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RESUMEN

Giardia lamblia (G. lamblia) es uno de los parasitos intestinales
mas comunes en el mundo. Se sabe que el sistema inmunoldgico juega
un papel irnportante para la eliminacién de la infeccion. El objetivo de
este trabajo fue identificar antigenos de G. lamblia, que inducen una
respuesta inmune celular en un modelo de giardiasis murina. Los
antigenos solubles de G. lamblia se obtuvieron a partir de cultivos
axénicos de trofozoitos de G. lamblia. El extracto antigénico se separo
en base a pesos moleculares por cromatografia de filtracion en gel en 4
fracciones (I, II, lll'y IV). Estas fracciones fueron estudiadas en ensayos
de células T provenientes de placas de Peyer y bazo de ratones
infectados, para conocer su actividad linfoproliferativa. Se observo que
las tracciones Il (500-75 kDa) y Il (75-10 kDa) estimularon a los
linfocitos T de ratones infectados. Adicionalmente se generaron 7
hibridomas de células T especificos para G. lamblia, con células
provenientes de ratones inmunizados, de los cuales se caracterizaron
inmunoldogicamente, 2 de ellos (4D5.E10 y 10G5.E3). El hibridoma
10G5:E3 reconocio a proteinas inmunoreactivas con una masa
molécular de entre 100 y 109 kDa, en tanto que el hibridoma 4D5.E10 a
proteinas de entre 70 y 92 kDa. La identificacion y caracterizacion de
estas proteinas incrementara nuestro conocimiento acerca de la

respuesta inmune en giardiasis.



INTRODUCCION

G, lamblia es el protozoario enteropatogeno mas comin a nivel mundial
puede provocar diarrea cronica y malabsorcion intestinal, Se le reconoce
también como factor de retraso en e desarrollo v crecimiento de infantes y
nifios (Farthing, 2003). Durante algunos afios fue considerado un comensal
inocuo (Farthing, 2003), pero la asociacién con diarrea sintoméatics L
malabsorcion  de  nutrientes  principalmente  en  nifins, ayudaron  al
reconocimianto de su patogenicidad,

La capacidad infactiva de G. famblia depende de varios factores! el tipo
de cepa y el numero de quistes ingeridos, el estado nufricio y el sistema
inmunologico del hospedero (Faubert, 2000). La infeccion sintomatica esta
caracterizada por dolor abdominal, diarrea, navsea, vortito, malabsorcion, fatiga
y perdida de peso (Flanagan, 1982, Eckmann, 2003). Aungue los sintomas
pueden ser severos y prolongados, una proporcion elevada de PErsonas
infectadas son 10talmente asintomaticas (Langfard ef al., 2002) Los sinlomas
tlpicamente se presentan entre los dias 6-15 después de la infeccion. Las
Infecciones con Giardia son eliminadas por el propio organismo (Eckmann and
Gillin, 2001) en mas del B5% de Jos casos, indicando fque existe una efectiva
defensa del hospedero, aungue ocasionalmente existen casos cronicos en
ausencia aparente de inmunodeficiencias en el hospedero (Fauber, 2000

Flanagan, 1952),



En algunos patses se han reportado brotes epidemioldgicos de diarrea
causados por quistes de G lamblia presentes en agua potable (Adam, 2001
Kucheria ef al, 2002). En Estados Unidos, G. lamblia es el patdgeno intestinal
mas comunmente diagnesticado en laboratorios de salud pablica v se reportan
alradedor de 2.5 millones de infecciones al afio en ese pais {(Furhess ef af.,
2000). La Organizacidn Mundial de la Salud reporta 500,000 casos nueves de
giardiasis en humanos, aungue su indice de mortalidad es bajo, G. lamblia se
considera uno de los principales agenies paldgenos en el mundo. (WHO, 1895},
La giardiasis es considerada un problema de salud publica en diversos paises,
sobfe todo en aguellos en vias de desarrollo entre 0s cuales se encuentrs
Mexico y segun datos de la Secretaria de Salud, Spnhora se encuentra en al
primer lugar de prevalencia a nivel nacional, afectando principalmente a la
nifiez. (SS5A, 2003)

(hitpAwww who.intwater sanitation health/dwa/en/S01 paf).

Patologia v su efecto en el estado nutricio

Las principales evidencias indican que los trofozoitos de G famblia
colonizan estrictamente el lumen del intestine delgado (Fokmann and Gillin,
2001), aungue también se han reportado casos aislados de pacienies en dande

Glardia se encugntra en lleon, colon o estémago (Oberhuber ef al., 1987) La

invasion de trofozoitos sobre la mucosa inlestinal ocasiona efectos adversos



afectando su funcion. Entre estos se encuentran el crecimiento acelerado de log
enterocitos y células caliciformes aue provoca una atrofia en las vellosidades y
produccion  exceslva  de  moco  (Buret ef al, 1990). Estos cambios
patofisinlégicos ocasionan malabsorcion de grasas, vitamina 8y, (Al and Hill,
2003), Na" y glucosa asl como disminucion de disacaridasas (Goto ef al, 2002)
gque pueden o no estar asociadas con atrofia en las vellosidades. Fstas
anormalidades Hevan a una mala digestion, malabsorcion y diarrea (Scolt of al.,
2004).

Estos  afectan el estade nutricio  del  organismo  hospedero,
Adicionalmente en humanos se ha demostrado que la infeccion con G, lamblia
se relaciona con disminucion de peso en periodos cortos y en el crecimiento
(Northrop-Clewes of /., 2001, Shubair et al., 2000, Astiazaran ef al,, 2000), asi
come una baja relacion peso/edad (Sackey ef al, 2003} Lo anferior hace gue
G, lamblia sea un pardsito de gran importancia clinica y nutricional, por lo cual
es importante conocer v entender (0s macanismos tanto de infeccion como de

defensa del hospedero.
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ANTECEDENTES

Caracteristicas antigénicas de G. lamblia

A pesar de la alta morhilidad de G, lamblia, se conoce muy poco acercs
de su complexion antigénica, especialmente su naturaleza bioguimica y su
participacion en {a respuesta inmune en el hospedero (Chaudhuwri ef af., 1897).
EF conocimiento v ef papel que esos antigenos tienen en la respuesta inmune
durante fa infeccion son importantes para ¢l entendimiento de la enfermedad
(Rosales ef al, 1998). Se han identificado proteinas tanlo internas como de
superficie de . lamblia, que se cree tienen funciones especificas, sin embargo
no se han caracterizado antigenos del parasito gque puedan servir para su

diagnostico o que induzean inmunidad protectiva (Faubert, 1996),

Respuesta inmune contra G. lamblia

La respuesta inmune de un hospedero inmunocompetente  contra
parasios es un mecanismo complejo, en donde intervienen las respuestas
humoral y celular (Romagnani, 1995). G, lamblia coloniza la porcidn superior del
intestino delgado, en donde el Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (MALT)

juega un papel mpoartante en la eliminacion de la infeccion (Fagarasan and

Honjo, 2003). Gin embargo, el mecanismo espacifico de (3 respuesta inmune



para G. lamblia es pobremente entendido. Para ello, es necesario contar con
herramientas que nos permitan su evaluacion como son: modelos animales,
estudios /i vitro (Faubert, 20005 asl como |a gengracién de herramientag
biclogicas como hibridomas, tanto productores de anticuerpos monocionales
{inmunidad humoral), como hibridomas de célutas T (inmunidad celular).
Diversos estudios sugieren gue la respuesta inmune humoral y celular
coordinadas son necesarias para controlar las infecciones por G. famblia
{(Singer y Nash, 2000). Por su localizacidn en el hospedero, la mayoria de los
trabajos realizados indican gue las células B son ndispensables en s
eliminacion de la infeccidn, al observarse un incremento en fa produccion de
anticuerpos de la clase IgA, IgM, ¢ 196 tanto en secreciones mucosas, como en
sUer0 en humanos (Faubert, 2000, Eckmann, 2003). Sin embargo, la mayoria
de los estudios realizados se han enfocado principalmente al estudio de la
inmunidad humoral y refativamente existe poca informacion del mecanismo de

respuesta de tipo celular que produce G, lambiia

iInmunidad celular

Independientemente de la imporancia del Tejido Linfoide Asociado a
Mucosas (MALT) en la eliminacion de la infeccion y que anticuerpos de ta ciase
lgA son necesarios, se la visto gque la inmunidad mediada pol celulas también

fiene un papel importante en la infeccion (Faubert, 2000). Para el estudio de



esla respuesta se han ulilizado modelos  experimentales, principalmente
murines (Faubert, 1996).

Se han reportado diversos esiudios, los cuales demuestran que los
linfocitos T desempefian un papel importante en la eliminacién de la infeccion
singet y Nash (20007, al infectar con G. lamblia y G, muris a grupos de ratones
tanto normales, deficientes de linfocitos By deficientes de linfocitos T
observaron gue aguéllos sin células T eran incapaces de eliminar la infeccian y
ratones deficientes de células B eliminaron la enfermedad a la primera o
segunda semana post-infeccion, por lo cual ellos proponen que tos linfocitus B
no son requeridos para et control de la fase aguda de fa infeccion, mientras que
los finfocitos T son necasarios para el control de este parasito,

Por otre fado, en ratones adultos infectados con G, lamblia en fase
latente y aguda de la infeccion se observa un incremento de linfocttos T CDB+
en poblaciones intragpiteliales y ldmina propria; mientras gue en fase de
eliminacion, la poblacion de sélulas CDB+ disminuye, y las células CD4+
aumentan significativamente (Faubert, 1996). Sin embargo, se ha visto gque
aungue el papel de las cdiias T es de proteccidn durante la infeccion
posiblemente puedan estar implicadas en el dafio observado en la mucosa
epitelial cuando existe una giardiasis cronica, Estudios previos en ratones, han
demostrado que la infeccion provoca atrofia en las microvellosidades e
hiperplasia en células de 1as criptas y suponen gue son mediadas por células T

activadas, en especial COB" (Scott ef al, 2004).



Para la realizacion de estudios que involucran a la inmunidad calutar, es
necesaria la generacion de herramientas biologicas, para una facil maniputacion
de estas con el fin de conocer y comprender como se lleva a cabo el
mesanismo de la respuesta inmune, con la utilizacion de modelos animales en
aste caso ratones susceptibles a la infeccion, permitiéndonos ta caracterizacion
de aguellos antigenos inmunodominartes capaces de inducir una respuesia

inmunolagica en el hospedero,

Hibridomas de Células T

Se ha demostrado que el procesamienio y presentacion del antigero son
necesanos para la activacion de las celulas T, asi como la presencia de células
presentadoras de antigenos (CPA) que presenten en su moléoula de Compigjo
Mayor de Mistocompatibilidad (CMH) al péptido antigénico capar de induchr esta
respuesta (Boyer ef al, 1988, Allen, et al, 1984, Vidovic & @/, 2003) Las
celulas T reconocen determinantes desnaturalizadas o secuencias lineares de
aminoacidos, mas que determinantes antigénicas nativas a diferencia de los
linfocitos B (Allen ef al |, 1984),

Gran parte del conocimiento actual sobre los eventos celulares en la
activacion de las células T se basan an experimenios in vitro (Abbas, 1998),
utilizando una fugnte estandarizada e ilimitada de células T especificas (Chou ef

al, 2004) conocidos como hibridomas de células T, en las cuales eslas células



pueden ser estimuladas en forma controlada y especifica por su antigena
especifico, permitiendo medir su respuesta en una manera pracisa (Abbas,
1998).

Un hibridoma es una célula hibrida que se produce al inmunizar con un
antigeno especifico a un ralon, se extraen los ganglios linfaticos que drenan el
lugar de la inmunizacidn y se purifican las células T, Fstas células son
fusionadas con una inea celular tumoral que crece de forma auldroma
aplicandose una seleccion metabdlica, de tal forma que solo crecen las células
fusioradas (Abbas, 1998). Estas células hibridas poseeran las caracteristicas
de los linfoctos T especlficos para el antigeno deseado, asi como la
inmonralidad proporcionada pos las células tumorales. A partir de esfos
hitridomas resultantes, se realiza una seleccion y clonacion de aguélias células
que sean especificas para el antigeno {Abbas, 1988), en nuestro caso
antigenos inmunodorminantes de (5. Jamblia,

Los hibridomas de células T tienen una aplicacidn general en biologia,
medicing y biotecnologia, sobre todo en la produccion de diferentes productos
boldgicos y farmacéuticos. Principalmentg son usados para invesfigacion de 3
actividad de celulas T cooperadoras: especificidad de receptores de células T
(TCR) hacia peptidos, seguimiento de procesos infecciosos o inmunizaciones,
establecimienio  de mecanismos de  seleccion  epitope/procesamiento  de

antigeno (Abbas, 19898 Dzhambazov ef g/, 2003)



el proposito de este frabajo fug establecer uha fuenle eslandarizada e
ffimitada de células T especificas contra antigenos inmunodominantes de G,
lamblia para realizar estudios in vilro v establecer bases para el entendimiento
de la infeccion por este pardsito, asi como un posible mecanismo de respussta

inmunologica del hospedero,

9



HIPOTESIS

La generacion de hibridomas  especificos  contra  antigenos
inmunodomingntes  de  Glardia lamblia, favorecera su  identificacion v
caracterizacion bioguimica e inmunhologica, asi como la respuesta de estos

antigenos durante la infeccidn en un modelo muring,

QBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar inmunologicamente los antigenos que estimulan

la respuesta inmune celular en un modelo murino de giardiasis,

Objetivos particulares

»  [stablecer fas condiciones de separacion por electroforesis del antigeno
oblenido de &, lamblia,

o Lvaluar la respuesta proliferativa hacia antigenos de &, jamblia en
células T obtenidas a partir de Organos linfoides (bazo y placas de Payer)
de ratones infectados.

«  Generar hibridomas de células T espectlicos contra G. fambfia.

v Caracterizar log hibridomas de céhilas T especiicos contra & famblia.



MATERIALES Y METODOS

Cultivo de Glardia lamblia

e ttilizaron cultivos axénicos de troforoitos de la cepa de G, lamblia
GS/M-83-HT adquirida de 1a American Type Culture Collection (ATCC) y
conservados en medio de cultivo TY1-8-33, suplementado con suero bovino al

10% (Kelster, 1983), Se incubaron a 37°C en condiciones microasrofilicas.

Animales de Experimentacion

Para el modelo muting, se utilizo la cepa singénica C3H/MHed de 8 & 14
semanas de edad, adquiridos en The Jackson Laboratories (Maine, USA). Los
animales fueron mantenidos en el Bioterio del Departamento de Investigacion y
Postgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora (DIPA), con fotoperiodos
de 12 horas a 25°C y alimentados con una dieta comercial para ratones. Se
gligio este modeln de raton, ya que es suscaptible a la infeccion por la cepa de

G, lamblia mencionada ameriormente (Byrd ef af, 1994),



Lineas Celulares

Fara tos ensayos con células se wilizaron las lineas M12 A" proverniente
de linfoma de células B de ratdn, células T BWS147aR (ATCC) provenientes de
timoma de raton, CTLL-2 linfocitos T CD8' para bioensayos con intereucina 2
(L-2). Todos los cultivos se mantuvieron en Medio Eagle Modificado de
Duthecco (DMEM), suplementado al 5% con suero fetal bovine (SFB) {Myclone,
UaA), inactivado por calentamientn. Las lineas celulares fueron mantenidas a
J7°C en una atmosfera de CO2, con una humedad relativa del 80-90% en upna
incubadora  Isoterm (Fisher Scientific, USA) Los cultivos celulares se

expandiaron cada 72 horas.

Infeccion de Ratones

En ensayos anteriores se establecid la dosis dptima infectiva de G,
lamblia en el modelo murino C3M/MHeJ (Figueroa y Granados, 2003). La
infecaion de ratones se Hevd a cabo por inoculacion infragastrica con Gx10"
trofozoilos resuspendidos en solucion reguladora de fosfalos (PRS) (Gibeo,

USA} fria, utilizando una jeringa para insulina con aguja de alimentacion forzada



Obtencion de Antinenos Solubles de Giardia lamblia

Los extractos antigénicos solubles de G, lamblia se obtuvieron por &l
metodo de Goltstein ef al. (1990), con ligeras modificaciones (ver anexa). A
partir de un cullivo confluente de trofozoitos de G, famblia, se colocaron los
fubos en hielo por 16 minutos para gue los troforoitos adheridos al vidrio se
despegaran, despues fueron lavados 3 veces con solucion PBS, pH 7.2 a 49C
(Gibeo, USA). Los trofozoitos se resuspendieron en 800 it de PBS y para su
lisis s¢ sometieron a ciclos de congelacion-descongelacion en Nitrogeno liquido
y temperatura ambtente respectivamente. Para evitar ta degradaciéon de las
proteinas  se adiclonaron  inhibidores  de  proteasas (4-(2-aminpeatil)
bencenosulfonilfluorure (AEBSF), bestatina, leupepting, pe pstatina A, E-6B4 y
1,10-fenantrolina) (Sigma-Atdrich, St. Louis, MO, USA).

Para una lisis total, se ultrasonicd 2 veces por 2 minutos a 30 ciclos
(Brandson sonifier 260, Shellon, CT. USA). Finalmente el extracto sonicado se
centrifugo a 14.000xg por 15 minutos & 4°C (Chaudhuri ef al, 1997) EI
sobrenadante con antigeno soluble de G lamblia se mantuve en congelacion a
-307C hasta su uso. La estimacion de proteina se realizé por el método de

Bradiord (1976),



Fraccionamiento del Antigeno de Giardia lamblia

Filtracion en Gel (FPLC). La separacion de las proteinas solubles de la mezcla
antigénica se hizo por cromatografla de filracion en gel, utilizando una matriz
Superdex 200 de Agarosa y Dextran (Amersham biosciences) can un volumen
de cama de 20 mbL, a una velocidad de flujo de 0.5 mi/min utilizando una
concentracion de proteina de 1.5 mg de proteinas en 500 ul. por corrida

cromatografica.

Elucion pasiva de proteinas de geles en condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE). Se realizaron geles preparatives de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) al 12% de 1.5 mm de
grosor, aplicando una concentracion de 500 yg de la mezcla antigénica. Los
geles se dividieron en 6 fracciones de aproximadamente 1em. Estas a su vez se
cortaron en 3 fracciones de aprox. 0.33 om y se coiocaron en tubos de vidrio
para macerarios, Wlilizando émbolos de jeringas de acuerdo al método de
Beheer of al., (2001) con ligeras modificaciones (ver anexo). Se disolvieron en
FPBS diluide 1:10 vy se agitaron en vortex incubandose a 4°C foda ta noche. 24
horas después, se agitaron y centrifugaron a 1000xg por 10 minutos,
obtenigndose el sobrenadante. Posteriormente las muestras se  secaron

totalmente en un evaporador speed-vac (Savant, DNAT10), Be resuspendid con



agua deionizada a un volumen de 100 uly se determind proteina por el melodo

del Acido Bicinconinico (Micro BCA, PIERCE, Rockford, IL).

Ensayos de profiferacion de Células T in vitro de bazo v placas de Payer

de ratones infectados

Celulas de bazo y placas de Peyer provenientes de ratones infectados
fueron obtenides a Jos 7 y 14 dias postinfeccion. Estas células se
homogenizaron y lavaron, elimindndose los globutos rojos de las células
provenientes de bazo con solucion de fisis (ACK). Se resuspendieron en medio
IMEM suplementado al 10% con SFB (D10F) y se contaron utilizandao fa tincion
de azul de Tripano (Sigma-Aldrich). Al final se ajustaron a una concentracién de
x10%mi. y se colocaron en microplacas con fondo redondo (Coring, USA)
adicionandose 100 ul por pozo. La estimulacion de las células con el antigeno
de G. lamblia  se realizo con diferentes concentraciones, para oblener las
concentraciongs optimas que no fugran toxicas para las células. Como control
positivo se utilizo mitbgeno PHA (Fitohemagiutining). Para estimar protiferacion
se midio la incorporacion de Timidina tritiada ([*M) fimidina) (Amersham,
blosciences) a una concenlracidn de 50 pCiémL por pozo. Las placas se
mantuvieron a -7 0%C hasia su cosecha. Se estimo la timidina incorporada en un
lector de centelieo (Beckman, LES000 TD) Para un protocolo experimental

detallado ver anexo.



Generacion de Hibridomas de Ceélulas T

Un grupo de 3 ratones fueron inmunizados en el cojinete plantar con 100
Hg (por cada cojinete) de la mezcla de antigenos solubles de . famblia
{antigeno) y adyuvante completo de Freund (Gibco, USA)., obteniéndose los
ganglios linfaticos popliteos al dia 8 postinmunizacion. Se obtuvieron las
velulas Ty se estimularon con el anligeno a una concentracion de 1 pM. Se
naubaron por 3 dias a 37°C. Para evitar posible contaminacion el antigeno se
zsterilizd por membrana de 0.20 pm

Las células T del cultivo se transfirieron a tubos conicos (Falcon) v se
centrifugaron 3 veces por 10 minutos para su lavado, La fusion se realizo de la
siguienie manera: se contaron células T provenientes de ratones inmunizados y
célutas de fusion (células T BWSH147a R, la cantidad de estas células debe ser
3 veces mayor gue células T de ratdn, se hace una relacion 1.3 de las células (1
celula T proveniente de ratdn por cada 3 células BWS147a'B). Se mezclan
ambas células y se realizan 3 lavados. El medio se decanta v las células se
colocan en bafo de agua a 37°C y se procede a realizar la fusion {ver seccion
de anexos) Todos estos pasas deben hacerse controlados, en tiempo, voiumen
y ternperatura. Al final las células obtenidas se colocan en placas de 96 pozos
utilizando diferentes concentracionas de células: 5 placas con 25,000 cel/pozg

en 100 pl. {cajas 1-6) y & placas con 50,000 célipozo en 100 pi. (cajas 6-10), En
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huestio case en lotal se obfuvieron 10 placas de 96 pozos con células
fusionadas,

Para sy crecimiente se ulilizé medio selectivo HAT (Hipoxantina-
Aminopterina-Timidina), esle medio permite el crecimiento solo de las células
que se fusionaron y se prepard de la siguiente manera: Un vial de medio HAT
(SIGMA) se resuspendid en 10 mL de DMEM, posteriormente fue llevado a un
volumen de 200 ml. Se adiciond 25 mlL de Suero Fetal Bovino
fdecomplementado) v se ajustd a un volumen de 250 mL con DMEM. Se filtré
por membrana de 0.20 pm y se adiciond 100 plpozo de las placas obtanidas
con células, Se incubd entre 8 v 16 dias a 37°C en atmosfera de CO,, hasta
observar crecimiento.

Se considera gue las placas son clonales cuando menos del 50% de los
Pozos son positivos (30% aproximadamente). Las células que proliferaron se
transfieren a placas de 48 pozos. Una semana después el medio selectivo HAT
se cambia por medio HT 1X (Hipoxantina-Timidina) (SIGMA) wilizando D10F

para su resuspension.

Tamizaje de Hibridomas de Células T especificos para Giardia lamblia,
Para el tamizaje o seleceidn de hibridomas especificos de G famblia se utilizo
un bioensayn de hibridomas de celulas T Mibridomas de células T obtenidos en
la fusion y Células Presentadoras de Antigeno (CPA M12 A% se ulilizan en el

bloensayo y se cuentan. Se estima el numero de células necesarias v se



ajustan a 100,000 células de hibridomas por 100 P, 50,000 CPA (M12.A% en
50 ul. EI antigeno se ajusta a la concentracion deseada para 50 . Es
recomendable probar diferentes concentraciones, ya gue concentraciones muy
altas pueden ser tOxicas para las células.

S@ colocan en placas de 96 pozos en fondo plano v se incuban por 20
horas a 37°C en condiciones de CO,. A fas 20 horas se recuperan 100 pl. de
sobrenadante por pozo y se transfieren a otra placa idéntica. Las placas con el

sobrenadante obtenido se congelan v se colocan a -4000, par o menos 1 hora.

Ensayo con IL-2. Las células CTLL (dependientes de 1L-2) se lavaron 5 veces
& 700xg con DMEM. Las células se ajustan a 40.000 cél por 50 plifpozo con
medio D5F y se colocan en la placa que contiene el sobrenadante, se incuba
por 20 horas a 37°C en atmosfera de GO, Se utilizaron como Gohtroles internos
a celulas CTLL mas -2, como control positivo (40,000 células/50 l de CTILL
con 10 pl de IL-2) v como control negative: CTLL con DSF Aguédlns hibridomas
de celulas T que fueron especificos de G. lamblia se activaron, produciendo (L
2. Posterior at tiempo de incubacion, se realiza una evaluacion de la
profiferacian celular por el método de MTT.

Nota: Este paso es muy importante, ya que si las células fueron recientemente
cambiadas de medio, posiblemente los resultados oblenidos no sean los
esperados, ya que al momento de medir proliferacion las celulas se verian

iguzles lanto en control positivo coma negativa, 1o cual no seria sigrdficativo en

pa e}



el ensayo. Por lo cual se recomienda que las aélulas CTLL-2 estén por o
menos 3 dias en medio DMEM suplementado al 5% con SFB (DSE), asi como

con lL-2 Necesaria para su crecimiento,

Evaluacion de la proliferacion celular por el método de MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-y1}-2,6-difeniltetrazoliumbromuro], L.a sal de tetrazolium se ha
utilizado para  desarrollar un  ensayo colorimétrico  cuantitativo para ia
profiferacion y supervivencia de células (Anexo 6). Después de incubar a las
celulas CTLL-2 con el sobrenadante, donde se encuentra ta |L-2 proveniente de
las celulas T estimuladas per la mezcla antigénica de G. lamblia, se adicionan
15 plde MTT y se incuban por 4 haras a 37°C en condiciones de CO,. Daspués
de este fiempo, se adicionan 150 yl de isopropanol acidico y se obtiene |3
proliferacion de céluas CTLL-2 midiendo absorbancia a 570-655 nm en un

lector de ELISA,



RESULTADOS

El__extracto antigénico soluble de Giardia Jamblia es una mezcia

heterogénea de proteinas

Con el fin de separar @ identificar las moléculas inmunodominanies de G,
fambiia gue estimutan una respuesta inmune celular, se obtuvo un extracto de
proteinas solubles a partir de cultivos axénicos de trofozoitus de G. lamblia, a
los cuales se les denoming anttgeno de G. famblia. Se recuperaron 4.5 mg de
proteina total por cada 150 ¥ 10° trofozoitos, E peril electroforético por S05-
PAGE al 12% del extracto de protelnas mostrd una mezcla heterogénea de
bandas con masas moleculares de entre 20-200 kDa (Figura 1). El antigeno de
G, lamblia se utilizd en ensayos de proliferacion de células T, asi como en la

generacion de hibridomas de células T especificos de & lamblia,

Las proteinas de masas moleculares relativas de 10-500 kDa estimulan |a

proliferacion in vitro de células T de bazo de ratones infectados con G,

lamblia

Las profeinas solubles de la mezcia antigénica fueron separadas por

cromatografia de filtracion en gel y se dividieron en 4 fracciones, basandose en

200



suUs pesos molectlares v se nombraron: fraccion 1, proteinas de 850-500 kDa,

fraceion Il de 500-75 kDa, fraccion 1l de 75-10 kDa y fraccion IV a



w;

Figura 1. Patron electroforético del extracto antigénico soluble de 6.
lamblia cepa GS/M-83-H7. Carrit A; Marcadores de Peso malecular. Carril 13;
500 py de ta mezcla soluble de proteinas de G, famblia GS/IM-83-H7. Fs una

mezcla helerogensa de proteinas.
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polipeptidos menores de 10 kDa (Figura 2). Se estimdé proteina por el maétodo

il
'.‘-"L'h .

de Bradford (1876} obteniéndose un rendimiento de aproximadamente el 40
Con las fracciones obtenidas se realizaron ensayos de proliferacidn con céluias
T de bazo y placas de Peyer de ratones infectados, observandose gue las
fracciones |by 1 (500-10 kDa} fueron capaces de activar a los linfocitos T
(Figura 3). Esto nos indica gue en las fracciones existen antigenos
inmunodominantes de G. lamblia, los cuales son procesados v presentados por
CPRA v que estimulan una respuesta de tipo celular,

Como el objetivo era identificar proteinas especificas gue estimulen una
respuesta inmune celular y teniendo en cuenta que estas se encuentran en un
rango de 10-500 kDa, ademas que para la estimulacion de células T son
necesalios epliopes lineares de 15-30 residuns de amincacidos se procedid a
tratar de fraccionar la mezcla antigénica (Otvos et af, 2000). Para un
fraccionamienio posterior de las proteinas inmunodominantes de G. lamblia, se
separaron en geles de polacrilarida (SDIG-PAGE) con elucion pasiva (Scheer
JM oy Ryan CA, 2001) v fueron utilizadas en los ensayos celulares con
hibridomas de células T, Este melodo nos dio un buen rendimiento al tener un

80% de recuperacion aproximadamente,
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Figura 2. Separacion de la mezcla antigénica soluble de G, lamblia copa
GS/M-B3-H7 por Cromatografia de filtracidn en gel, Se obtuvieron 4
fracciones separadas en base a su peso molecular: Fraccion | con proleinas de
900-500 kDa, fraccion Il con proteinas de 500-75 kDa, fraccion 11t con péptidos

de 75-10 kida vy fa fraccidn IV con péptidos menores a 10 kDa

24



7500 -
| [ Control (-}
- S Fraccion |
E Ilnlw]wnw
o B, . Fraceion |
] HJOOO
[ [T Fragaién
S §
g 2 B craccion IV
9 3
R o
s 0 2500
- O : g
. =5
w !
[ !
0L

Figura 3. Ensayo de linfoproiiferacion de células de bazo de ratones
infectados utilizando las fracciones antigénicas separadas por filtracion
en gel. Calulas de bazo fueron obtenidas de ratones re-infectados al dla 14
post-infeccion y estimuladas con fas fracciones obtenidas por cromalografla de

filtracion en gel.



Proteinas inmunodominantes de G, lamblia inducen la activacién de los

hibridomas de células T 10G5.E3 v 4D5 E10

Hibridomas de células T contra cieno antigeno, en este caso de G
lambfia son una herramienta que nos permite el estudio del procesamiento y
presemacion de antigenos v una gran ventaja al lener una fuente iimitada de
estas cetulas, para pruebas de su funcion biolagica in vitro (Chou ef af, 2004), Ef
primer paso en fa produccion de hibridomas de células T fue la generacion de
lineas celutares especificas contra la mezola antigénica de G. lamblia. Se
ohservo el crecimiento de las células fusionadas y se hizo una selescion a los
dizs 8, 10y 16, obteniéndose 248 pozos en {otal,

La N-2 es un factor de crecimiento v es responsable de la expansion de
agquéllas celulas T, que son especificas hacia determinado antigeno, en nuestro
caso G. famblia. Se delerminaron los niveles de IL-2 en bipensayos con células
CTLL-2 dependigntes de IL-2. Bl MTT es un método colorimético no radicactivo
que nos indica Ja actividad mitocondrial y mide ta profiferacion de CTLL-2. Esto
fue un indicador de proliferacion y al probarse tos 248 pozos que presentaron
crecimiento después de Ja fusion, se seleccionaron Gnicamente aquelios
especticos para G. lamblia,

Se generaron 7 hibridomas de células T especificos conlra antigeno de
G lamblia: 2F8, 4D5, 6110, 8BY, 9B10, 10G5 v 10F7 (Figura 4). La selaccion

inicial de clonas candidalos de estos hibridomas se realizo con la mezcla
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antigénica de G. famblis y como célula presentadora se utilizo M12.A" Para sy
caracterizacion inmunologica se seleccionaron en base a su alta sehsibilidad al
antlgeno, los hibridomas 4D5 v 10G5. La seleccion de estos hibridomas se hizo
en base a estudios subsecuentes, observandose un mejor patrdn de
estimulacion por la mezels antigénica hacia estos hibridomas de células T En la
Figura 5 se muestra un experimento de dosis-respuesia del hibridoma 1065
hacia el antigeno.

Posteriormente se realizd uba subclonacion de los hibridomas 4D5 y
10GE. En este punlo las bandas proleicas en donde se encontraban las
secuencias peptidicas que estimularon Ja proliferacion de esos hibridomas
fueron bandas de masas moleculares relativas entre 70 v 108 &Da. Se realizd
una subclonacién, en donde se obluvieron 4 subclonas del hibridoma 405
(Figura 6), de la cual se eligid el hibridoma 4D5E10 por su capacidad de
profiferacion al ser estimulados por péplidos proveniantes de alguna proteina
que se encuentra en un rango de 70 vy 92 kDa en su masa molecular. Dl
hibridoma 1005 también se obtuvieron 4 subclonas, de Ja cual se eligid para su
caracterizacion el hibridoma 10G5.E3, debido & gque fue @ que mostrd un mejor
reconocimiento hacia alguna proteina que se encontrabs entre dos handas de
masas moleculares de entre 100 y 108 kKDa (Figura 7).

las proteinas de reconocimiente de estos hibridomas de células T, tanto
405,510 v 10G5.E3 se encuentran en bandas con pesos moleculares de entre

0y 108 kDa, esio es imporiante ya que nos indica que estos hibridomas de

bl



celulas T son capaces de reconocer a secuencias peptidicas presentadas por el
CMH de la CPA, vy que son capaces de ser estimulados in vitro por antigenos
solubles especificos de G lamblia. Estos hibridomas de céluias T mantuvieron
una buena sensibilidad para recorocer anligenos presentados por CPA,
Ademas que tienen la ventaja de ser lineas celulares inmorales que no
reguieren estimulacion por células "feeders” y jos experimentos que requieran
de grandes cantidades de célilas T especlficas contra G. lamblia, serin
realizados con mayor facilidad. Otra ventaja es que estos hibridomas pueden
crecer en cultivos celulares utilizados rutinariamente en el laboratorio (Canaday
el al, 2003).

Ezstos hibridomas de celulas T especificos para 6. lamblia, son altamente
sensibles, ya gue pueden ser estimulados por una concentracion de
aproximadamente 2.5 nM del antigeno. Por otra parte todos o hibridomas se
mantuvieron  criopreservados  y  se  ohservd  que  funcionaron  bien
inmediatamente después de ser descongelados: Eslo nos permitié tener un
banco de hibridomas, espectficos de G, lamblia criopreservados listos para ser
utihzados,

Log hibridomas de células T han sido Wilizsdos extensamente para el

entendimiento del procesamiento v presentacion de antigenos, sobre todo en
ratones, Especificamente, se han utilizado como herramientas para evaluar la
inferacoion de organismos patdgenos con CPA. (Canaday ef al, 2003). Estos

hibridomas  son  heramientas que nos pusden ayudar a entender |og



mecanismos tanto de presentacion y evasion del microorganisme a una
respuesta inmune del huésped. Debido a su Tacllidad de manejo, el ilimitado
numero de células, su consistencia, flexibilidad v la sensibilidad de estos
reactivos nos pueden facilitar el estudio de dreas que no hablan sido exploradas
en cuanto a G. lamblia se refiere y que podran ser posibles al tener las

herramientas generadas en nuestro estudio,
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Figura 4, Seleccion inicial de hibridomas de células T especificos para G.
lamblia. Para 1a primera seleccion de los nibridomas, se incubaron toda la
noche ¢on CPA (M12.AY en presencia de 5 pa/mbl de ta mezcla antigénica
soluble de G. famblia y como confrol negativo D8F. La presentacion de antigeno
fue medida como se describe en materfales y métodos. La respuesta de |ng
hibridomas fue determinada por bicensayos de CTLL-2, Se obtuvieron 7
hibriccomas de células T, de los cuales se selecciond para su caracterizacion

inmunotogica a 405 y 1065,
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Figura 6, Presentacion de fracciones proteicas de ia mezcla antigénica al
hibridoma de células T 10G5. £l hibridoma 1065 reconoce a proteinas que
fienen masas molecuiares relativas de 100 a 1089 kDa (A). Las flechas nos
indican las bandas proteicas (A) donde se encuentra ia fraccion D (B). La

respuasta del hibridoma fue determinada por bioensayos con CTLL-2,
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Figura 6. Presentacion de la fraccion proteica gue estimula a las
subclonas del hibridoma de ceélulas T 10G5 en una grafica dosis-
respuesta. De las subclonas del hibridoma 10G5 (10G5E3, 10G5.F10,
10G5.06, 10GE6.G4) se selecciond al hibridoma 10G5.E3 por su capacidad de
reconocimiento (B). Este hitvidoma es estimulado por proteinas gue tienen

masas moleculares relativas en un rango de 100 A 109 kDa (A),
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Figura 7. Presentacion de la fraccion proteice que estimula 2 las
stbclonas del hibridoma 405, De las subclonas del hibridoma 405 (40507,
405,210, 4D5.ES, 4D5,03) se selecciond al hibridoma 405,10 por su capacidad
de reconocinmiento (B). Este hibridoma es estimulado por protelnas gue tisnen
masas moleculares relativas en un rango de 70 a 92 kDa senaladas en el
recuadro(A). La respuesta del hibridoma fue determinada por bioensayos con

CTLL-2.
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DISCUSION

ko requerimienio de una Célula Presentadora de Antlgeno (CPA) en la
induccion de una respuesta inmune esta bien establecido (Allen et af., 1884).
Las celulas T reconocen a paptidos antigénicos especificos, unidos a moléculas
del Complejo Principal de Histocompatibilidagd (CPH) de las CPA. La sefial
genegrada del complejo CPH/peplido/Célula T por medio de su receptor (TCR)
permite la activacion de linfocitos T, Zste complejo es un elemento clave para
inducir una respuesia mmune,

Las celulas T sdlo reconocen determinantes lineales de fragmenios de
proteinas compuestias de 15-30 residuos de aminoacidos (Otvos af al., 2000,
La inmunidad a glardiasis basada en células T ha sido escasamente sstudiada,
Una herramienta biologica que nos permita el entendimiento de la respuesta de
lipo celular son los hibridomas de células T, Estos, son usados principalmente
para investigacion de actividad de las células T cooperadoras, tanto para el
establecimiento de la especificidad de peptidos que desencadenan una
respuesia  nmune,  asl como el erttendimiento  de  mecanismos  dgl
procesamiento de antigeno/seleccion de epliopes (Dzhambazoy el al, 2008),

En este trabajo nosotros separamos una mezcla antigénica proveniente
de una cepa de G. famblia por electroforesis (SDS-PAGE), con una posteriar
giucion de proteinas y la generacion de hibridomas de células T nos reveld que

existen antlgenos inmunodominantes de G. famblia que inducen una respuesta



de tipo cefular estimulando fuertemente a los hibridomas 4D5 y 1005
produciendo IL-2 cuando son procesados y presentados por una linea de
celulas B. Be caraclerizaron inmunoldgicaments dos hibridomas de células T
TGS ES y 4D5.EN0, que son estimulados por amincacidos que se encuentran
en un rango de 70 y 92kDa para el hibridoma 408.E10 y 100-109 kDa para el
hibridoma de celula T 1065 3,

Estos hibridomas de células T mantienen una buena sensibilidad e
reconocer antigenos presentados por CPA Para futuros estudios ests
herramienta Himitada nos va a permilir de elucidar el mecanismo por el cual G,
lamblia  provocs una respuesta inmune de fipo celular, asl como la
caracterizacion bioguimica y molecular de epitopes antigénicos que estimulan

ung respuesta de tipo celular,
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CONCLUSIONES

Se obtuvo una mezela helerogénea de proteinas a parir de extractos
anligenicos de . lamblia y se establecieron las condiciones optimas
para el ensayo de proliferacion de células T in vitro para bazo vy placas de
Pever,

Se generaron hibridomas de células T de ratones infectados especificos
para antigenos inmunodominantes de Glamblia. Los hibridomas de
celulas T 10G5.E3 v 4D85.E10 fueron seleccionados por su capacidad de
reconocimiento a protelnas especlficas de G. famblia. El hibridoma de
célula T 10G5HE3 {ue estimulado por alguna proteing que se encuantra
e@n un rango de 100-108 kDa, mientras que el hibridoma de célula T
405 E10 fue estimulado por alguna proteing que se encuentra en un
rango de 70-8¢ kDa.

Estos hibridomas de ceélulas T son células inmortales y son herramientas
bilegicas que nos permilirdan el conocimiento  del mecanismo  de
procesamiento v presemtacion de anligenos de Glardia a CPA (en un

modeals “in vitro"),
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ANEXO

En esta seccion se incluye informacidn detallada acerca de la
metodologia utihzada en este trabajo, para la oblencion de hibridomas de
celulas T especificos de Glardia famblia, Se describe desde la manera de
cultivar a G. lamblia, hasta los ensayos de células utilizados. Esta metodologla

se puede adaptar al tipo de muestra que se desee estudiar,

Cultive de Giardia lamblia

Malerial
» Incubadora a 37°C
v Tubos de ensayo 13 x 100 con tapdn de rosca estériles
« Pipelas serologicas estériles de 10, 5y 1 ml
o Pipetor (Drummaond Broomal, Scientific CO)
e Mechero
«  Sistema de filtracion (Slertl aseptic systern, millipore, Bradford M4 01730
o Filtros de poro 0.45 pm
»  Campana de flujo laminar {(Purifier ctass 1 hiosafety cabinet, Delta series,

LABCONCO)



Medio de Cullive TY|-5-33

Tripticasa...... L L e e e e e G0 2.0 g
Extracto de levadura..........oo A g
Claruro de S{")t‘JIDO?CJ
lAwﬁnlmo()m g
Citrato FErico Amoniacal............ o c A3 MY

Fosfato MonobaSIEo. ..o B Mg

Fostalo DIBASICO. ..o 100 mg

Se ajusta el pH a 6.9 con NaOH 10N v se afora a 100 mL con agua
bidestilada, Se agrega 0.2 ml. de antibidtico (Rosephin). Se suplementa con 10

ml. de suero bovino (SIGMA), Se Filtra ¢l medio de cultivo an el sistema de

fitracion con filtro de 0.45um.

Procedimientio

1. Colocar aprox. 7.5 mL de medio TYL8-33 suplementado al 10% con

suero boving en un tubo de ensayo 13 x 100 estéril



2. Adicionar 0.5 mL de cultivo de Giardia lamblia GS-H? en confluencia
{1x10% trofozoitos/mb).
La transferencia se realiza en condiciones completamente estériles. en

uha campana de flujo laminar, reduciendo los riesgos de contaminacion.

Antigeno soluble de Giardia lamblia

Frocedimisnto

1. Se necesitan cultivos axénicos de trofozoitos de Glardia Jamblia de la
cepa GoH7 en tubos de ensayo con lapon de rosca.

2. Se mantienen en hielo por 15 min, para que las Giardias se despeguen
ded vidrio.

3. se centrifugan a 800xg por 10 min a 4°C (Se resuspendan y 5@ juntan en
2 tubos).

4, Lavar 3 veces con PBS estéril pH 7.2, centrifugando a BOOxg 10 min &

4°C . Cada lavado se hace con 10 ml.

5. Resuspender en 1.4 mb de PRS pH 7.2,
f3, Se realiza una cuenta celular en hemacitometro con una dilucion 1200,

Por otro tado se realiza la lisis celular {1.935 mi de SUSPEnsion en tubo

eppandor),



7. Gongelar y descongelar 3 veces en Nitrdgeno liquide a temperatura

ambients

8. Adicionar Sk de inhibidores de proleasa.
g, Sonjcar a 20 ciclos por 2 min (2 veces)

10, Cantrifugar a 14,000 xg a 4°C por 15 min

11, Se obliene el sobrenadante que es el antigeno soluble.

Elucion pasiva de proteinas de geles en condiciones desnaturalizantes y

reductoras (SD5-PAGE),

Procedimianto

T be  utilizan geles  preparativos  de  poliacritamida e condiciones
deshaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) al 12% de 1.5 mm de ancho, con
una concentracion de 400 pg de la mezela antigenica.

2. Dividir cuidadosamente en § fracciones de aproximadamente fom. Estas

a suovaez se coran en 3 fracciones de aprox. 0.33 cm vy colocar en tubos de

vidrio.

3, ae maceran uilizando émbolos de jeringas,

A Disolver en 1 ml. de PBS diluido 1,10, Agitar vigorosamente en vortes,
5. Incubar a 4°C toda la noche. Al dia siguiente agitar de nuevo,

&, Centrifugar a 1000xg por 10 minutos para sedimentar ¢l gel,



7. Obtener el sobrenadante,

8, secar las muestras totalmente en un evaporador speed-vac (Savant,
DNAT10),

9. Resuspender en agua deionizada en un volumen de 100 ..

10, Determinar protelna por el método del Acide Bicinconinico (Micro BCA,

FIERCE, Rockford, L),

Fraccionamianto por HPLC

Procedimiento

1. Gbtencion de la mezcla antigenica de G. famblia,
2. Fraccionamiento en HPLC en fase reversa
Columha Vydac 218TP54 Cyp (lamaio de la particula Sum, 4.6 mm x 25

cm, 300%A diametro det poro).

He wiliza un gradiente de acetonitrilo.
Solventes:

A, 0.068% acido trifluorcacetico en agua

B, 0.052% de acido trifluoroacetico en 80% de acatonitrilo,

Giradients;

B0 min: 2- 37.5% solvente B



2h min: 37 .5- 75% solvente B

18 min: 7H- G8%

Se colectan cada 0.5 min, Velocidad de flujo: 0.5 mLimin, absorbancia: 214 y

280 nm

Ensavo de jfinfoproliferacion

Frocedimignto

1, Recolectar el bazo de ratones infectados con Giardia lamblia.

2, Homaogenizar jos organos linfotdes (bazo),

3. Lavar 1X las celulas con medio DMEM suplementado al 10% con suere
fetal bovino (D10F) a 1800 rpm por & minutos a 4°C,

4, Ehminar tos globulos rojos de las celulas de bazo ulilizando la solucion
reguiadora ACK (solucion de lisis), wtilizando un tubo de 50 ml. Adicionar 5 ml
de la solugion ACK al paguete celular de células de bazo. Incubar por 5 minutos
a temp. Ambiente (@ los 2.0 min dar una ligera agitacion). CUDADO! No
axceder en tiempo porgue se lisan las células de interds,

NOTA: Las celulas de Placa de Pever y Nodulos linfaticos mesentericos se
dejan en hielo hasta su uso.

5 Adicionar 10 mL de D10F,

47



B, Centrifugar a 1500 rpm por 5§ min a 4°C,

7 Lava las célutas 1X con 10 mL de D10F a 1500 rpm por & min a 49C,
8. Resuspender las celutas en 5 mL de D10F vy cuenta las células con azul

de Tripano.
8. Ajustar las celulas a 200,000/ mL.
10, adicionar 100 b por pozo.

11 Adicionar el antigeno a estudiar a diferentes concentraciones,

Generacion de Hibridomas de Células T

Procedimienio

1, Inmunizar ratones con 100 pg de la mezcla de antigenos selubles de G,

lamblia y adyuvante completo de Freund (Gibco) en cada cojinete plantar,

2, Obtenar tos ganglios linfaticos al dia 8 post-inmunizacion,

3, Resuspender las celulas en [J10F,

4, Realizar una cuenta celular en una camara de Neubauer.

5. Esterilizar la mezcla antigénica por filtro de membrana de 0.20um para

gyifar contaminacian.

g, Estimular fas células con la mezcla antigénica a una concentracion de
1M
7 Incubar a 37°C por 3 dias hasta que se observar crecimiento celular,



8. Transledr las células T del cultivo a tubos conicos (Falcon) y centrifugar a
700xg 3 veces por 10 min. Resuspender en D10F a temperatura ambiente,

4. Contar fas células que creciaron(utilizando una dilucidn 1:4) v 1as células
de fusion: células T BWE147a'

Nota: La canfidad de células BWSH147aB debe ser 3 veces mayor que la
cantidad de las células T provenientes de ratdn. Se hace una relacion 13 de las
celulas (T célula T proveniente de raton por cada 3 células BW5S147a ).

0. Mezclar ambas células

11 Realizar 3 lavados con D10F a 379,

12 Colectar todo el medio y centrifugar a 700xg 1X por 2 min,

13 Decamtar el medio

4. Colocar las células en bafio de agua previamente equilibrado a 37°C y
realizar los siguierites pasos: adicionar 1 mlL de Polietilenglicol al 50% (PEG
1500) gota a gota por 1 minute, agitando las células, Adicionar 2 ml de DMEM
gota a gota por 2 minutos. Después adicionar 7 ml. de DMEM gota a gota por 3
minutos. Todos estos pasos deben hacerse controlados, en tiempe, volumen y
fermperatura,

15 GCentrifugar a 700 xg durante § minutos v eliminar el medio con una
pipeta.

16 Resuspender cuidadosamente en D10F vy colocar en placas de 88 pozos.



Medio selectivo HAT (Hipoxantina-Aminopterina-Timidina)

Procadimiento

Zate medcio permite el crecimiento solo de las celutas que se fusionaron y
se prepara de la siguiente manera:
1. Resuspender un vial de medio HAT (SIGMA) en 10 ml. de DMEM.

2. Transferir a 200 mL de DMEM.

3 Adicionar 25 ml. de Suere Fetal Bovino (decomplementado),
4. Ajustar a un volurmen de 250 mbL con DMEM,
5. Filtrar por 0.20 pm.

Tamizaje de Hibridomas de Células T especificos para Giardia lamblia

Procedimignto

FPara el tamizaje 0 selgccion de hibridomas especificos de G. lamblia se uliiiza
el biognsayo de hibridomas de células T,

1. Contar las lineas celulares: hibridomas de célulag T oblenidos en la
fusion y Geélulas Presentadoras de Antigenc (CRA; M12.AM,

2. Estimar las células necesarias y se ajustar a 100,000 ceélulas de

hibridomas gn 100 ulb., 50,000 CPA (M12 AY en 50 ul..



3. Ajustar el antigenoa ta concentracion que sa desea probar en 50 L.

s recomendable  utilizar  diferentes  concentraciones, ya  que
concentraciones muy altas pueden ser toxicas para las células,
4, Colocar en ptacas de 96 pozos en fondo plano e incubar por 20 horas a

37"C enh condiciones de CO..

5. Recuperar 100 pL de sobrenadante por pozo y transfetirlo a ofra placa
idantica.
3. Congelar fas placas con el sobrenadante obtenido a -40°C por lo menos

1 hora.
7. Las células CTLL s& lavan b veces a 700xg. con DMEM.

Sste paso es mmuy importante, ya que si las células fueron recientemente
cambiadas de medio, posiblemente los resullados obtenidos no sean los
esperados, ya que al momento de medir proliferacion las células se verian
iguales tanto en control positivo como negativo, io cual no seria significativo en
el ensayo. Mor lo cual se recomienda que por lo menos fas células CTLL-2
esten 3 dias en medio DMEM suplementado al 5% con 5FB (DSF), asi como
con lL-2 e 5o le agrega para su crecimisnto,

8. Ajustar las células a 40,000 cod) por 50 wipore con medio DSF y

colocarlas en la placa con el sobrenadants

2, Incubar par 20 horas a 37°C en almdsfera de COy,
Litilizar como controles intermos a celulas CTLL mas 1L-2, como control

positivo (40,000 células/50 ol de CTLL con 10 pl de 1L.2) v como conirol



negativo: CTLL con DSF, Aguetlos hibridomas de células T gue fueron
especiiicos de G lamblia fueron activados, produciendo Il.-2. Después del
ttempo de incubacion se realizd una svaluacion de la proliferacian celular por el

metndo de MTT.

Evatuacion de la proliferacion celular por ¢l metodo de MTT

Este método se basa en la reduccion del MTT (3-4,5-dimetilthiazol-2 y 1)-
£ 8-difeniltetrazolivm bromuro) a furmazan, ocasionando solamente por células
biclogicamentes activas v la sefial generada, depende del grado de activacion de
las  mismas. Los cristales de formaran resultantes se  solubilizan con

isopropanot acidico y la absorbancia de la solucion colorida generada se lee a

570-655nm en un lector de BLISA,

Frocedimienn

1. Después de incubar a las células CTLL-2 con el sobrenadanie en donde
ge gncuentra la IL-2 provenienle de los hibridomas de células T activadas

adicionar 15 1. de MTT.

2 necubar por 4 horas a 37°C en condiciones de CO.,
3, Adicionar 150 Jf de isopropancl acldico.



4. Obtener fa proliferacion de CTLL-2 por absorbancia a 570-855nm en un

lector de ELISA,
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