los 4 insertos de diferentes pesos moleculares. Las muestras 3 y 4 muestran una
digestion parcial, de ahi que se observen varias bandas correspondientes al vector.

(5) Marcador de peso molecular.

3.11 Rastreo de la genoteca de expresion mediante
anticuerpos.
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En paralelo a la construccion de la genoteca de expresion, procedimos a
inmunizar con proteina FABP a una serie de ratones, con el objeto de
obtener anti-sueros para el rastreo inmunolégico.

Analisis mediante ELISA a las muestras de suero extraidas durante el
proceso de inmunizacion, demostraron el aumento del titulo de los mismos
a lo largo del periodo de 6 semanas durante las cuales se prolongé el
protocolo de inmunizacion, apareciendo reflejados los resultados en la
figura 24.a.

FIGURA: 24 .a.
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Figura 24.a: Valores de absorbancia a 240nm, de las diferentes diluciones de los
inmunosueros, a lo largo del periodo de 6 semanas de inmunizacion. Notese el
incremente en el titulo de los sueros.

El rastreo de la genoteca con éstos sueros revelo la presencia de varios
clones que presentaban reaccidn positiva frente a los anticuerpos presente

en los mismos sueros, tal y como se puede observar en el ejemplo de la
figura 24.b.
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FIGURA: 24.b.

Figura 24.b: Membrana de nitrocelulosa que muestra como ejemplo 7 clones con
posible reaccion positiva frente a los anticuerpos de los sueros utilizados.

3.12 Secuenciacion de los clones positivos.

Los clones que dieron una sefial positiva fueron rutinariamente
secuenciados, siendo sometidas las secuencias obtenidas a un primer
rastreo en las bases de datos de DNA mediante BLAST. Entre las
secuencias analizadas, solo una fue objeto de un estudio mas profundo, por
su similitud con otras proteinas conocidas de estas bases de datos.

El clon analizado fue numerado basandonos en un cédigo que incluia el
numero del rastreo y el nimero de clon, siendo esta misma nomenclatura la
que se siguio utilizando para la secuencia aislada de este. Asi, la secuencia
analizada se denominé GCR3-4 (Giardia. Clon. Rastreo 3°. El n°4), y se
muestra a continuacion.

FIGURA: 25.

GCR3-4: (5'—3")
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GICCAATCGT TTCTGGGAAG ACATAAGGEGA TGGCAGGGAA CGCAATAGIT
CCCNAANTNG GACCTTGCAA CCNTTATCCT TTTGGGGAGC AAACCCCAGA
GCAAATAANC CGCAGAGGAT GCTGTCCACG GAACACTTCA GGACTTAGCA
AAGTTTCGAT CGGTCGAGAT GGCAAGCCTT GAGNCCGGAA AGGCGAGTGC
AGAATCGTCG GAGCAAAGAA AGGAGAGAGG TGGGATGITC ACCCGCATGA
TATCAGTGAT AAGGGGIGCC TTTGGACGGA GAAGTCGGEEC AATTCTCTCT
GTAGAATCCC AAGGAAAGIC ACTCATTCTG TCCTCTACGC GCCCCCAGGC
CATCCCCACC ACGACCTCCG AAAAGACAGA CCGGGTCGCT CACACTCTTG
GAATTTCTAG CCTGCGACAG TAGICGECTG GGCTCAGITT ACTTTAACTT
TGATCTCTGC ATGCCCAGCC ATTTACCTGA GECGEECECEC TTCACGCTCC
GACTCCATCA ACACAAGGAT GICATCCTTC CTAACCGECC CTATAACGIT
ACGGATGATC TGECGCTTCT CCCCTGICAT GAATTCAACC TTCACCTGIG
TTATTCCTCC GCGGEGAGCTC GICCTTCCCA GGACTTCGAT CACACGCGCA
TTTATTGECT CAGGCATTGC TAGITCGAGA GGGIGICTTT TTGAGTTACA
AAAGTGAAAT TAATATCAAA AAAAAAAAAA AAAA

Figura 25: Secuencia de nucledtidos perteneciente al inserto del clon seleccionado.

A continuacion se muestra la traduccion en aminodcidos de las 6 posibles
pautas de lectura de la secuencia anterior.

GCR3-4:

> 1

VQSFL GRHKGNGTQ* FPXXDLATXI LL GSKPQSK* XAEDAVHGT L QDL AKFRSVEMARL
EXGKASAESSEQRKERGGVFTRM SVI RGAFGRRSRAI LSVESQGKSLI LSSTRPQAI PT
TTSEKTDRVAHTLGAE SSLRQ* SAGLSLL* L* SLHAQPFT* GGALHAPTPSTQGCHPS* PA

L* RYG* SGASPLS* | QPSPVLFLRGSSSFPGE.RSHAHLLAQALLVREGVFLSYKSEI NI

> 2

SNRFVEDI RDGRERNSSQM LQPYPFGEQTPEQ TAEDAVHGT L QDL AKFRSVEMARL EPERRV
ONRRSKERREVGCSPA* YQ* * GVPL DGEVGFSL* NPKESHSFCPL RAPRPSPPRPPKRQTGSL
TLLEFLACDSSRLGSVYFNFDL CMPSHL PEAARFTLRLHOQHKDVI LPNRPYNVTDDLALLPCHE
FNLHL CYSSAGARPSQDFDHTRI YW.RHC* FERVSF* VTKVKLI S

> 3

Pl VSGKT* GVAGNAI VPXXGPCNXYPFGEQTPEQ XRRGCCPRNT SGLSKVSI GRDGKA*
XRKGECRI VGAKKGERWDVHPHDI SDKGCLW EKSGNSL CRI PRKVTHSVL YAPPGHPHH

DL RKDRPGRSHSWNF* PATWGMQFTLTLI SACPAI YLRRRASRSDSI NTRMSSFLTGP

| TLRM WRFSPVIWNSTFTCVI PPRELVLPRTSI TRAFI GSA ASSRGCLFELCK* N* Y

> 4

DI NFTFVTQKDTLSN* QCLSQ* MRV* SKSVWEGRAPAEE* HR* RLNS* QGRSARSSVTL* G

RL GRMI'SL C* WBRSVKRAASGKW. GVIDRSKL K* TEPSRL L SQARNSKSVSDPVCLFGGERG
GCDGLGARRGONE* LSLGFYRENCPTSPSKGTPYH* YHAGEHPTSLLSLLRRFCTRLSGLK
PCHLDRSKL C* VLKCSVDSI L CELFAL G-FAPQKDXGCKVXXXEL LRSLPSLMSSQKRLD

> 5

Y* FHFCNSKRHPLEL AMPEPI NARVI EVLGRTSSRGE TQVKVEFMIGEKRQ | RNVI GP
VRKDDI LVLMESEREARRL R* MAGHAEI KVKVN* AQPTTVAG* KFQECERPGEL SFRRSWV
OGAPGGA* RTE* VTFLA LQRELPDFSVQRHPLSLI SCG* TSHLSPFFAPTI LHSPFRXQA
LPSRPI ETLLSPEVFRGQHPLRXI CSGVCSPKGF XL QEPXXGT | AFPAI PYVFPETI GX

> 6

| LI SLL* LKKTPSRTSNA* ANKCACDRSPGKDEL PRRNNTGEG* | HDRGEAPDHP* RYRA

G EG- HPCVDGVGA* SAPPQVNGMWACRDQS* SKLSPADYCRRLEI PRV ATRSVFSEVVW
GVAWGRVEDRMSDFPWDSTERI ARLLRPKAPLI TDI MRVNI PPL SFL CSDDSALAFPXSS

LAI STDRNFAKS* SVPWITASSAXYLLWGE. L PKRI XVYARSXXGNYCVPCHPL CL PRNDWI
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(*) Significa codén de terminacion.

En la secuencia CGR3-4, la segunda pauta de lectura es la que presenta la
porcion de mayor tamafio hasta llegar al primer codon de terminacion,
ademas de presentar homologias reales con proteinas ya secuenciadas,
mientras que en el resto de pautas de lectura presentan numerosos codones
de stop muy al comienzo de la secuencia, siendo los fragmentos resultantes
demasiado pequefios como para que representen realmente una pauta de
lectura funcional.

La busqueda de homologias mediante BLAST en SwissProt revel6 una alta
homologia con dos proteinas de G. lamblia de funcidén desconocida. Una
primera homologia del 53% y una segunda del 100%:

Uni Ref 100_Q7R355 GLP_554_41472_36361 [G ardi a 1703 AA
| anbl i a ATCC 50803] al i neam ent o

Cuenta = 68.6 bits (166), Esperado = 1le-10
Identidad = 41/76 (53%, Positivo = 47/76 (61%

Conpar ada:
1 SNRFWEDI RDGRERNSSQAT LQDYPFGEQT PEQ TAEDAVHGTLQDLAKFRSVEMARLEP 60
SNRF EDI R+ PEQ+TAEDAVHGT L QDLAKFRSVENMARL E

1566 SNRFLEDI RNAANAI VPNSDLATLI LLGANPEQL TAEDAVHGTLQDLAKFRSVEMARLE- 1624
Suj et o:

Conpar ada: 61 ERRVQNRRSKERREVG 76
+ S++R+E G
Suj eto: 1625 AGKASAESSEQRKERG 1640

Uni Ref 100_Q7R357 GLP_554_36323_36111 70 AA
[Gardia lanblia ATCC 50803] al i neam ent o

Cuenta = 157 bits (396), Esperado = 3e-37
| dentidad = 70/ 70 (100%, Positivo = 70/70 (100%

Conpar ada:

148 MPSHLPEAARFTLRLHQHKDVI LPNRPYNVTDDLALLPCHEFNLHL CYSSAGARPSQDFD 207
MPSHL PEAARFTLRLHCQHKDVI LPNRPYNVTDDLAL L PCHEFNLHL CYSSAGARPSQDFD

1 MPSHL PEAARFTL RLHQHKDVI LPNRPYNVTDDLAL L PCHEFNLHL CYSSAGARPSQDFD 60

Suj et o:

Conpar ada: 208 HTRI YWLRHC 217
HTRI YWLRHC
Suj et o: 61 HTRI YW.RHC 70

La existencia de dos zonas separadas del clon que presentan zonas de
homologia con otras proteinas de Giardia lamblia, nos hizo comprobar la

posibilidad de que el cDNA de GCR3-4 procediese de un mRNA sin
madurar o parcialmente maduro. La busqueda de lugares de corte de
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intrones mediante NetGene2 arrojo los siguientes resultados utilizando las
reglas para humanos:

sk kR ok Rk Rk NetGene2 v, 2.4 % Hs sk ks skt sk ok
La secuencia tiene la siguiente composicion:
Length: 734 nucleotides.
26.0% A, 26.0% C, 24.1% G, 23.0% T, 0.8% X, 50.1% G+C
Donor splice sites, direct strand

pos 5'->3' phase strand confidence 5' exon intron 3!
193 + 0.71 GXCCGGAAAGAGCGAGTGCAG

Donor splice sites, complement strand

pos 3'->5'" pos 5'->3' phase strand confidence 5' exon intron 3'
476 259 2 - 0.94 GCCGCCTCAGAGTAAATGGCT H

Acceptor splice sites, direct strand

pos 5'->3' phase strand confidence 5' intron exon 3!
141 0 + 0.07 AACACTTCAGAGACTTAGCAA
148 1 + 0.07 CAGGACTTAGACAAAGTTTCG
348 0 + 0.49 GCGCCCCCAGAGCCATCCCCA
468 2 + 0.83 GCATGCCCAGACCATTTACCT
481 0 + 0.20 TTTACCTGAGAGCGGCGCGCT
631 0 + 0.33 TCCTTCCCAGAGACTTCGATC

Acceptor splice sites, complement strand

pos 3'->5'" pos 5'->3' phase strand confidence 5' intron exon 3!
634 101 1 - 0.18 GTGATCGAAGATCCTGGGAAG
624 111 2 - 0.14 TCCTGGGAAGAGACGAGCTCC
618 117 2 - 0.07 GAAGGACGAGACTCCCGCGGA
574 161 1 - 0.07 TTCATGACAGAGGGAGAAGCG
569 166 0 - 0.07 GACAGGGGAGAAAGCGCCAGA
366 369 0 - 0.25 CTTTTCGGAGAGTCGTGGTGG

CUTOFF values used for confidence:

Highly confident donor sites (H): 95.0 %
Nearly all true donor sites: 50.0 %
Highly confident acceptor sites (H): 95.0 %
Nearly all true acceptor sites: 20.0 %

El mismo analisis utilizando las reglas para C. elegans proporciono los
siguientes resultados:

sk skoskeosk stk skoskosk sk skosk sk sk sk skoskok NetGenez Vv 2 4 sk sk skoskeoskoskoskosk skoskosk sk sk skosk skoskoskoskoskosk sk
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La secuencia tiene la siguiente composicion:

Length: 734 nucleotides.
26.0% A, 26.0% C, 24.1% G, 23.0% T, 0.8% X, 50.1% G+C

Donor splice sites, direct strand

No donor site predictions above threshold.

Donor splice sites, complement strand

No donor site predictions above threshold.

Acceptor splice sites, direct strand
pos 5'->3' phase strand confidence 5' intron exon 3!
468 2 + 0.86 GCATGCCCAGACCATTTACCT

Acceptor splice sites, complement strand

pos 3'->5'" pos 5'->3' phase strand confidence 5' intron exon 3!
574 161 1 - 0.56 TTCATGACAGAGGGAGAAGCG

CUTOFF values used for confidence:

Highly confident donor sites (H): 95.0 %
Nearly all true donor sites: 50.0 %
Highly confident acceptor sites (H): 95.0 %
Nearly all true acceptor sites: 20.0 %

El analisis del potencial codificante de la secuencia de GCR3-4 mediante
¢ste mismo programa reveld precisamente dos regiones con alto potencial,
que flanquean a una region con potencial practicamente nulo, segin las
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reglas para humanos, o bastante disminuido si se aplican las de C. elegans,
tal y como se observa en las siguientes graficas.

FIGURA: 25.b.
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0.5+

0.0
1.0 T

0.5
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Figura 25.b. Representacion del potencial codificante de GCR3-4 seglin los resultados
obtenidos con NetGene2. En la parte superior se representan los resultados de aplicar las
reglas correspondientes a humanos, en la parte inferior las de C. elegans. Notese la
disminucion de potencial codificante en una porcion central de la secuencia, especialmente
significativa en el caso de las reglas para humanos.

3.13 Analisis mediante electroforesis de las proteinas
del clon positivo GCR3-4.

La figura 26, muestra el resultado de la electroforesis SDS PAGE, en
condiciones no reductoras, de un gel de Poliacrilamida al 20% (Phast Gel
Homogeneous 20), en donde han corrido los sobrenadantes resultantes de la
lisis de los clones positivos, tras su centrifugacion y posterior tratamiento
en las diferentes cromatografias, una vez que los clones fueron inducidos
con IPTG.

En el gel, se observa como dependiendo del tipo de tratamiento de limpieza
al que es sometida cada una de las muestras obtenidas de la lisis de las
bacterias, las proteinas se distribuyen mejor o peor, en forma de bandas, a
lo largo de cada carril, de modo que utilizamos para las siguientes pruebas
inmunolégicas aquellas muestras que tengan una mejor distribucion de sus
bandas, mostrando todo el rango de proteinas de los clones analizados,
sirviendo de referencia para conocer cuales son las bandas que presentan
respuesta inmunoldgica, y si se puede demostrar la aparicion de falsos
positivos causantes de la eleccion durante el rastreo del correspondiente
clon identificado.
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FIGURA: 26.
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Figura 26: Gel de identificacion de las diferentes bandas de cada una de las muestras
analizadas: 1° Proteina marcadora. 2° Sobrenadante del dializado-Liofilizado,
resuspendido en agua, y limpiado por el Kit SDS-PAGE Clean-Up Kit de Amersham
Biosciences, para la eliminacion de lipidos. 3° El precipitado de lo dializado,
precipitado con acetona y resuspendido en PBS. 4° El sobrenadante de lo dializado,
precipitado con acetona y resuspendido en PBS. 5° Lisado de bacterias pasado por
Ac. Butirico y tratado con NaOH. 6° FABP de Giardia.

A la vista de los diferentes geles realizados, se tomo la decision de que la
mejor distribucion de bandas de todas las pruebas realizadas se producia en
este gel, por lo que se utilizd esta misma distribucion de muestras para la
realizacion del resto de pruebas inmunologicas, puesto que como se
observa claramente en el gel, no hay una muestra que presente todo el
patron de bandas completo.

3.14 Analisis mediante westernblot de las proteinas del
clon positivo GCR3-4, detectadas con los sueros de
los ratones inmunizados con las FABP.
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La figura 27, muestra el inmunoblot realizado tras la transferencia de las
proteinas del clon positivo GCR3-4, que han corrido en el gel mostrado en
el apartado anterior.

En esta membrana, se puede observar como en el carril nimero 6, en donde
han corrido las proteinas LBP purificadas de Giardia, aparecen los mayores
signos de respuesta frente a los sueros de los ratones inmunizados con estas
proteinas. En los restantes carriles, en donde se han transferido las
proteinas del clon positivo, se observa como aparece una banda que da
respuesta positiva a los sueros de los ratones, por lo que se puede afirmar
que esta banda muestra por lo menos reaccion cruzada con una LBP.

FIGURA: 27.

Figura 3.14: Membrana de nitrocelulosa revelada con los inmunosueros, en la que
previamente se habia transferido el siguiente patron de bandas: 1° Proteinas marcadoras.
2° Sobrenadante del dializado-Liofilizado, resuspendido en agua y limpiado por el Kit
SDS-PAGE Clean-Up Kit de Amersham Biosciences, para la eliminacion de lipidos.

3° El precipitado de lo dializado, precipitado con acetona, y resuspendido en PBS.

4° El sobrenadante de lo dializado, precipitado con acetona y resuspendido en PBS.

5° Lisado de bacterias pasado por Ac. Butirico y tratado con NaOH. 6° FABP de
Giardia.

3.15 Analisis mediante westernblot de las proteinas del
clon positivo GCR3-4, detectadas con las salivas
de personas afectadas por Giardiosis.
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La figura 28, muestra la imagen de un “westernblot” con la misma
distribucién de muestras que la figura 26.

Para la inmunodeteccion se utilizo, en este caso, salivas de pacientes
afectados por Giardiosis. La imagen muestra la reaccion positiva en el
carril de control con FABP purificadas de Giardia (nimero 6). En el resto
de las muestras, los resultados son similares a los obtenidos con los sueros
de los ratones inmunizados con las FABP, que se muestran en el apartado
anterior.

FIGURA: 28.

Figura 28: Identificacion de los diferentes carriles: 1° Proteinas marcadoras.

2° Sobrenadante del dializado-Liofilizado, resuspendido en agua y limpiado por el Kit
SDS-PAGE Clean-Up Kit de Amersham Biosciences, para la eliminacion de lipidos.
3° El precipitado de lo dializado, precipitado con acetona, y resuspendido en PBS.

4° El sobrenadante de lo dializado, precipitado con acetona y resuspendido en PBS.

5° Lisado de bacterias pasado por Ac. Butirico y tratado con NaOH. 6° FABP de
Giardia.

4 DISCUSION.

Como ya se ha indicado anteriormente en la introduccion, Giardia lambia
es el agente etiologico de la enfermedad gastrointestinal denominada
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giardiosis, que afecta fundamentalmente al intestino delgado de una serie de
vertebrados, entre los que se encuentra el hombre. Actualmente dicha
enfermedad es considerada como la parasitosis mas extendida producida por
protozoos parasitos. La enfermedad es especialmente grave en nifios, en los
que se la relaciona con retrasos en el crecimiento, pérdida de apetito, nauseas,
flatulencia, dolor abdominal, y diarreas que muestran ausencia de exudados
celulares y sangre (Korman y col., 1990; Farthing y col., 1986a).

En la infeccion cronica, la malabsorcion de grasas y la esteatorrea constituyen
los efectos mas graves de la infeccion, que se acentiian con la pérdida
significa de nutrientes y la carencia de vitamina A, ya que esta vitamina junto
con sus precursores los carotenoides, deben ser absorbidos junto a los lipidos
(Mandour y col., 1984).

En definitiva, la presencia de Giardia en el intestino condiciona una
deficiente ingestion de grasas, proteinas y poliazicares, induciendo
sintomatologias similares a la pancreatitis, celiaquia o incompatibilidad con
la lactosa (Groll A. 1977).

Los mecanismos por los que Giardia causa diarrea y malabsorcion, son
multifactoriales (Katelaris y Farthing, 1992). Se ha sugerido el simple efecto
mecanico al tapizar los trofozoitos el duodeno, pero la enorme superficie del
intestino delgado del hospedador y la poca masa metabdlica del parasito,
hacen de esta hipdtesis poco plausible. Estas anomalias pueden estar
relacionadas con la repuesta inflamatoria de la mucosa como consecuencia de
la adhesi6on mecanica o hidrodinamica del trofozoito, la accion de las lectinas
del protozoo (Muller y von Allmen, 2005), la alteracion de las sales biliares,
la inhibicién de la bomba de protones (Kader y col., 1998), la presencia de
permeasas o la presencia de inhibidores enzimdticos que alteren el proceso
digestivo (Katelaris y col., 1991; Nain y col., 1991).

La infeccion se inicia con la ingestion de los quistes. Los trofozoitos se
liberan en el duodeno, donde comienzan a multiplicarse en un ambiente con
un pH comprendido entre 6.8 y 7.2, una baja tension de oxigeno, potencial
ReDox bajo y la presencia de tensoactivos como consecuencia de las sales
biliares (Keister, 1983; Farthing y col., 1983).

Los trofozoitos de Giardia lambia no penetran en la mucosa como ocurre con
Giardia muris, donde se les puede encontrar en los tejidos profundos del
intestino del raton al que parasitan (Owen RL y col., 1981). Los trofozoitos se
establecen en la superficie de las vellosidades del duodeno, donde se fijan
mediante el disco adhesivo con la ayuda de lectinas como la a-1 giardina
(Weiland y col., 2003). Estas lectinas son altamente inmunogénicas, y
alterarian junto con la presion negativa del batir de los flagelos, la topologia
de las microvellosidades del enterocito.
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Estudios recientes (Chen y col., 1995), indican la existencia de una proteina
rica en cisteina denominada crp136, cuyo gen, curiosamente, tiene una
homologia del 57% con el gen de una toxina de serpiente, llamada
sarafotoxina, péptido toxico cuya administracion induce una sintomatologia
parecida a la producida por la parasitacion por Giardia.

Cuando los trofozoitos de Giardia descienden hasta la Gltima parte del
intestino delgado- primera parte del intestino grueso, lugar donde el
contenido de lipidos disminuye, se produce el fendmeno de enquistamiento.
El protozoo sufre un proceso de bicariocinesis, comienzan a aparecer
vesiculas que daran origen al exoquiste, y los quistes ya maduros salen al
exterior con el material fecal.

El analisis de las secuencias de los rRNA, la casi inexistencia de intrones en
su DNA, la ausencia de mitocondrias, de aparato de Golgi y de peroxisomas,
junto con la carencia de reproduccion sexual, tienden a considerar a Giardia
como un organismo de caracteristicas muy primitivas, aislado, al igual que el
resto de Diplomonadidos, del resto de los flagelados (Kolisko y col., 2005;
Sugaya y Otsuka, 2002). Por lo que la bisqueda, junto con el estudio
biologico y molecular de proteinas con funciones semejantes a las existentes
en organismos mas evolucionados, puede contribuir al conocimiento de la
evolucion de las mismas.

Los trofozoitos poseen un tipo de alimentacion por pinocitosis, habiéndose
descrito vacuolas digestivas en la superficie dorsal (Meyer, 1990). Hay que
mencionar que la inmulocalizacion de estas proteinas en el trofozoito de
Giardia hace que aparezcan en la parte dorsal, en el disco suctorio y
rodeando las vacuolas (Hasan y col., 2005). En su ambiente natural, es decir
en casi ausencia de oxigeno, los trofozoitos de Giardia lambia metabolizan la
glucosa hasta etanol y alanina, mientras que concentraciones subtoxicas de
oxigeno permiten la produccion de CO, y acetato (Paget y col., 1990, 1993).
El metabolismo energético de estos flagelados, esta ligado al metabolismo de
algunos aminoacidos, entre los que se encuentra la arginina como principal
fuente de energia, y la alanina como producto final del metabolismo
(Edwards y col., 1989). Los trofozoitos poseen un mecanismo de transporte
para captar la alanina, a pesar de que pueden producirla a partir de piruvato,
mediante la enzima alanin-aminotransferasa (Pager y col., 1993), sin
embargo, bajo ciertas condiciones la alanina puede convertirse en la mayor
fuente de energia para este protozoo. Los trofozoitos de Giardia lambia
necesitan incorporar lipidos y &cidos grasos ya formados, puesto que la
glucosa, la treonina, el acetato e incluso el acetil-CoA formado en el
metabolismo de la glucosa, no son usados en la biosintesis de estos (Jarroll y
col., 1981), por lo que los trofozoitos de Giardia dependen casi
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exclusivamente de los lipidos preformados, siendo incapaces de sintetizarlos
“de novo™ (Jarroll y col., 1989).

Los lipidos deben ser incorporados desde el intestino del hospedador
mediante la absorcion de lipoproteinas, de micelas formadas por las sales
biliares (Lujan y col., 1996), o mediante otros mecanismos semejantes al de
los organismos mas evolucionados. Giardia incorpora acidos grasos como
araquidonico y palmitico, tanto en forma de fosfolipidos, como en forma de
lipidos neutros (Blair y Weller, 1987; Hiltpold y col., 2000). En un analisis de
los &cidos grasos existentes en los trofozoitos de Giardia, se encuentra
palmitico y estedrico como acidos grasos saturados, y oleico y linoleico como
insaturados (Das S. y col., 2002). Giardia incorpora un 90% de acido
palmitico, mientras que solo incorpora un 10% de 4cido araquidonico
(Gibson y col., 1999). Incorpora también acidos grasos en forma de
fosfolipidos, tanto mediante la via deacilacion como mediante la via
reacilacion (Stevens y col., 1997; Gibson y col., 1999; Das y col., 2001,
2002).

El sistema de transporte de los acidos grasos al interior de la célula, fue
considerado durante mucho tiempo como consecuencia de la difusion pasiva
de los acidos grasos a través de la membrana, sin embargo actualmente se
considera que la entrada de estos acidos grasos dentro de los diferentes
compartimientos celulares sigue una cinética, lo que es incompatible con una
simple difusion (Abumrad y col., 1981. Abumrad y col., 1984. Stremmel,
1988). Dado que la solubilidad de los &cidos grasos es muy débil en el agua,
se pensoO que su metabolismo era casi imposible sin la participacion de
proteinas que aumentasen su solubilidad en los medios acuosos y facilitasen
su movimiento a través el citoplasma (Stewart y col., 1991; Luxon y col.,
1993; Luxon, 1996; Veerkamp, 1995, Kaikaus y col., 1990). Se han
identificado una serie de proteinas, aisladas de membrana y del citosol,
capaces de interaccionar con los acidos grasos, (Fujii y col., 1987; Cooper y
col., 1989; Stremmel y col., 1992). Dichas proteinas citoplasmaticas,
caracterizadas por su capacidad para ligar la cadena larga de los acidos
grasos, se¢ han denominado como fatty acid binding protein (FABP) (Ockner,
y col. 1972). Las FABPs que han sido identificadas hasta hora, son proteinas
que conservan una estructura secundaria similar entre todas las especies en
las que se las ha buscado. Exhiben una alta afinidad mediante enlaces no
covalentes hacia las pequefias moléculas hidréfobas; incluyendo al factor de
proliferacion de los peroxisomas (PPF) (Bass, 1985. Dutta-Roy y col., 1987.
Khan y col., 1990; Cannon y col., 1991). Todas ellas pertenecen a una familia
de proteinas, con capacidad de asociarse de forma reversible con los acidos
grasos, que se derivan de diez o mas genes estructurales, y contienen 127-136
residuos de aminoacidos (Ockner, 1990). La secuencia de aminoacidos,
muestra gran similitud con los de una molécula descubierta en 1987 por
Mogensen y col., (1987), una proteina que posee afinidad para la cadena
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mediana y larga de los acyl-Coa esterificados. Dentro de la misma familia se
incluyen varias proteinas, las capaces de ligar el acido retinoico, la gastropina
y las denominadas ‘“Mammary-Derived Growth Inhibitor (MGDI)”. Dichas
proteinas fueron principalmente identificadas en 6rganos de animales
superiores, como higado, intestino y corazon, y mas tarde en invertebrados,
incluyendo a los helmintos parasitos (Hillyer, 1995; Esteves y Ehrlich,
2006). Ademas de en el mundo animal, las FABPs se pueden encontrar
también en plantas (T chang y col., 1985; Arondel y col., 1990a; Garcia-
Olmedo y col., 1995). En general, las FABP o BLP de origen animal poseen
unos 14 kDa y pl acido, mientras que las purificadas en plantas poseen unos
8 kDa (Arondel et al., 1990b), siendo en la avena (Avena sp.) de 8.7 kDa
(Rikers y col., 1984), y en el trigo (Triticum sp.) de 7 kDa (Castagnaro y
Garcia-Olmedo, 1994), entre otras. Recientemente nuestro grupo ha
caracterizado proteinas con funcidn parecida en protozoos parasitos,
mostrando un pl también &cido, y una Mwr de alrededor de 8 kDa (Hasan y
col., 2002a; Maache y col., 2005).

Las FABP muestran una semejanza escasa o moderada con respecto a su
estructura primaria, es decir su secuencia de aminoacidos. Sin embargo, los
estudios cristalograficos con difraccion de rayos X muestran que estas
proteinas tienen mucha semejanza con respecto a su estructura terciaria,
formada por diez cadenas [3 antiparalelas y dos cadenas en a. Las cadenas 3
poseen una longitud de 4 a 10 aminodacidos. Las dos a-hélices, son cortas, y
se localizan entre la primera y la segunda cadena [3. Las cadenas [3 estan
reunidas formando dos planos de cinco cadenas cada uno, organizados en
forma de barril, llamado “B-clam”. Los aminoacidos mas conservados en esta
estructura son los que se situan entre las cadenas [3, es decir, glicinas,
asparraguinas, y aspartatos, que son necesarios para la formacion de las
vueltas de las cadenas 3 (Banaszak y col., 1994; Hodsdon y Cistola, 1997)
(Fig. 6).

La arquitectura de [3 barril da origen a una cavidad central que acoge al
ligando. Los &cidos grasos entran en esta cavidad por su grupo carboxilo, y
esta cavidad llega a taparse con las dos a-hélices, ligdndose en su interior
el 4cido graso mediante una interaccidn idnica entre su grupo carboxilo y
una arginina o tirosina. En el sitio de union, se produce ademas una red de
puentes hidrogeno e interacciones hidrofobicas para estabilizar la
orientacion de la cadena del acido graso (Xu y col., 1993; Jakoby y col.,
1993). La estructura de -clam confiere una gran estabilidad a la estructura
terciaria, es decir, las modificaciones quimicas y la mutagénesis de alguno
de sus aminodcidos no cambian el plegamiento de la proteina.

La mayoria de las FABPs no muestran cambios significativos en su
conformacion mientras ligan al 4cido graso, si bien la forma “holo” (forma
ligada) de las proteinas posee mas estabilidad que la forma “apo” (forma no

128



ligada). En la forma “apo”, la cavidad central contiene 24 moléculas de
agua ordenadas, las cuales se expulsan al ligarse al acido graso, asi el
volumen de la forma ligada no cambia, mostrando a su vez una gran
estabilidad (Storch y col., 1989; Hodson y Cistola, 1997).

La mayor homologia entre estas proteinas, reside en el primer exon de un
conjunto de genes formados por cuatro exones y tres intrones, donde el
extremo N-terminal aparece acetilado. Chan en 1985 estim6 que las FABPs
“modernas”, es decir aquellas que se encuentran presentes en mamiferos y
aves, se originaron partiendo de una proteina ancestral hace unos 1000
millones de afios (Chan y col., 1985). Dicha proteina, compuesta por al
menos nueve estructuras emparentadas, exhibe una alta afinidad por la
cadena larga de los 4cidos grasos.

El origen polifilético de las FABP de vertebrados, viene demostrado en
funcion de su estructura primaria. Asi las FABPs de Bufo arenarum,
pertenecen al subtipo de las FABP hepaticas de pollo, siendo
estructuralmente y funcionalmente distintas a las FABP del higado de los
mamiferos (D1 Pietro y col., 2003). En el higado del tiburdn chimaera fish
hay una sola FABP que pertenece al tipo cardiaco de mamiferos (Cordoba
y col., 1998). Los analisis evolutivos de las secuencias de aminoacidos
sugieren una duplicacion lejana de un gen ancestral, comun de esas dos
proteinas hepaticas. Las FABPs del higado del pollo, sapo y peces
provienen de un gen distinto que el de las FABPs del higado de los
mamiferos (Di Pietro y col., 1997). En el higado del ajolote (Ambystoma
mexicanum), se ha encontrado los dos subtipos de FABPs hepaticas (D1
Pietro y col., 1999).

Se han aislado varias proteinas capaces de ligar 4cidos grasos en
invertebrados, incluyendo a los helmintos parasitos. Entre otras
encontramos la Sm14-FABP de Schistosoma mansoni, Sj-FABP en
Schistosoma japonicum, Fh15-FABP de Fasciola hepatica y Fg-FABP de
Fasciola gigantica (Moser y col., 1991; Hillyer 1995; Smooker y col.,
1997; Espino y col., 2001). La mayoria de estas proteinas muestran
semejanzas con las identificadas en algunos tejidos de mamiferos; como la
H-FABP y la L-FABP (Alvite y col., 2001; Esteves y col., 1993; Binas y
col., 1999) Una revision de estas proteinas en helmintos ha sido publicada
por A. Esteves y R. Ehrlich en 2006, destacando que todas ellas provienen
de un antepasado comun cerca de la fractura entre vertebrados ¢
invertebrados.

Las FABPs aisladas de los pardsitos comparten en general la estructura
secundaria de las FABPs de mamiferos, reforzando la idea de que la
capacidad de union a varios ligandos puede ser debida a las diferencias en
su estructura molecular. Si bien la estructura secundaria es parecida a la de
los organismos superiores, las secuencias de sus aminoacidos poseen
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homologias bajas 0 muy bajas. Asi de esta forma las FABP de
Echinococcus (Eg-FABP), muestran una homologia en su secuencia del
41% de 1dentidad con las H-FABP, del 31% con I-FABP y del 20% con las
L-FABP (Alvite y col. 2001). El analisis de la estructura, la secuencia y la
forma de ligar los acidos grasos de la proteina As-p18 de Ascaris suum,
aislada del fluido perivisceral de la larva L,, muestra homologias con las
proteinas capaces de ligar los lipidos intracelulares (iLBP del 28%), con las
FABPs de Cestodes (Eg-FABP 28%), Trematodes (S. mansoni 28%.), y de
vertebrados (H-FABP 27%), (LaLonde y col., 1994; Narayanan y col.,
1988; Billich y col., 1988).

El nimero de bandas obtenidas en nuestros experimentos durante las
separaciones electroforéticas en SDS-PAGE (12,5% y 20%), en
condiciones no reductoras, de la fraccidon proteica purificada de Giardia,
induce a primera vista a pensar que la purificacioén no se ha conseguido,
dado el patron de bandas obtenido, con pesos moleculares comprendidos
entre 8 y 120 kDa (8, 25, 29, 41, 49, 55, 60, 65, 69, 78, 90, 120 kDa). Sin
embargo, al separar mediante isoelectroenfoque (IEF) de la fraccion
purificada, produjo una tinica banda con un pl de 4.96, semejante a la
obtenida con la FABP de Girasol.

Pensamos por tanto que las bandas aparecidas durante la separacion
electroforética en SDS-PAGE no podrian deberse a la falta de pureza de la
muestra, ni a la presencia de isoformas de la misma proteina, sino a un
fenomeno de agregacion. Una propiedad que caracteriza a las proteinas tipo
FABP, ya descrita por Fournier y col., (1983, y 1990), para las FABP
aisladas de musculo cardiaco (H-FABP). En condiciones normales, la
H-FABP da lugar a la aparicion de 4 bandas distintas durante una
separacion SDS-PAGE. A dichas bandas, los autores anteriormente citados,
las denominaron como especies.

El fendbmeno de autoagregacion de las proteinas purificadas de Giardia, se
comprobo al tratar la banda de 8 kDa con diferentes enzimas proteoliticas
inmovilizadas, como son la papaina y la tripsina, dos enzimas que cortan
por los aminoacidos fenilalanina y lisina respectivamente. Dicho
tratamiento se llevo a cabo al objeto de intentar conseguir un mapeo de la
banda de 8 kDa, pero los resultados obtenidos demostraron que al separar
electroforeticamente el resultado del tratamiento enzimatico, aparecia una
banda de 30 kDa, lo que viene a indicar que la agregacion en la proteina
tratada se debe originar a través de las partes mas hidrofobicas de las
moléculas fragmentadas. Los estudios llevados a cabo con esta proteina por
Hassan y col. (2005), revelan que la inmunoprecipitacion con anticuerpos
generados frente a la banda de 8 kDa o la electroelucion de dicha banda, y
su posterior precipitacion con los mismos anticuerpos, genera una serie de
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bandas similares a la mostrada por la fraccion purificada. Lo que apoya la
idea de la agregacion.

Las constantes de asociacion y disociacion K, y Ky, permiten sugerir que el
proceso de auto-agregacion puede ser quizas una herramienta intracelular
para regular la actividad y la union a las membranas de estas proteinas
(Fournier y Rahim, 1983)

Cuando se intenté comprobar la afinidad hacia el 4cido oleico marcado de
las diferentes fracciones aparecidas en la electroforesis, unicamente la
banda de menor peso molecular era la que mostraba afinidad por el 4cido
graso.

Las diferencias en la capacidad de unir sustancias hidrofébicas entre las
especies libres y las oligoméricas de las FABP, pueden constituir “in vivo”
un mecanismo de regulacion del trasporte de sustancias hidrofobicas, como
se ha sugerido para la H-FABP por Fournier y Richard (1988, 1990), y por
Janssen y Barrett (1995) para el caso de la LPB de Moniezia expansa. La
incapacidad de captar los 4cidos grasos por parte de los agregados de la
proteina, sugiere que en el proceso de agregacion deben existir cambios en
la estructura secundaria que impiden el normal acceso del acido graso al
interior de la estructura B clam. Esta descrito que la presencia del ligando
en el medio, induce una serie de cambios conformacionales en la FABP
purificada. Estos cambios conformacionales inducidos por el ligando,
pueden ser una caracteristica de esta familia de proteinas, como ocurre con
la H-FABP, y la proteina capaz de ligar el retinol (CRBP) (Jamison y col.,
1994). La importancia funcional de estos cambios, es interesante en el caso
de los receptores nucleares de hormonas pertenecientes a este tipo de
proteinas; el receptor de estrogeno y la PPAR (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-Gamma). Es posible que estos cambios inducidos por el
ligando en la estructura de las FABPs faciliten la interaccion de la proteina
con los orgédnulos citoplasmaticos en los que se utilizarian los acidos grasos
(Berger y col., 1996; Allan y col. 1992; McDonnel y col., 1995), lo que
afectaria a su afinidad y a la capacidad para ligar el acido graso de manera
especial, cuando estas proteinas posean varios sitos de unioén (Fournier y
Rahim, 1983). Casi todas las FABPs identificadas, ligan una molécula de
acido graso a través de su centro de union (Glatz y Veerkamp, 1985; Galtz
y col., 1985), salvo la L-FABP y la H-FABP de rata, que son capaces de
ligar dos moléculas de acidos grasos por sitio de union (Offner y col.,
(1986).

El analisis mediante espectrometria de masas Malditoff mostré que la
banda con afinidad por los acidos grasos poseia una masa de 8215 Da,
masa semejante a la obtenida previamente por Hassan y col., (2002a y
2002b) para una proteina de Giardia con afinidad para acidos grasos y por
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Maache y col., (2005) para una proteina de Leishmania con caracteristicas
semejantes.

Los experimentos de desplazamiento que se llevaron a cabo con la FABP
purificada de Giardia, fueron realizados siguiendo los ensayos descritos
por Frolov y col. (1997) con las FABPs de higado (L-FABP), corazén
(H-FABP) e intestino (I-FABP). Estos autores calcularon la afinidad de la
proteina I-FABP hacia el ligando, usando una curva de desplazamiento del
acido oleico, mostrando una clara afinidad de la I-FABP por los acidos de
cadena larga saturada, y no saturada, de mas de C 24:1, mientras que la
M-FABP prefiere los acidos grasos de cadena no saturada de 18 atomos de
carbono como el oleico, palmitico, o &cido linoleico (Frolov, y Schroedrer
1997).

La constante de desplazamiento mostrada por la proteina de Giardia
cuando esta es ligada a acido oleico, y es desplazada a su vez por una
mayor concentracion de 4cido oleico, fue de una K4 de 0.0312 pM. Este
valor es similar a las constantes de desplazamiento para con el oleico,
mostradas por otras FABP o LBP, como se muestra en la siguiente tabla:

PROTEINA CONSTANTE DE
DESPLAZAMIENTO
(1) EgFABP1 | Ky 0.024+4 uM

(2) A-FABP Kq 0.0005 uM

(2) E-FABP Kq 0.003 uM

(3) BLBP K4 0.44 uM

(4) L-FABP Kq 0.26 uM

(5) I-FABP Kq 0.00514+2.8 uM
(5) ABA-1 Kq 0.013x uM

(6) H-FABP Ky 0.44+0.05 uM
(7) LBP Kq 0.760 uM

Leis FABP Kqy 0.39 uM

(1) Alvite y col., 2001.

(2) Kruchten y col., 2003.
(3) Xuy col., 1996.

(4) Rolfy col., 1995.

(5) Kurian y col., 1996.
(6) Kennedy y col., 2000.
(7) Janssen y Barret, 1995.

El oleico es a su vez desplazado por otras sustancias como sales biliares,

acido palmitico, 4cido araquiddnico, a-tocofenol, metronidazol, y en menor
medida por &cido retinoico y testosterona, pudiéndose observar como el
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desplazamiento del acido oleico radiactivo ocurre en los primeros 15
minutos de la incubacion. Es de destacar la alta afinidad de desplazamiento
mostrada por el metronidazol, sustancia insoluble y fArmaco de eleccion
habitual frente a la giardiosis (Gazder y Banerjee, 1978). Si bien se sabe
que el mecanismo de accion de este farmaco es la oxidacion de las
membranas y de los acidos nucleicos (Goodman y Gilman, 1985), la
incorporacion del mismo al citoplasma celular podria realizarse a través de
proteinas trasportadoras de acidos grasos.

Otras moléculas como el acido palmitico, acido araquiddnico, y acido
butirico, indujeron desplazamientos menores que los logrados por el
metronidazol o algunas de las sales biliares. El menor desplazamiento
observado con estos ultimos acidos grasos, sugiere que las proteinas
purificadas por nosotros muestran mayor afinidad hacia los acidos grasos
saturados que hacia los no saturados, al igual que ocurre con algunas FABP
de mamiferos como la M-FABP (Frolov y Schroedrer, 1997).

Como se ha indicado al principio de la Discusion, en los trofozoitos de
Giardia se encuentra acido palmitico y acido estearico como acidos grasos
saturados, y 4cido oleico y acido linoleico como insaturados (Das S. y col.,
2002). Todas las FABP descritas hasta este momento no solo muestran
afinidad para los &cidos grasos, sino que también ligan sustancias tales
como colesterol, sales biliares, hormonas, vitaminas junto con otras
sustancias hidrofobicas, por lo que estas proteinas deben jugar un papel
importante en la biologia y ciclo de vida de este protozoo. Lujan y col
1996, demostraron el papel de los lipidos en la regulacion del ciclo del
protozoo, al ser capaces junto al colesterol de regular el proceso de
enquistamiento de Giardia en el intestino del hospedador.

El estudio del rendimiento del proceso de purificacion fue del 53.13 %,
evaluado mediante fluorometria, al unirse las proteinas purificadas al dcido
11-(dansyl amino) undecanoico, o también llamado DAUDA, que se utiliza
como analogo fluorescente de los 4cidos grasos. Este rendimiento estd en
consonancia con los rendimientos obtenidos por Janssen y Barrett (1995)
para la purificacion de la LBP de Moniezia expansa.

3'RACE de la FABP de Giardia lamblia.

Al idear una posible estrategia para el aislamiento de cualquier gen, esta la
basamos en la busqueda de secuencias conservadas a partir de las cuales
poder disefiar una pareja de oligonucledtidos que permita la amplificacion de
un fragmento del gen problema de la especie donde su secuencia no se
conoce. Por esta razon, nos propusimos descubrir zonas conservadas de las
FABPs comparando entre si secuencias procedentes de diferentes especies.
Algunas de ellas mas proximas evolutivamente a Giardia que otras.
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Los alineamientos entre estas secuencias han venido a demostrar que aunque
la funcidon que desempefian las FABPs esta altamente conservada a lo largo
del reino animal, las secuencias de nucledtidos que las codifican muestran un
alto grado de variacion, y por tanto, una escasa homologia. Aun asi, debido a
la degradacion del codigo genético, las secuencias de nucleotidos pueden
presentar una mayor divergencia que las secuencias de aminoacidos de las
proteinas que codifican. No obstante, las secuencias de aminodcidos tampoco
mostraron una homologia especialmente elevada. La causa de estos hechos
puede deberse a que la funcion de estas proteinas depende mas de su
estructura secundaria, que de su secuencia de aminoécidos, tal como sugiere
Alvite y col. (2001), que muestra como las secuencias de las FABP
mantienen escasamente un 28% de homologia.

Puesto que las escasas regiones de homologia no permiten el disefio de una
pareja de oligonucledtidos para la amplificacion de un fragmento de FABP
de Giardia, decidimos disefiar un tnico oligonucleotido para la realizacion
de un 3'RACE, tal como se describe en el apartado de Material y Métodos.
Una pareja de oligonucleotidos que amplificaban un fragmento de la
Glucosa 6-Fosfato [somerasa se utilizaron como control de las reacciones.
Los resultados demostraron una suficiente calidad del RNA, ya que se
logro amplificar un fragmento de la G6PI a partir del cDNA retrotranscrito,
y esta amplificacion falld en ausencia de retrotranscripcion, demostrando
asi la ausencia de contaminacion de DNA gendmico en las muestras. Sin
embargo, no hubo en ninglin caso amplificacion del fragmento de FABP.
Esta ausencia de efectividad de la reaccion se debe, seguramente, a que la
divergencia de las secuencias de nucleodtidos es lo suficientemente alta
como para que el oligonucleotido elegido dentro del pequefio fragmento
conservado no mantenga una suficiente homologia con la secuencia
desconocida del gen correspondiente en Giardia. No es por tanto posible
utilizar secuencias de otras especies sobre las que basar una estrategia de
clonacion de una FABP de Giardia.

Genoteca de expresion y aislamiento de clones.

El siguiente paso por tanto, consistio en intentar aislar una FABP de
Giardia a partir de una genoteca de expresion. Para ello se extrajo los
mRNA de trofozoitos de Giardia, construyendo una genoteca de cDNA de
la que poder obtener algin clon que codificase algin péptido con reaccion
cruzada frente a anticuerpos anti-FABP.
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El rastreo de la genoteca de expresion tras la induccion por IPTG nos
permitio encontrar algunos clones con reaccion positiva frente a los
anticuerpos.

Tras la secuenciacion rutinaria de los clones que mostraron sefal positiva,
uno de ellos fue seleccionado para su posterior estudio inmunolédgico,
denominandose GCR3-4.

Los alineamientos mediante BLAST del clon GCR3-4 revelaron una
identidad del 100% en 70 aminoacidos consecutivos respecto a una
supuesta proteina de Giardia lamblia de funcién aun desconocida, la
GLP 554 36323 36111, con un peso molecular de 8236 Da. El gen
correspondiente fue aislado por Morrison y col., y enviado a las bases de
datos de DNA (EMBL/GenBank/DDBJ) por estos autores en marzo del
2003.

Otra porcion de la proteina codificada por GCR3-4, present6 una
homologia del 53% con otra proteina también de funcion desconocida: la
GLP 554 41472 36361 con una identidad de 41 aminodcidos sobre un
total de 76.

La region central de GCR3-4, que contiene varios codones de stop, no
mostrd ninguna homologia con proteina conocida.

La existencia de esta secuencia intermedia supuestamente no codificante,
nos hizo investigar la posibilidad de que GCR3-4 procediese de un mRNA
sin madurar o parcialmente maduro o que un intrén con maduracioén
alternativa pudiese haberse retenido en el mRNA, o incluso que una
mutacion en algun sitio esencial para su eliminacioén pudiese provocar su
permanencia en el mismo.

La presencia de intrones en Giardia, no fue descrita hasta que Nixon y col
(2002) encontraran el primer intron espliceosdomico en esta especie, de tan
solo 35 nucleotidos de longitud, en el gen de la ferredoxina, ademas de en
algunos genes potencialmente implicados en la formacion del spliceosoma
(Nixon y col., 2002). Los autores postulaban la posibilidad de que
existiesen otros intrones ain por descubrir y un conjunto completo de genes
implicados en la formacion del espliceosoma. Russel y col., (2005)
encontraron efectivamente un intron espliceosdémico en el gen que codifica
la proteina ribosdémica Rpl7a. Estos descubrimientos llevan el origen de los
intrones a un punto del arbol filogenético de los eucariotas anterior al
supuesto para el descubrimiento de estos intrones. La posibilidad de que
GCR3-4 presente un intron supone por tanto un importante apoyo a un
origen antiguo de los intrones, tal como sugiere Johnson (2002).
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Los resultados sobre prediccion de intrones muestran varios posibles
lugares correspondientes a los limites entre exones e intrones. Los extremos
del fragmento que no codifican ningin péptido conocido deberian
indicarnos las posiciones de comienzo y final del intrén, no obstante, estas
posiciones no tienen por que ser las correctas, debido a varios factores. En
primer lugar, puesto que la secuencia ha sido traducida in silico en toda su
longitud, pasando a través de los codones de STOP, los estudios de
homologia pueden incluir en los extremos algunos aminoacidos que no se
traduzcan in vivo por corresponder realmente a secuencias del extremo del
intron. En segundo lugar, también es posible el efecto contrario.
Aminoéacidos del extremo del exon pueden quedar excluidos del
alineamiento si no presentan una buena homologia con el gen
correspondiente de otra especie, o con el dominio correspondiente en otro
gen de la misma familia. Por tanto, los extremos del fragmento peptidico
excluido por los alineamientos solo son indicativos de las posiciones reales
de los extremos de un supuesto intron.

De acuerdo con los resultados expuestos en el apartado correspondiente, el
péptido del supuesto primer exoén comienza desde el primer nucledtido de
la segunda pauta de lectura, es decir desde el nucledtido en posicion 2,
hasta el aminoacido 59, que corresponderia al nucleotido 178, presentando
una menor homologia hasta llegar al aminoacido 76, nucleotido 229.
Precisamente, en la posicion 193 se encuentra el Uinico sitio que podria
actuar como “donador” en un “splicing”, e indicaria un comienzo de un
intrén. Esta posicion corresponde precisamente a la segunda pauta de
lectura, que en los resultados de prediccion de intrones aparece como la
pauta 1, ya que el programa de prediccion las numera como 0, 1y 2
respectivamente. Utilizando las reglas para C. elegans, no se detectd
ningun posible lugar “donador”.

El principio del segundo péptido identificado, comienza en el aminoacido
148, nucledtido 445. Posibles candidatos como lugares “aceptores” en esta
region son las posiciones 348 y 468. Esta segunda posicion (468)
implicaria que los primeros aminodcidos del alineamiento no
corresponderian a residuos traducidos in vivo, aunque ésta es la inica
secuencia “aceptora” que coincide con las reglas de C. elegans. La posicion
348 implicaria la presencia en el péptido de otros aminoacidos no incluidos
en el alineamiento, lo que tendria explicacion bajo la suposicion de que el
péptido incluyese un dominio conservado que comenzase en la posicion del
aminoacido 148, no estando conservados los aminoacidos anteriores
proximos a ella, lo que los habria excluido del alineamiento.
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No obstante, hemos de tener en cuenta que ambas posiciones implicarian
un cambio en la pauta de lectura, lo que no iria en consonancia con el
hecho de que los dos péptidos con mayor homologia correspondan a la
misma pauta, y ninguno de los péptidos potencialmente codificados por las
otras pautas de lectura del supuesto exon 2 presentan una homologia
significativa con otra secuencia conocida.

El intron descrito por Nixon y col (2002) presenta, no obstante, ciertas
variaciones en la secuencia canénica de los extremos del intrén, por lo que
aun cabe la posibilidad de que nos encontremos ante un caso similar, y se esté
utilizando cono “donador” o “aceptor” una posicion diferente de las
predichas por NetGene2, sobre todo si tenemos en cuenta que las reglas de
identificacion de intrones utilizadas por este programa estan disefiadas para
humanos, C. elegans o A. thaliana.

Es indudable, que la comprobacion de que esta secuencia pueda ser eliminada
del mensajero in vitro o in vivo arrojara luz acerca de ésta posibilidad y abre
buenas expectativas para la realizacion de futuros estudios que puedan tener
una importante repercusion sobre nuestros conocimientos acerca del origen
de los eucariotas.

Respecto a la identificacion o posible funcion de las proteinas codificadas por
este clon aislado en este trabajo, hemos de considerar por un lado que
presentan reaccion cruzada frente a los sueros con los anticuerpos anti-FABP
y que sin embargo, no presentan homologia con otras FABPs, LBPs o
ACBPs. No obstante, debemos recordar que la homologia entre las FABP o
BLP de diferentes especies no sobrepasa el 27-28%. Por ejemplo, la FABP de
raton presenta una homologia del 27% con la P55053 de rata FABPE RAT
(22 aminoacidos de un total de 81), o del 25% con la FABP de c¢lulas
epidérmicas de raton P55053, obteniéndose porcentajes similares cuando se
comparan con las de otras especies.

Lo que si conservan las distintas FABP es una estructura secundaria similar,
con cadenas o 3. Nuestros resultados demuestran que las proteinas
codificadas por el clon GCR3-4, no son proteinas globulares, pero tienen
fragmentos en a y en f3, presentando una porcion de aminoacidos expuestos
en su superficie similar a las FABP. Lo que parece indicar que en su
estructura existen partes hidrofobicas inaccesibles a los solventes polares.
Analisis posteriores sobre estas proteinas recombinantes aportaran mas datos
acerca de su capacidad de union a acidos grasos, asi como de su
inmunogenicidad. La escasa homologia entre las distintas FABP hace por
tanto imprescindible abordar en el futuro estudios funcionales que puedan
caracterizar €stas proteinas, encontrando asi una funcién para las mismas, y
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para las GLP 554 36323 36111 y GLP_554 41472 36361 con las que
comparten un dominio del 100% y del 53% de homologia respectivamente.
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S CONCLUSIONES.

1° Se ha purificado y caracterizado una proteina de Giardia lamblia con
afinidad para con los acidos grados, sales biliares, dcido Palmitico, 4acido
Araquidonico, acido Retinoico, a-Tocofenol, y Testosterona, poseyendo
caracteristicas semejantes a las proteinas aisladas de vertebrados e
invertebrados denominadas como FABP o proteinas ligadoras de acidos
grasos. Dicha proteina posee un peso molecular de 8.2 kDa y punto
isoeléctrico de 4.96, con una constante de desplazamiento para el acido
oleico que se encuentra en el mismo rango que la mostrada por este tipo de
proteinas aisladas de invertebrados parasitos.

2° Se ha comprobado que dicha proteina es reconocida por las [gAs
secretoras existentes en la saliva de pacientes con una giardiosis activa. Los
intentos de conocer los epitopos inmunodominantes, tras el tratamiento con
diferentes proteasas, no han proporcionado respuesta positiva debido a la
formacion de agregados proteicos, posiblemente formados a través de la
union de las partes hidrofobicas de los fragmentos resultantes de dichas
proteinas.

3° Con la obtencidn de una secuencia consenso en base a las secuencias
conocidas de proteinas capaces de ligar acidos grasos de invertebrados y
vertebrados, no se pudo obtener respuesta positiva de amplificacion en
DNA de Giardia, quizds como consecuencia de la enorme variabilidad que
dichas proteinas poseen dentro del propio organismo y entre las diferentes
especies comparadas. Esto unido a la enorme distancia filogenético a la que
se encuentra Giardia, hace pensar que la estructura primaria de la proteina
no es realmente importante para su funcion, siendo esta especialmente
determinada por la estructura terciaria.

Por otra parte, los cebadores correspondientes a la Glucosa 6-Fosfato
Isomerasa de Giardia utilizados como control si dieron respuesta positiva
de amplificacion.

4° Se ha logrado aislar un clon de la genoteca de expresion llevada a cabo
al efecto en Giardia, que es reconocido por los anticuerpos frente a las
proteinas nativas ligadoras de 4cidos grasos. Dicho clon denominado
GCR3-4, contiene un inserto en su interior con una identidad del 100% en
70 aminoacidos consecutivos con una proteina “putativa” de Giardia
lamblia de funcién alin desconocida, y denominada

GLP 554 36323 36111, teniendo el fragmento reconocido de esta
proteina un peso molecular de 8236 Da.

De igual manera dicho clon posee una identidad del 53% con otra proteina
de Giardia también de funcion desconocida llamada
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LP 554 41472 36361, con una homologia en 41 aminoécidos sobre un
total de 76.

5° Las proteinas recombinantes codificadas por el clon GCR3-4, tienen
fragmentos en a y en B, presentando una porcion de aminodcidos expuestos
en su superficie similar a las FABP, por lo que en su estructura existen partes
hidrof6bicas inaccesibles a los solventes polares.

6° Se ha caracterizado la posible existencia de un intron en el interior de la
secuencia del inserto perteneciente al clon GCR3-4.

De acuerdo con las reglas para humanos, el intron comenzaria en el interior
de una parte de la secuencia que empieza en el nucledtido 179 y termina en
el nucleotido 229, con un sitio en la posicion 193 que podria actuar como
“donador” en un “splicing”, indicando el comienzo del intron. Mientras que
el final del intrén se localizaria en dos posibles lugares “aceptores™ que se
encuentran en las posiciones 348 y 468.

La comprobacion de la existencia de dicho intron, repercutira sobre los
conocimientos acerca del origen filogenético de los eucariotas y la
reproduccion sexual.
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