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Resumen 

 
Giardia lamblia es un organismo divergente, causante de una enfermedad denominada 

Giardiasis. Este parásito reviste especial interés biológico por su posición evolutiva basal 

y metabolismo simplificado; por esta razón es importante estudiar el metabolismo del 

NAD+ en este organismo y así conocer sus diferencias con otros modelos de estudio.  El  

Dinucleótido de Adenina y Nicotinamida (NAD+) es una molécula de relevancia 

metabólica y celular que actúa como cofactor, sustrato y participa en procesos de 

transducción de señales intracelulares. Las distintas rutas de síntesis de este metabolito 

convergen  en la enzima  Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa 

(NMNAT) (EC: 2.7.7.1/18). En estudios previos se identificaron por herramientas 

bioinformáticas dos candidatos para la NMNAT de G. lamblia (GlNMNAT-A y GlNMNAT-

B); los cuales se clonaron, expresaron y evaluaron enzimáticamente. En el presente 

trabajo se continuó el estudio de la GlNMNAT-A, mediante aproximaciones 

bioinformáticas y experimentales. Específicamente, se generó un modelo estructural in 

sillico y se evaluó la expresión de esta proteína, mediante retro-transcripción.  

Adicionalmente, se realizaron estudios de inmunodetección; para lo cual se produjeron 

anticuerpos policlonales en modelos murinos y aviares (IgG e IgY). De igual manera, se 

estudió la localización intracelular de la GlNMNAT-A, mediante el empleo de transgenes.   

El modelo bioinformático generado presentó características representativas de las 

NMNAT, fundamentales para la función biosintética de estas enzimas. El análisis 

transcripcional mostró una baja expresión de las isoenzimas en trofozoitos de G lamblia. 

Finalmente, los análisis de localización mostraron patrones de ubicación citoplasmática 

de la GlNMNAT-A en trofozoítos y quistes del parásito.  

 

 

Palabras clave: Giardia lamblia, Dinucleótido de Adenina y Nicotinamida (NAD+), 

Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa (NMNAT), 

anticuerpos. 
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Abstract 

Giardia lamblia is a divergent organism and is the causal agent of a disease called 

giardiasis. This parasite has a special biological interest regarding its evolutive position 

and its simplified metabolism. For the above is important to study the NAD+ metabolism 

this organism in order to determine differences with other parasites. The Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide (NAD+) is a fundamental molecule in the cellular metabolism. 

NAD+ act as a cofactor, substrate and participate in processes like signal transduction. 

The NAD+ Synthesis routes converge in the enzyme Nicotinamide /Nicotinate 

Mononucleotide Adenylyltransferase (NMNAT) (EC:2.7.7.1/18). Previous studies 

identified two candidate sequences for NMNAT (glNMNAT-A y glNMNAT-B) of G. lamblia 

by bioinformatic tools. These candidates were cloned, expressed, and their enzymatic 

activity was evaluated. In this work the study of glNMNATs is continued by means of 

bioinformatic and experimental approaches. Specifically a structural model was 

generated in silico. Protein transcription was determined using retrotranscription. 

Additionally, polyclonal murine and avian antibodies (IgG and IgY) were produced in 

order to detect the expression of the glNMNATs. In the same way, glNMNATs cellular 

location was evaluated using transgenes. The bioinformatic model showed NMNATs 

representative features. These features are important to biosynthetic function. 

Transcriptional analysis showed a cytoplasmic location of glNMNAT in trofozoítos and in 

the parasite cyst.    

 

 

Keywords: Giardia lamblia, Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NAD+), 

Nicotinamide/Nicotinate Mononucleotide Adenylyltransferasa (NMNAT), antibodies.
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Introducción 

 

El mantenimiento de un balance adecuado entre los procesos de síntesis y consumo de 

NAD+ es el mecanismo mediante el cual se regulan una variedad de procesos celulares, 

por ende una síntesis continua de NAD+ es esencial para la viabilidad celular, [2, 3] esto 

convierte a las enzimas involucradas en este proceso en puntos de interés, ya que en 

ellas recae la labor de mantener los niveles intracelulares de esta molécula, permitiendo 

de esta manera una modulación metabólica que conlleve al mantenimiento de la 

homeostasis. No es sorprendente, que las enzimas de la ruta sintética del NAD+ sean 

bastante conservadas evolutivamente.  

En organismos como Giardia el estudio de este tipo de vías conservadas es un punto 

clave para evaluar la divergencia de la maquinaria celular. Por ejemplo, Estudios de 

comparaciones genómicas con Trichomonas vaginalis y Leishmania major han 

demostrado que existen en Giardia un núcleo de 80 quinasas que constituyen la mínima 

maquinaria de algún quinoma conocido en un eucariota cultivable, en estos estudios, el 

hallazgo de varias secuencias divergentes y la presencia de fenómenos de duplicación 

excesiva de quinasas relacionadas con el ciclo celular, reflejan los grandes cambios a 

travesados por el parasito durante su ciclo de vida. [4]  

Aunque el NAD+ es una molécula fundamental en todos los organismos vivos, el 

metabolismo de este Dinucleótido ha sido poco estudiado en el parasito. El genoma de 

Giardia lamblia reporta dos secuencias génicas candidatas para la Nicotinamida / 

Nicotinato Mononucleótido Adenililtransferasa (glNMNAT) enzima central en la síntesis 

del NAD+, ya que constituye el punto de convergencia entre las vías de síntesis 

conocidas para esta molécula [5] en trabajos realizados por nuestro grupo de 

investigación, ambas secuencias fueron clonadas en células de E. coli Linaje TOP 10 y 

finalmente expresadas en linajes E. coli BL21 obteniéndose la primera evidencia de la 

expresión a nivel proteico de ambas isoenzimas, ensayos adicionales han permitido 
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confirmar ambos candidatos como enzimas activas in vitro mediante el empleo de 

ensayos de actividad con los respectivos sustratos [6–8].  

En el presente trabajo de grado se desarrollan dos aproximaciones para la determinación 

de la localización subcelular de la enzima: (i) mediante detección directa de la proteína 

glNMNAT y (ii) mediante la detección de una proteína transgénica glNMNAT-HA en 

parásitos transfectados. La primera estrategia metodológica implica la generación de 

anticuerpos IgG (Ratón) e IgY (Huevo) contra la glNMNAT, con la idea de evaluar la 

localización in vivo de esta enzima en el parasito empleando inmunofluoresencia 

indirecta. Los anticuerpos policlonales constituyen herramientas de gran interés en la 

investigación científica; por tanto, hoy en día se hace más exigente no solo su calidad 

sino también la metodología empleada para su producción, es por esta razón que el 

desarrollo de anticuerpos en dos sistemas animales constituye una ventaja para la 

implementación de diversos procedimientos experimentales que contribuyen una mejor 

caracterización de la proteína de interés. [9] La segunda metodología a desarrollar es la 

detección de la expresión de proteína transgénica mediante el uso de un sistema de 

Transfección con el vector pTUBpacNT-HA específico para la Transfección en Giardia 

lamblia, como un mecanismo alternativo de aproximación a la localización celular 

mediante la sobre expresión de la proteína glNMNAT-HA y la detección indirecta de la 

misma con anticuerpos monoclonales (α-HA). [10] 

Como ultima aproximación abordada en este trabajo, se detectó la expresión de las 

isoenzimas a nivel de ARNm, empleando retro transcripción a partir de ADN 

complementario (ADNc) sintetizado a partir de iniciadores oligodT y de iniciadores 

específicos para los genes de interés. Validándose los datos reportados en la base de 

datos Giardia DB para la detección de ambas isoenzimas a nivel transcripcional. [1]  

Este trabajo es una contribución a las líneas de investigación del grupo de bioquímica y 

biología molecular de parásitos protozoarios, dado que Giardia constituye uno de los 

modelos centrales del grupo de investigación por su importancia evolutiva y por la 

importante información acerca de la bioquímica básica que puede obtenerse del estudio 

de organismos basales que han sabido adaptarse inteligentemente a una vida parasita. 

 

 



 

 
 

1. Fundamento Teórico y Estado del Arte  

1.1  Giardia lamblia 

Los protozoos del género Giardia han intrigado a biólogos y médicos por más de 300 

años, en razón a sus peculiares características estructurales, tanto como a sus rasgos de 

vida, considerándose modelos biológicos de gran interés. Este  parasito flagelado se 

encuentra ampliamente distribuido y afecta diferentes especies de mamíferos incluyendo 

humanos, de hecho, es visto como la causa más común de diarrea protozoaria en todo el 

mundo, por ello,  ha sido reconocido como un organismo de importancia médica y 

veterinaria en razón del impacto clínico de su infección tanto en humanos, como en el 

ganado y en animales de vida silvestre. De hecho, la enfermedad causada por el parasito 

conocida como giardiosis, ha mostrado prevalencias de 21,2% y de 65% en niños 

colombianos de 12 a 59 meses de edad y de 3 a 13 años respectivamente, alojados en 

asentamientos temporales [11], evidenciando los posibles alcances de la patología en 

poblaciones inatendendidas o que habitan bajo condiciones socio económicas y salubres 

deplorables.  Incluso en países industrializados la giardiasis puede ser transmitida a 

través del agua, la comida y el medio ambiente, resultando en casos esporádicos o 

epidemias comunitarias.  

 

Actualmente, han sido desarrolladas numerosas pruebas moleculares con el fin de 

develar la compleja epidemiologia de la infección. Estos estudios han señalado la 

existencia de siete grupos genéticos o ensambles dos de los cuales: A y B,  son 

encontrados en humanos  y animales, mientras los remanentes  (C-G) son relativamente 

específicos de huésped. En las últimas décadas, con el reciente secuenciamiento del 

genoma de Giardia se abren nuevas perspectivas para el diagnóstico y tratamiento 

molecular de la parasitosis, facilitando no solo el estudio clínico sino también biológico de 

este parasito, este último aspecto enfocado principalmente en el entendimiento a nivel 

molecular de su evolución y relaciones filogenéticas. [12]  

 



 

Giardia posee un ciclo de vida en el que se observan dos estadios morfológicos con 

notorias diferencias bioquímicas: el quiste (forma infectiva) y el trofozoítos (forma 

vegetativa). El quiste (Figura 1-1 A) es un estadio fundamental para el parasito 

permitiéndole sobrevivir en agua, ser resistente a  sustancias químicas y atravesar el 

sistema digestivo de un nuevo hospedero. Presenta una forma ovalada con un diámetro 

de 7-10 μm. Posee cuatro núcleos (16N) y está recubierto por una pared externa de 0,3-

0,5 μm de grosor, la cual está compuesta por una capa filamentosa externa constituida 

por tres proteínas (Proteínas de la Pared del Quiste o CWP 1-3) y un polisacárido N-

Acetilgalactosamina (Giardian)  [13–15]. El trofozoítos (Figura 1-1 B) o  forma móvil de 

parásito produce la patología,  Tiene forma de pera y mide entre 12-15 μm de largo y 5-9 

μm de ancho. Presenta dos núcleos (4N), y algunas estructuras particulares formadas 

por microtúbulos como el cuerpo medio, cuatro pares de flagelos (anterior, posterior, 

caudal y ventral) y un disco ventral que sirve para la adhesión al intestino en el huésped  

[13, 15]. La membrana de los trofozoítos expresa proteínas variables de superficie (VSP), 

las cuales han sido ampliamente estudiadas por considerarse los principales antígenos 

que reconoce el hospedero, la dinámica de su producción está dirigida por un mecanismo 

de recambio que  permite únicamente la expresión de una variante en la membrana 

celular [15, 16]. A diferencia del quiste los trofozoítos necesitan condiciones anaeróbicas 

para sobrevivir y multiplicarse, además de condiciones específicas de temperatura, pH y 

salinidad [13]. 

 

Figura 1-1: Morfología de Giardia lamblia. (A) Microscopía de luz de un quiste. (B) Microscopía de luz de 

un trofozoítos La barra indica 10 μm. [17] 
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1.1.1 Ciclo de Vida de Giardia lamblia  

 

La forma infectiva o quiste es ingerida por un nuevo hospedero, en este momento se 

inicia el proceso de exquistación (Quiste  Trofozoítos Figura 1-2), se conocen dos 

pasos en este proceso: inicialmente el quiste entra en contacto con el pH ácido del 

estómago y luego con un ambiente rico en proteasas y ligeramente alcalino en la parte 

alta del intestino delgado. Durante el primer paso el quiste es estimulado por el ambiente 

estomacal a través de la pared, esto conduce  a una respuesta altamente coordinada que 

involucra cambios en la expresión génica, por otra parte, los ligeros cambios del pH 

intracelular estimulan la generación de pliegues en la membrana que algunos autores 

consideran importantes en la determinación de la polaridad de los trofozoítos [15]. Se ha 

reportado en esta etapa también, la presencia de vesículas periféricas contenientes de 

una fosfatasa (AcPh) similar a la encontrada  en mamíferos, la cual es secretada al 

espacio periplasmico en el parasito y cuya actividad es importante en el proceso de 

exquistación. La segunda etapa de la exquistación también involucra cambios en la 

expresión génica, se produce la rotura de la  pared del quiste por la acción de cisteína-

proteasas, finalmente se da por completado el proceso al emerger el exquizoíto, que 

tiene una forma ovalada y es tetranucelado (16N), la actividad metabólica del exquizoíto 

es intermedia entre la de un quiste y un trofozoítos.  Poco tiempo después de la aparición 

del exquizoíto, este experimenta una rápida división por citocinesis sin una duplicación 

del material genético, dando origen a dos trofozoítos, los cuales nuevamente se dividen 

por fisión binaria para dar lugar a 4 individuos. [15] 

 

Los trofozoítos habitan en el intestino delgado adheridos a las vellosidades intestinales, 

donde se alimentan y reproducen, hasta que el contenido intestinal inicia el proceso de 

deshidratación, momento en el que comienza el enquistamiento (TrofozoítosQuiste 

Figura 1-2), de hecho,  algunos trofozoítos son capaces de comenzar la enquistación en 

el yeyuno, después de la exposición a sales biliares, ácidos grasos y  la disminución del 

colesterol. [3] A nivel general,  la enquistación consiste en la perdida de los flagelos y la 

adquisición de una morfología ovalada rodeada por una pared quística compuesta de 

polisacáridos y proteínas, sin embargo, una visión más detallada del proceso muestra 

que ocurren importantes cambios bioquímicos y morfológicos clasificados en tres etapas: 

a) recepción de estímulos para la formación del quiste y activación de genes específicos; 



 

b) biogénesis de organelos secretores, síntesis, empaquetamiento, transporte y 

liberación de materiales de la pared celular; y c) ensamble de la pared extracelular [18].  

 

Al inicio de la enquistación, no todos los organismos experimentaran el proceso al mismo 

tiempo, los estudios morfológicos indican que la fase temprana se completa en 

aproximadamente 10 horas y la fase tardía en 16h. La fase temprana, caracterizada por 

la síntesis intracelular y el transporte de los componentes de la pared del quiste, se 

relaciona con la aparición de estructuras tipo Golgi fácilmente visibles por microscopia 

electrónica, que participan en el transporte. Un conjunto de proteínas de 21 a 39kDa, son 

expresadas y se conocen como las proteínas de la pared del quiste (CWP 1-3), Estas 

proteínas son transportadas en vesículas secretoras (ESVs) dentro de las cuales sufren 

importantes modificaciones, entre las que se destacan el corte del extremo C-terminal de 

la CWP2 por parte de una cisteína proteasa (ESCP), que al parecer es vital para el 

proceso de formación de la pared celular. Las CWPs según su estructura parecen estar 

relacionadas con familias proteicas que poseen repeticiones ricas en leucina y en la fase 

temprana forman complejos estables que son transportados a la pared del quiste [18, 19]. 

 

La fase tardía de la enquistación consiste en la aparición sobre la membrana del 

trofozoítos de sitios visibles para la iniciación del montaje de los filamentos de la pared 

del quiste, seguido por el ensamble de la porción filamentosa de la pared. Adicionalmente 

es característica la aparición de un conjunto de grandes proteínas (66, 78, 92 y 103kDa) 

que incrementan su expresión junto con las de bajo peso molecular de la fase temprana. 

Para el tiempo en que se completa la enquistación se produce el desensamble y 

empaquetamiento de organelos como el disco ventral y los flagelos; [3,10] 

desapareciendo completamente la motilidad, luego, la porción externa de los parásitos se 

torna redondeada y filamentosa, a partir de este momento, ningún individuo se unirá más 

al epitelio intestinal. Otros rasgos evidentes también, son la desaparición de las vesículas 

de enquistación ESV y la generación de dos rondas sucesivas de replicación de los 

cromosomas sin un evento de citoquinesis [14] dejando la poción interna del quiste con 

dos trofozoítos o 4 núcleos que no han completado la citoquinesis. Finalizada la 

enquistación los quistes son expulsados a través de las heces y pueden empezar un 

nuevo ciclo en el mismo hospedero o en otro  
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Figura 1-2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. Una vez los quistes son ingeridos por el hospedero y alcanzan el estómago 

se inicia el proceso de exquistación, este culmina en la parte alta del intestino donde emerge el exquizoíto que 

rápidamente se divide en dos trofozoítos y estos nuevamente se dividen, de tal forma que un quiste genera cuatro 

trofozoítos. Durante la exquistación se dan dos divisiones nucleares sin replicación del DNA. Los trofozoítos colonizan la 

mucosa intestinal. Algunos trofozoítos viajan con el flujo intestinal y enquistan. Durante la enquistación ocurren dos 

eventos de replicación del DNA y una división nuclear. Los quistes son desalojados en las heces. [17] 

 

 

 

 



 

1.1.2 Giardia lamblia un Eucariota Basal  

 

Giardia ha sido siempre un organismo de interés para los biólogos evolutivos, La 

divergencia presentada por Giardia lamblia en rasgos eucariotas típicos, ha generado 

controversia en cuanto a la posición y relaciones evolutivas de este organismo, siendo 

considerado muy ancestral en el árbol eucariota.  Los primeros estudios con miras a 

dilucidar la posición filogenética de Giardia usaron secuencias de ARN ribosomal 16S y 

mostraron que este organismo posee un ARN inusual perteneciente a un linaje 

ramificado tempranamente en los eucariotas. Estudios posteriores confirmaron su 

temprana divergencia usando otros loci conservados como los factores de elongación y  

quinasas dependientes de ciclinas, ubicando a Giardia como un organismo primitivo con 

una posición esencial en la evolución de los eucariotas [21]. Todo lo anterior llevo a 

considerar  inicialmente a este parasito, como un descendiente directo de células 

amitocondriadas hipotéticas (Protoeucarioticas).  

 

Los diplomonadinos parecen haber presentado adquisición de genes a través de 

transferencia lateral desde diversas fuentes, incluyendo bacterias y racheas, lo cual 

dificulta aún más la ubicación de Giardia en el árbol de la vida haciendo necesario 

estudios  filogenéticos con el uso de múltiples loci, Actualmente recientes análisis 

filogenéticos moleculares sobre caracteres morfológicos, sugieren  que Giardia es uno de 

los miembros más altamente adaptados de los diplomonadinos, La nueva evidencia 

molecular se basa en el hallazgo de genes que codifican proteínas de origen mitocondrial 

como: la Valil-t-RNA sintetasa, la chaperonina 60 y Proteína de Choque Térmico 70 

(HSP70) en su genoma, [22] demostrando que caracteres como la ausencia de 

mitocondria en el parasito, son debidos a perdida secundaria más que a divergencia de 

un eucariota ancestral precedente al proceso endosimbiótico. El hecho de que Giardia 

sea un parasito eucariota carente de mitocondria en sentido estricto, pero que presente 

muchos procesos celulares típicos de esta estructura, hace del estudio de las vías 

metabólicas afines a este orgánulo una pieza clave en el discernimiento de relaciones 

bioquímicas ancestrales evolutivamente.   
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1.1.3 Metabolismo en Giardia lamblia 

 

Es de conocimiento general que Giardia tiene una reducida capacidad biosintética, 

carece de vías de síntesis de novo de lípidos, purinas y pirimidinas, por lo que  suple la 

mayor parte de su metabolismo basal a través de vías de reciclaje. Por otra parte, Giardia 

carece también de mitocondria y fosforilación oxidativa mediada por citocromos, por lo 

tanto, sus únicas fuentes de producción energética son la glicolisis y la vía de la arginina 

dihidrolasa, obteniendo la energía a través de fosforilación a nivel de sustrato. Giardia, 

puede incorporar alternativamente la glucosa mediante de la vía de las pentosas fosfato, 

sin embargo todas las enzimas mencionadas anteriormente  responsables de la 

realización de estos procesos son solubles, a diferencia del confinamiento de las mismas 

en organelos como los hidrogenosomas, en organismos cercanamente relacionados 

como Trichomonas. Los productos finales de la fermentación son el acetato, etanol, 

alanina, dióxido de carbono e hidrogeno y sus cantidades se determinan por los niveles 

de glucosa y oxigeno inicialmente presentes en el medio. [21] 

 

Gracias a su sencillo metabolismo, Giardia está muy bien adaptada a su medio ambiente, 

sin embargo su reducción metabólica se vuelve costosa en términos de la competencia 

por las moléculas precursoras de las vías de reciclaje con los demás organismos de la 

microbiota intestinal. A pesar de todo esto,  el metabolismo de Giardia demuestra ser 

altamente balanceado, ya que por ejemplo, procesos como la formación de los 

carbohidratos de la pared del quiste son fuertemente controlados y regulados, así, 

durante el proceso de enquistación disminuye el catabolismo de glucosa que deriva en la 

obtención de energía e inicia la transformación de la glucosa en el azúcar N-

acetilgalactosamina componente de la pared del quiste, precursor de la síntesis del 

giardian, de manera que se induce una ruta enzimática completa incluyendo  la 

producción de una nueva enzima: la sintetasa de la pared del quiste, que sintetiza el 

homopolímero giardian. Para obtener la energía necesaria durante este proceso, los 

trofozoítos incrementan el catabolismo de arginina ostensiblemente. [21] 

 

 



 

1.2 Metabolismo del Dinucleótido de Adenina y 
Nicotinamida (NAD+) 

 

Dinucleótido de Nicotinamida y Adenina (NAD+) junto con sus formas reducidas y 

fosforiladas (NAD+, NADH, NADP+,NADPH+) tiene una gran relevancia, por su papel en 

la producción energética, gracias a su facilidad estructural para la transferencia 

electrónica. [23] Es capaz de participar como cofactor en muchas reacciones catabólicas 

como la glucolisis, la oxidación de ácidos grasos, el metabolismo del nitrógeno, tanto 

como en procesos anabólicos como la síntesis de aminoácidos nucleótidos y colesterol. 

[2] De hecho, la expresión de varios genes está regulada por el estado redox de estos 

nucleótidos de piridina a través de proteínas de unión a NAD+/NADH que actúan como 

sensores redox. Es por esta razón, que en la terminología de la teoría de redes el 

metabolismo del NAD+, constituye un  nodo dada su alta conectividad,  en relación a él 

gran número de reacciones en las que participa, de hecho, según la base de datos de 

reacciones KEGG (Kyoto Enciclopedy of Genes and Genoms) se han identificado 

aproximadamente 1600 reacciones que usan nucleótidos de piridina para transferencia 

de hidruros [24]. 

 

En los últimos años, se ha acumulado evidencia creciente de un gran número de 

funciones diferentes a las ya conocidas que son igualmente fundamentales a nivel 

celular, estos nuevos papeles del NAD+ tienen como particularidad su consumo como 

sustrato por enzimas que catalizan modificaciones covalentes de proteínas en diversos 

compartimientos celulares (Figura 1-3). Dentro de este grupo de proteínas encontramos a 

las poli-ADP-ribosa polimerasas (PARP), Sirtuinas (SIR), Mono-ADP-Ribosil 

Transferasas (ARTs) y NAD+ Glicohidrolasas [3, 22, 25–27]. (Figura 1-3) La actividad de 

estas enzimas es un vínculo entre los niveles de NAD+ y procesos como: la reparación 

del DNA, la muerte celular caspasa independiente, la tolerancia a condiciones de estrés, 

la restricción calórica y la regulación del envejecimiento. Estos procesos han sido 

evidenciados en organismos como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y 

Drosophila melanogaster. [23] Los anteriores estudios han sido concluyentes al 

demostrar como la síntesis y consumo NAD+ constituye un punto metabólico central a 

nivel celular y organísmico en una gran variedad de modelos. 
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1.2.1 Consumo del Dinucleótido de Adenina y Nicotinamida 
(NAD+) 

 

El consumo de NAD+ (Figura 1-4) involucra la liberación de nicotinamida (Nam) y la 

transferencia de la del motivo ADP ribosa sobre múltiples moléculas aceptoras, estas 

reacciones constituyen puntos clave en la señalización intracelular que controlan 

procesos vitales. Las proteínas aceptoras modificadas por Mono- ADP-Ribosilación, Poli-

ADP-Ribosilación o Deacetilación NAD+-Dependiente, experimentan cambios en sus 

propiedades funcionales. La poli-ADP-Ribosilación parece estar confinada al núcleo de 

organismos multicelulares y está involucrada en una variedad de procesos como el 

rearreglo, transcripción y reparación del ADN. Las deacetilasas dependientes de NAD+ 

representan una clase conservada de enzimas que transfieren el grupo acetilo desde 

proteínas modificadas al ADP-Ribosa previamente liberado del NAD+, son comúnmente 

denominadas sirtuinas y tienen un impacto critico en la regulación de los eventos 

nucleares como de acetilación de histonas, pero también en la regulación de enzimas 

centrales a nivel metabólico como la Acil CoA sintetasa, la Carbamoil Fosfato Sintasa y la 

glutamato deshidrogenasa [3, 12, 27]. 

 

A pesar que las sirtuinas han sido encontradas en procariotas y eucariotas incluyendo 

levaduras y mamíferos, en levaduras las mono-, las poli-ADP-Ribosilasas y la actividad 

NADasa (NAD+-glicohidrolasa) no han sido detectadas.[28] Las NADasas rompen el 

ADN en ADP ribosa o ADP-ribosa cíclico al formar un enlace intramolecular entre la 

ribosa terminal y el anillo de la adenina, estos productos son potentes mensajeros 

intracelulares movilizadores de calcio actuando sobre canales TRMP2 (Receptor 

Potencial Transitorio para Melastatina 2) o receptores de rianodina respectivamente. 

Dado el amplio espectro y la actividad permanente de las reacciones de consumo de 

NAD+, es obvio que un nivel celular de NAD+ necesita ser mantenido continuamente [3]. 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 1-3: Enzimas Transformadoras del NAD y Señalización Dependiente de NAD. 

El NAD+ es convertido reversiblemente a NADH por la adición de dos electrones y un protón (H-) al anillo de Nicotinamida. 

Las enzimas consumidoras del NAD+ rompen el enlace glicosídico que une el anillo de nicotinamida a la ribosa (Línea 

Roja Ondulada). Las ADP-RibosilTransfera5sas (ART) transfieren ADPR sobre residuos de Aminoácidos (Mono-ADP-

Ribosilación) o sobre proteínas unidas a motivos de ADP Ribosa (Poli-ADP-Ribosilación), estas modificaciones son 

revertidas por ADP-Ribosilhidrolasas (ARH) y Poli-ADP-Ribosilglicohidrolasas (PARG), liberando ADRP. Las Sirtuinas 

catalizan la deacetilación dependiente de NAD de proteínas que portan residuos de lisina acetilados, obteniendo O-acetil-

ADP-Ribosa (OAADPR). Las NAD-Glicohidrolasas (NADasas) catalizan la hidrólisis de NAD a ADPR y Nicotinamida, tanto 

como, la conversión de ADPR a ADP Ribosa Cíclico (cADPR), las NADasas también catalizan la sustitución del motivo 

nicotinamida por el ácido nicotínico en NADP- obteniendo NAADP, estos derivados pueden disparar la liberación de calcio 

intracelular. [3] 
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1.2.2 Síntesis del Dinucleótido de Adenina y Nicotinamida (NAD+) 

 

A nivel general, la síntesis del NAD+ se lleva a cabo mediante dos mecanismos 

principales (Figura 1-4), la síntesis de Novo cuyo precursor es el Quinolinato proveniente 

del Triptófano o el Aspartato y las vías de reciclaje que integran los productos de 

degradación del NAD+ que son la Nicotinamida o Niacina y el Nicotinato o vitamina B3; 

estos precursores son transferidos al fosforribosil pirofosfato (PRPP) por medio de 

fosforibosiltransferasas específicas, dando como resultado Nicotinato Mononucleotido 

(NAMN) o Nicotinamida Mononucleotido (NMN); Recientemente se ha descubierto un 

nuevo precursor en levaduras y mamíferos: La Nicotinamida Ribosido (NR), la cual se 

encuentra naturalmente en la leche y cuya incorporación se da a través de las vías de 

reciclaje. La NR también da lugar a NMN a través de una reacción de fosforilación por 

una quinasa específica (NrK1), no obstante también puede incorporarse NR por medio de 

una conversión a Niacina a través de Nucleosido fosforilasas o Nucleosidasas Hidrolasas 

no específicas para NR (Pnp1, Meu1 y Urh1). (Figura 1-4) [5] 

 

En levaduras y mamíferos, la vía de reciclaje es iniciada por la rotura de NAD+ a cargo 

de las NAD+ glicohidrolasas y la consecuente liberación de Nicotinamida.  Esta es 

incorporada a la síntesis del NAD+ a través de dos vías: en bacterias y levaduras se da a 

través de la vía Preiss-Handler que involucra la deaminación de la Nicotinamida por la 

Nicotinamidasa a Acido Nicotínico (NA) esta reacción es seguida por la síntesis del Ácido 

Nicotínico Mononucleotido (NaMN) catalizada por la enzima Fosforibosil Transfersa de 

Ácido Nicotínico (NaPRTasa), siendo este intermediario incorporado a la vía de novo. Por 

otra parte en mamíferos la Nicotinamida es directamente convertida a Nicotinamida 

Mononucleotido (NMN) por la NaRPT y luego a NAD+ por la Nicotinamida/Nicotinato 

Mononucleotido Adenilil Transferasa (NMNAT). En hongos y mamíferos que obtienen de 

la dieta Nicotinamida Ribosido, esta se fosforila para dar lugar NMN por la Nicotinamida 

Ribosido Quinasa, la cual es convertida a NAD+ también mediante la NMNAT. [3, 29, 30] 

 

El paso final en la biosíntesis del NAD+ en donde ambas moléculas (NMN o NAMN) son 

convertidas en los correspondientes dinucleótidos consiste en una reacción de 

adenilación que implica una transferencia reversible del motivo AMP del ATP sobre el 

Mononucleótido de piridina (NMN o NAMN) y es catalizada por la Nicotinamida/Nicotinato 



 

Mononucleotido Adenililtranferasa (NMNAT; EC 2.7.7.1). (Figura 3) [5, 12, 29, 31] 

Constituyendo el paso común entre todas las vías de síntesis anteriormente descritas y 

por ende la reacción limitante para la generación de NAD+. Por este motivo, se han 

llevado a cabo muchos estudios en diversos organismos con el objetivo de caracterizar 

esta enzima mediante aproximaciones de biología molecular y bioquímica.  

 

Figura 1-4: Ilustración de la biosíntesis del NAD+ en Eucariotas. QAPRT: Ácido quinolínico fosforibosil transferasa, 

NADS: Nicotinamida adenina Dinucleótido sintasa, NAPRT: Acido Nicotínico Fosforibosil transferasa, NMPT: Nicotinamida 

fosforibosil transfereasa, NRK: Nicotinamida ribosido quinasa.[29] 
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1.2.3 La Nicotinamida / Nicotinato Mononucleótido Adenilil 
Transferasa (NMNAT) 

 

La NMNAT es una enzima perteneciente a la familia de las Nucleotidil Transferasas, 

presenta como característica fundamental dominios de unión a dinucleótidos α/β cuyo 

núcleo corresponde a un dominio conocido como plegamiento tipo Rosman característico 

de las proteínas de unión a NAD+ que consiste precisamente en una serie de láminas β 

anti paralelas rodeadas de hélices α.  El número de estas estructuras secundarias varía 

en cantidad como se ha visto en las estructuras NMNAT determinadas 

experimentalmente (Figura 1-5). [28, 32, 33] 

 

FIGURA 1-5: Representación en Cintas de la NMNAT de Diferentes Fuentes. El dominio corto C-Terminal coloreado en 
azul. El elemento estructural, más un gran bucle o un bucle y una pequeña lamina β que conecta dominio α/β a el C- 
terminal representados en naranja. Tales elementos estructurales son sujetos a cambios conformacionales que 
acompañan la catálisis y proveen una contribución clave a la estabilización del  acoplamiento oligomérico en todas las 
NMNAT caracterizadas por su estructura cuaternaria de dímeros, tetrámeros o hexámeros. [32] 
 

 

 

 

 



 

Se han propuesto dos mecanismos para la síntesis de NAD+: el primer mecanismo 

asume una reacción de doble desplazamiento que involucra la formación de un 

intermediario covalente adenilil-enzima y la liberación del Pirofosfato (PPi), seguida por la 

transferencia del grupo adenilil a la NMN para formar NAD+, mientras el segundo 

mecanismo describe un ataque nucleofílico del α-Fosfato del NMN sobre el α-Fosfato  del 

ATP para formar NAD+ y liberar PPi.  Estudios de resonancia magnética nuclear de la 

síntesis del NAD+ tanto como estructuras cristalinas en complejo con reactantes, 

soportan el mecanismo del ataque nucleofílico. Pero un completo entendimiento de la 

química catalítica espera una información estructural más detallada.[28] 

 

Se han obtenido resultados positivos en la búsqueda de la NMNAT en todos los 

organismos en los cuales se ha investigado desde arqueobacterias hasta mamíferos.  En 

procariotas los alineamientos de secuencias NMNAT en varios organismos muestran 

homología, sin embargo, existe gran variabilidad  entre las especies, eso es consistente 

con la heterogeneidad evidenciada en los procariotas tanto en su metabolismo como en 

su composición genética.  Por otra parte, en levaduras se han clonado dos isoformas que 

difieren en las  secuencias activadoras cadena arriba (UAS) de sus promotores por lo 

cual reclutan diferentes factores de transcripción y por esta razón la expresión de cada 

una de ellas muestra perfiles diferentes durante eventos como: el cambio de 

fermentación a respiración como fuente primaria de energía y esporulación en 

condiciones de crecimiento  desfavorables. [27, 28] 

 

En humanos se han descrito y caracterizado tres isoenzimas NMNAT, cada una de las 

cuales presenta una afinidad distinta por el sustrato, una localización subcelular y tisular 

particular y una estructura cuaternaria diferencial, es así como la HsNMNAT-1 se ubica 

en el núcleo y se asocia a la Poli-ADP-Ribosa Polimerasa (PARP), la HsNMNAT-2 se 

encuentra ubicada en Golgi y la HsNMNAT-3 se encuentra confinada a la mitocondria 

(Figura 1-6). Incluso,  se ha demostrado actividad NMNAT en eritrocitos, al parecer por la 

aparición de una isoforma alternativa antes de la diferenciación terminal del linaje 

eritrocítico.[27, 32–34] 

 

La NMNAT reviste un especial interés médico y ha sido propuesta como un blanco 

terapéutico relevante en relación con distintas patologías humanas.[28, 29, 33, 35] La 

NMNAT cataliza la conversión metabólica de potentes drogas antitumorales como la 
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Tiazofurina y la Benzamida Ribosido a sus formas activas las cuales son análogos del 

NAD+. También se ha observado actividad chaperona de la NMNAT que genera 

protección a células con desordenes como degeneración axonal inducida por daño, en 

experimentos de sobreexpresión en distintos linajes, esta actividad chaperona, se 

correlaciona con  la síntesis de ADN durante el ciclo celular. Adicionalmente la actividad 

NMNAT se ve disminuida en células tumorales, por lo que se propone como como un 

blanco terapéutico. De hecho los pasos involucrados en la síntesis del NAD+ están ya 

siendo utilizados como blancos de quimioprevención, radiosensibilización y terapia en un 

amplio rango de enfermedades tales como cáncer, Alzheimer, esclerosis múltiple y la 

enfermedad de Huntington. [32] 

 

FIGURA 1-6: Compartimentalización de la Biosíntesis del NAD+ (P) y Principales Vías de señalización Mediadas 

por NAD (P) en Células Eucariotas. Abreviaciones: ART, mono-ADP-ribosiltransferasa; TCA, Ciclo del Ácido Cítrico; 

cADPR, ADP-ribosa Cíclico; ER, retículo endoplásmico; NAADP, Dinucleótido de adenina y acido nicotínico fosfato; 

NADase, NAD glicohidrolasa/ADP-ribosil ciclasa bifuncional; NMNAT, nicotinamida/nicotinato Mononucleótido 

adenililtransferasa; PARP, poli-ADP-ribosa polimerasa.[12] 

 

 

 



 

1.3 Metabolismo del Dinucleótido de Nicotinamida y 
Adenina (NAD+) en Giardia lamblia 

 

En la base de datos de Giardia DB, se reportan para del transcriptoma del parasito dos 

secuencias candidatas para la NMNAT. [1] en trabajos realizados en nuestro grupo de 

investigación mediante herramientas bioinformáticas se analizaron las secuencias 

mediante alineamientos múltiples para obtener indicios acerca de las relaciones 

filogenéticas con otras secuencias homologas en diversos organismos representativos de 

los diferentes filum vivientes (Figura 1-7 y 1-8). Con esta información se procedió a la 

clonación de ambas secuencias en células de E.coli Linaje TOP 10 y finalmente a la 

expresión de las mismas en cepas de E.coli BL21, de estos análisis se obtuvo la primera 

evidencia de la expresión a nivel proteico de ambas isoenzimas. [6–8]. Adicionalmente se 

detectó actividad NMNAT in vitro para ambas isoenzimas candidatas (GlNMNT-A y B)  a 

través de ensayos enzimáticos acoplados empleando la enzima Alcohol Deshidrogenasa 

(ADH EC: 1.1.1.1)   en los cuales la actividad adenilil transferasa (Síntesis de NAD+ a 

partir de NMN y ATP)  se detectó mediante la medición espectrofotométrica de la  

reducción del producto (NAD+  NADH) a 340nm empleando ensayos de 

Inmunoabsorción ligados a Enzimas (ELISA). Los anteriores trabajos abren paso a la 

realización de posteriores estudios in vivo en el parasito.  

 

En este documento se abordaron dos nuevas aproximaciones con el objetivo de 

determinar aspectos importantes para la caracterización de las NMNAT como la 

determinación la localización celular de la enzima en el parasito y la evaluación de la 

expresión de la misma durante el ciclo de vida del mismo, generando datos claves que 

contribuyen a dilucidar  la dinámica de la síntesis del NAD+ en G. lamblia.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Fundamento Teórico y Estado del Arte 19 

 

 
Figura 1-7.  Árbol de distancias construido por el método de Neighbor Joining (NJ) (CLC Sequence Viewer 6.2). 

Secuencias empleadas: E. coli (gi|253774980), B. subtilis (gi|22218987), S. aureus (gi|253733155), S. cerevisiae 1 

(gi|6323360), S. cerevisiae 2 (gi|6321447), A. thaliana (gi|42568561), D. melanogaster A (gi|45550828), D. melanogaster B 

(gi|45551972), M. musculus 1 (gi|187953935), M. musculus 2 (gi|57242975), M. musculus 3 (gi|62027527), H. sapiens 1 

(gi|20070321), H. sapiens 2.1 (gi|24307989), H. sapiens 2.2 (gi|25141325), H. sapiens 3 (gi|30039706), G. lamblia A (gi 

159113174), G. lamblia B (gi 159108475). [8] 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 1-8.  Comparación de las Secuencias de Aminoácidos de las isoenzimas glNMNAT-A y B con Secuencias 

Homologas.  Los asteriscos (+) señalan aminoácidos idénticos; el punto (.) y los dos puntos (:) indican respectivamente  

una sustitución sinónima o no sinónima de un aminoácido conservado. los residuos cerrados en una caja gris, 

corresponden a los motivos de unión a ATP característicos de las NMNATs. El alineamiento múltiple fue realizado 

empleando ClustalW2.  [6] 

 

 

 
 



 

 
 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo General  

 

Estudiar la Nicotinamida Nicotinato Adenililtransferasa de Giardia lamblia (glNMNAT) a 

través de la determinación de su localización y niveles de expresión intracelulares.  

2.1.1 Objetivos  Específicos  

 

1. Desarrollar, producir y purificar anticuerpos aviares α-glNMNAT (IgYs)  

 

2. Determinar la localización subcelular de la glNMNAT mediante inmunolocalización  

 

3. Analizar la localización de la enzima glNMNAT usando un vector transgénico de 

expresión en Giardia lamblia  

 

4. Establecer la expresión de la enzima a nivel proteico, durante el ciclo biológico de 

Giardia lamblia.  

 

5. Identificar la expresión de la enzima a nivel transcripcional, durante el ciclo 

biológico de Giardia lamblia.  
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2.2 Justificación  

 

 

 

La dinámica de la síntesis y consumo de NAD+ esta hasta ahora empezando a ser 

dilucidada en un modelo evolutivo tan importante como Giardia, y es por ello valioso el 

desarrollo de aproximaciones metodológicas como la de este trabajo, encaminadas 

dilucidar el patrón de expresión y localización de la enzima clave en la síntesis de esta 

molécula central, esto contribuirá a la determinación de la divergencia de la maquinaria 

celular metabólica basal eucariota para la síntesis del NAD+. Los resultados obtenidos en 

trabajos previos, además del conocimiento generado, son un reflejo de la importancia del 

NAD+ para Giardia.  

 

Los datos obtenidos para modelos protozoarios como Giardia cercanamente 

relacionados a los agentes patológicos de alta relevancia en el trópico como: 

Tripanosoma, Leishmania y Plasmodium son fundamentales para el descubrimiento de 

posibles divergencias entre eucariotas primitivos y sus correspondientes huéspedes 

mamíferos, esto generaría conocimiento básico del cual podría partirse para el desarrollo 

de posibles mejoras en los tratamientos y/o nuevos blancos farmacológicos. 
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3. Metodología 

3.1 Análisis Bioinformáticos 

3.1.1 Análisis de Secuencia Primaria de la Proteína glNMNAT 

Se obtuvo la secuencia de aminoácidos de la enzima Nicotinamida/Nicotinato 

Mononucleotido AdenililTransferasa de G. lamblia (glNMNAT), identificada con el código 

gi|159113174l, desde la base de datos del GenBank [42]. Se realizó la predicción 

funcional con base en la estructura primaria a través del CDC (Conserved Domain 

Database). Finalmente, se descartó una determinación estructural previa, mediante una 

búsqueda en la base de datos de estructuras tridimensionales PDB (Protein Data Bank) 

[36, 37]. 

3.1.2 Generación de un Modelo Estructural para la glNMNAT 

 

El modelo tridimensional fue generado a partir del servidor ITASSER1 [38] y se realizó 

por Hilado (Threading), el modelo se fundamentó en la estructura de la isoenzima 

NMNAT 1 de Homo sapiens (HsNMNAT-1 Código PDB: 1kqoA). Las validaciones 

energéticas y estructurales del modelo se realizaron a través del Programa 

SwissPDBViewer, [39] el servidor ProSA, [40]  y el servidor Rampage [41]. 

Posteriormente se realizó el procesamiento, análisis y generación de imágenes 

estructurales a través del Programa USCF Chimera. [49]  La comparación entre el 

modelo y la estructura humana se basó en el cálculo de la raíz de desviación media al 

cuadrado entre átomos pares (RMSD) empleando MatchMaker – Chimera (algoritmo 

Smith-Waterman) hasta obtener distancias máximas de 2,0 Å entre átomos pares más 

distantes). 

 

    

                                                
 

1
 El porcentaje de identidad obtenido (< 30%) permitió escoger el servidor ITASSER. 
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3.2 Producción de Anticuerpos Aviares (IgY-αglNMNAT)  

3.2.1 Purificación de la Proteína Recombinante (His-glNMNAT)  a 
Partir de Cuerpos de Inclusión 

 

La expresión de la proteína recombinante His-glNMNAT se realizó mediante la inducción 

del clon E. coli BL21-glNMNAT-pet100, bajo las condiciones de temperatura, tiempo y 

concentración del agente inductor (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranósa (IPTG)) 

establecidas previamente [13,14] Empleando medio LB con ampicilina. Las células se 

colectaron mediante centrifugación a 8000rpm durante 5 min a 4°C, los pellet obtenidos 

se re suspendieron en buffer de lisis (1mg/ml de lisozima, 300mM NaCl, 50mM NaH2PO4 

pH 8,0/NaOH) utilizando 5ml por cada gramo de peso húmedo celular. Esta re 

suspensión se incubo durante 30 min con agitación constante. Las muestras se 

sometieron a 10 ciclos de congelamiento-descongelamiento con nitrógeno líquido y agua 

a 37°C. Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y se 

separaron las fracciones solubles de las insolubles. Las fracciones obtenidas se 

analizaron mediante SDS-PAGE en geles discontinuos.   

La fracción insoluble de la lisis previa se encuentra enriquecida en la proteína de interés, 

en forma de cuerpos de inclusión.  Las fracciones insolubles se homogenizaron en 3 ml 

de buffer de lavado 1 (2 M urea, 100 mM Tris/HCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 2% 

Tritón X-100) y se centrifugaron a 12000 rpm durante 30 min a 4°C. Este paso de lavado 

se realizó dos veces. El pellet obtenido se homogenizó nuevamente bajo las condiciones 

descritas anteriormente en buffer de lavado 2 (100 mM Tris/HCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 

mM DTT). El pellet resultante se homogenizó en 900 μl de buffer de resuspensión (8 M 

hidrocloruro de guanidina, 50 mM Tris/HCl pH 7.0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT), se 

centrifugó a 14000 rpm a 4°C durante 1h y se separaron las fracciones solubles 

(correspondientes a los cuerpos de inclusión solubilizados) de las fracciones insolubles.  

La fracción soluble se dializó a 4°C con 400ml de 150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl pH 7.5 

durante 18 horas.  La purificación de la proteína recombinante His-glNMNAT fue 

analizada por SDS-PAGE 12%, teñido con azul de Coomassie. [23] 
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3.2.2 Inoculación de Gallinas con la Proteína Recombinante His-
glNMNAT 

 

Se utilizaron tres gallinas Babcock Brown de 19 semanas de edad por cada tratamiento, 

se inoculo la proteína His-glNMNAT previamente purificada de los cuerpos de inclusión 

por una punción intramuscular. Se emplearon tres gallinas para la producción de 

anticuerpos tipo IgYs contra la proteína His-glNMNAT y una gallina de la misma línea 

como control. [42] Se utilizó una emulsión homogénea del antígeno His-glNMNAT 

mezclado con el adyuvante completo (para la primera inoculación) o incompleto (para los 

refuerzos) de Freund, la mezcla fue llevada a volumen con PBS y fue homogenizada por 

vortex. La gallina control se inoculó con adyuvante completo o incompleto sin antígeno. 

Las inmunizaciones se realizaron a los 0, 15 y 42 días (Tabla 3-1). Se colectaron huevos 

desde el día cero y durante los seis primeros meses posteriores a la inoculación [11]. 

 

Tabla 3-1: Sistema de Inoculaciones Usado en las Gallinas  

 

3.2.3 Purificación de Anticuerpos (IgY) a partir de Yema de Huevo 

El esquema de purificación fue el mismo para todos los huevos.[43] Este proceso inicia 

con la ruptura manual de los huevos y la remoción cuidadosa de la clara. Posteriormente 

la yema es lavada dentro de su membrana protectora, con varios volúmenes de agua 

destilada, que luego es depositada con cuidado sin la membrana protectora en una 
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probeta graduada. Se adicionan 9 volúmenes de agua destilada y se equilibra pH de la 

solución en 5,0 con HCl 0,1M. Se somete la solución a agitación constante ON a 4 °C y 

se centrifuga a 8000 x g durante 30 minutos a 4 °C. A continuación, se separa el 

precipitado del sobrenadante, conservando este último a -80°C. A 2ml del sobrenadante 

se adicionan sulfato de amonio macerado, hasta lograr un 60% de saturación. El conjunto 

es sometido a agitación constante a 4 °C ON. Se centrifuga la solución a 8000 x g 

durante 30 minutos a 4 °C y se separa el sobrenadante del pellet. Éste es resuspendido 

en 2 ml de PBS. Las muestras son conservadas a -20 °C (anticuerpo primario). [9, 44]. 

3.2.4 Detección de IgY-αglNMNAT Mediante Ensayos por 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA): 

 

Se determinaron los picos de mayor producción de IgYs, realizando inmunodetecciones 

contra el antígeno His-glNMNAT mediante ensayos ELISA. Se realizó ELISA indirecto en 

placas de 96 pozos, fijando 100 μl de una solución 10μg/ml del antígeno correspondiente 

His-glNMNAT en buffer carbonato pH 9,6 [44, 45]. Se cubre la placa, incubando 1 h a 

37°C y/o Toda la noche 4°C. Se realizan 3 lavados con PBST previamente enfriado y un 

lavado con agua destilada. Posteriormente se adicionan a cada pozo 200 μl de PBS-

Leche descremada 5%, se cubre la placa y se incuba a 37°C 2h. Nuevamente se lava la 

placa con las consideraciones ya mencionadas y se adicionan 100 μl de la dilución del 

anticuerpo primario (1:100), incubando 1 h a 37°C. Se lava la placa y se adicionan 100 μl 

de la dilución correspondiente del anticuerpo secundario Anti-Chicken IgY (IgG) (whole 

molecule) −Peroxidase antibody Sigma producido en conejo, incubando durante 1 h a 37 

°C. Finalmente se lava nuevamente la placa y se adiciona a cada pozo 100 μl de una 

solución compuesta por una tableta de O-Fenilen diamina dihidrocloruro (OPD Thermo 

scientific) disuelta en 10 ml de buffer citrato-fosfato pH 5.0 con 74 μl de H2O2 4%, 

preparada inmediatamente antes de usar, incubando 20 min a 37°C en oscuridad. La 

reacción se detiene con 100 μl de H2SO4 2.5M y se lee la absorbancia de los pozos a 

490nm. Todos los reactivos son preparados en agua mQ.  

 

El blanco se realiza incubando PBS-Leche descremada 5% en lugar del antígeno. Se 

tienen 3 controles negativos. Se realiza el mismo protocolo descrito anteriormente, pero 

en el primer control no se adiciona anticuerpo primario, en el segundo no se agrega 
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anticuerpo secundario y el tercero no tiene anticuerpo primario ni secundario. El control 

positivo consiste en fijar anticuerpo secundario a la dilución de trabajo en lugar de 

antígeno. [44] Las muestras correspondientes a las alícuotas con mayor absorbancia, 

son procesadas con sulfato de amonio de acuerdo al procedimiento descrito 

anteriormente. 

3.2.5 Purificación de IgY-αglNMNAT Mediante Resina Tiofílica 

 

La purificación de las inmunoglobulinas se realizó empleando el kit Pierce® Thiophilic 

Adsorbent (Thermo), cuyo principio de purificación se basa en la afinidad de las IgYs por 

los grupos sulfonatos de las resinas suministradas. [46] Se adicionan 87 mg de sulfato de 

sodio por cada ml de solución a la muestra. Se dializa a 4°C toda la noche, se centrifuga 

2 veces a 10000 x g durante 30 min, se filtra tres veces utilizando papel filtro Whatman y 

dos veces a través de filtros de 0.45 μm. Se utiliza el kit Pierce® Thiophilic Adsorbent, 

equilibrando la columna con 24 ml de buffer de unión (Sulfato de potasio 0.5 M, fosfato 

de sodio 50 mM, azida de sodio 0.05% pH 8.0). A continuación se aplica la muestra y se 

recogen fracciones de 2ml que son leídas a 280 nm utilizando agua destilada como 

blanco. Se adicionan ≈30 ml de buffer de unión, hasta que la absorbancia regresa a la 

línea base. Luego, las inmunoglobulinas son eluidas, utilizando 24 ml de buffer de elución 

(fosfato de sodio 50 mM, azida de sodio 0.05% pH 8.0). La columna es regenerada con 

10 ml de buffer de regeneración (guanidina clorhidrato 8M) y lavada con 20 ml de agua 

mQ. Finalmente se adicionan 6 ml de buffer de almacenamiento (0.5 M Tris, azida de 

sodio 0.05% pH 7.4) y se almacena la columna a 4°C. 

Para corroborar la separación realizada en la cromatografía tiofílica, se realiza 

nuevamente un ELISA con el procedimiento descrito anteriormente, a cada una de las 

fracciones recogidas de la columna. Las fracciones con mayores absorbancias se juntan 

y alicuotan, tras adicionar glicerol 10% (V/V). La alícuota de trabajo se almacena a 4°C, 

las alícuotas restantes se almacenan a -80°C. [44] 

El procedimiento completo de purificación de IgY se sigue a través de geles SDS-PAGE.  
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3.2.6 Purificación de Anticuerpos IgY-αglNMNAT a Partir de 
Membranas de Western Blot 

En un gel SDS PAGE al 12%, se cargó 1mg de proteína recombinante His-glNMNAT, se 

transfirió a una membrana de PVDF y se tiño reversiblemente con una solución de 

Ponceau S. las bandas correspondientes al peso esperado de la His-glNMNAT (31kDa.) 

fueron cortadas y pre tratadas con una solución de glicina 100mM pH 2,5 por 10 min. 

Posteriormente fueron lavadas 5 min con 100ul de TBS-T, luego las membranas fueron 

bloqueadas con TBS-T leche al 5% durante 1h a temperatura ambiente y lavadas con 

TBS-T tres veces. Posteriormente las membranas fueron sumergidas en una alícuota de 

100ul del anticuerpo puro durante 18 horas a 4°C en agitación. El anticuerpo IgY-

αglNMNAT purificado es eluído al incubar la membrana con 100ul del Glicina 100mM  pH 

2,5 durante dos minutos. Seguidamente el anticuerpo eluido es neutralizado de la 

solución adicionando 10 ul de Tris HCL 2M pH 8,5. La elución es repetida 3 veces 

obteniendo un volumen final de 300ul llegando a una concentración final de Tris HCL 

150mM. Los anticuerpos IgY-αglNMNAT puros y eluido fueron cuantificados mediante un 

ensayo de Bradford. [47] 

3.2.7 Evaluación de los Anticuerpos IgY-αglNMNAT Purificados 
por Dotblot  

 

Se sembraron 500ng de antígeno His- glNMNAT sobre membranas de nitrocelulosa, se 

bloquearon las membranas utilizando PBS-Leche descremada 5% durante 2h a 

temperatura ambiente. Después, se sumerge la membrana en el anticuerpo primario IgY-

αglNMNAT eluido desde el western blot a temperatura ambiente durante 1 hora, como 

control positivo se usa el anticuerpo IgY obtenido de la resina tiofílica en dilución 1:50, se 

lava con TBS-leche al 5% durante 10 minutos 3 veces. Luego se sumergen en 1ml del 

anticuerpo secundario α-Gallina-HRP (sigma) en una dilución 1:2000 en TBS durante 1 h 

a temperatura ambiente. La membrana es lavada con TBS durante 10 minutos 3 veces. 

Finalmente la membrana es puesta en solución de revelado (1 ml de 4-cloronaftol 3% en 

metanol, 5 ml TBS, 5 μl H2O2 30%) durante 15 minutos. La reacción se detiene en agua 

destilada. Se utiliza como control negativo 500 ng de BSA. [44] 
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3.3 Producción de Anticuerpos Murinos (IgG-αglNMNAT) 

 

La obtención de las inmunoglobulinas se realizó empleando protocolos estandarizados 

previamente [42]. Usando el sobrenadante obtenido en el proceso de diálisis de los 

cuerpos de inclusión como antígeno para la inoculación. Se inocularon 

intraperitonealmente dos ratones hembra Mus musculus BALB-C de seis semanas de 

edad por cada tratamiento (Tabla 3-2). Las emulsiones antigénicas se prepararon en el 

adyuvante completo o incompleto de Freund, mezclando el volumen apropiado del mismo 

con el adyuvante en cuestión y completando el volumen de inyección con PBS. Como 

control de inmunización se inyectó PBS preparado en el adyuvante apropiado para 

obtener el suero no relacionado. Dos semanas después de la cuarta inoculación, se 

tomaron 100 μl de sangre periférica de cada individuo. Estas muestras se incubaron a 

37ºC durante 10 min (coagulación) y se centrifugaron a 12000 rpm por 20 min a 4ºC. El 

suero obtenido (sobrenadante) se suplementó con glicerol 10% (V/V) y se almacenó a -

80ºC. Este proceso se repitió una semana después. Finalmente, se obtuvo la sangre total 

de los ratones cuando se completaron cuatro semanas luego de la última inoculación 

[42]. 

 

Tabla 3-2: Esquema de Inmunización para la obtención del IgG-αglNMNAT en el modelo 

murino 
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3.4 Evaluación y Titulación de los Anticuerpos IgG o IgY- 
αglNMNAT 

 

3.4.1 Evaluación del Título de los IgG o IgY-αglNMNAT por 
Western Blot 

 

Se realizó la separación electroforética del antígeno obtenido desde los Cuerpos de 

inclusión mediante SDS-PAGE en geles discontinuos, cargando entre 500 ng y 15 ng del 

mismo en los respectivos carriles. Las proteínas se transfirieron hacia membranas PVDF 

o Nitrocelulosa (Millipore) previamente preactivadas aplicando una corriente de 200 mA 

durante 2h en buffer de transferencia (0.2 M glicina, 10 mM Tris/HCl pH 8.0, 10% (V/V) 

metanol). La efectividad de las transferencias se evalúo con solución de tinción reversible 

Ponceau S. Posteriormente, las membranas se bloquearon durante 1 h o 2 h con 

solución de leche descremada 5% (P/V) en TBS-Tween (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl 

pH 7.5, 0.1% (V/V) Tween 20) o en TBS sin Tween. La Inmunodetección del antígeno se 

realizó utilizando los anticuerpos primarios: murino (IgG) o aviar (IgY) en diferentes 

diluciones, siendo para el anticuerpo IgG (1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000) del suero 

sanguíneo obtenido en TBS-T  y para el IgY (1:50, 1:100, y 1:200).  Como anticuerpos 

secundarios se usaron para los antisueros murinos los  anticuerpos anti-ratón conjugado 

a biotina (1:5000) o anti-ratón conjugado a peroxidasa de rábano (HRP) (1:2000) 

(Sigma).  Para los anticuerpos aviares se usaron los respectivos anticuerpos secundarios 

anti-gallina conjugado a biotina (1:2000) o anti-gallina conjugado a HRP (1:2000), 

dependiendo del sistema de revelado cromogénico empleado en los diferentes ensayos. 

 La detección cromogénica de los complejos inmunológicos se realizó utilizando los 

sistemas de revelado: (i) estreptavidina A conjugada a fosfatasa alcalina (1:3000) 

(Promega) y los sustratos NBT (50mg/ml) y BCIP (50mg/ml) (Promega) en buffer sustrato 

(150 mM NaCl, 100 mM Tris/HCl pH 9.0, 1 mM MgCl2). (ii) Peroxidasa de rábano (HRP) 

(1:2000) (sigma) con el sustrato peróxido de Hidrogeno al 30% en solución de TBS con 

4-Cloro-Naftol al 20%. La detección inmunológica se detuvo con agua destilada al 

evidenciar productos coloreados sobre las membranas. Entre los cambios de anticuerpos 

y fosfatasa alcalina se realizaron tres lavados con TBS-T leche o TBS leche de diez min 
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cada uno. Después de incubar las membranas con la fosfatasa alcalina, estas se lavaron 

como se mencionó anteriormente con TBS-T. 

3.4.2  Cuantificación de Proteínas Mediante Bradford 

La curva de calibración de Bradford se realizó con Albumina de Suero Bovino (BSA). Los 

patrones (0 ug/ml, 0.2 ug/ml, 0.4 ug/ml, 0.6 ug/ml, 0,8 ug/ml y 1ug/ml) de BSA en NaCl 

0,15M se prepararon a partir de un stock de 10mg/ml de BSA. Se tomó 20ul de cada 

patrón y se adiciono 980ul del reactivo de Bradford2 previamente filtrado. Se incubo a 

temperatura ambiente 5min. La curva se realizó con los valores obtenidos de la 

determinación espectrofotométrica de la absorbancia a 595nm en el eje Y, con su 

respectiva equivalencia en la concentración de BSA de cada patrón en (ug/ul) en el eje X 

dando un R3 no menor de 0,99 en cualquier caso. Una vez obtenida la curva se toman 

20ul de cada patrón4 y se adicionan 980ul del reactivo de Bradford determinándose la 

absorbancia de la muestra a 595nm. Con los datos de absorbancia se interpola la 

concentración de la muestra a través de la ecuación de la recta obtenida de la medición 

previa de los patrones. 

3.5 Detección y Localización de la Proteína glNMNAT en 
Giardia lamblia  

 

Con el objeto de estudiar la proteína NMNAT endógena del parásito, se realizaron 

estudios de Inmunodetección empleando extractos celulares y ensayos in vivo sobre el 

parasito esto último empleando dos estrategias metodológicas. La primera estrategia 

consistió en la detección directa de la proteína glNMNAT sobre: células completas del 

parásito, empleando los anticuerpos desarrollados contra la proteína His-glNMNAT 

recombinante (IgY e IgG).  La segunda estrategia implicó la generación de un vector de 

expresión de la glNMNAT cuyo marco de lectura se fusionó a una etiqueta de 

hemaglutinina (HA) para la detección indirecta mediante Transfección transitoria del 

parásito e inmunofluorescencia. 

                                                
 

2 1mg/mL de Comasse Brillant Blue G-250, H3PO4 al 8,5%, 5% de Etanol en H2Od 
3 R constante matemática para la desviación de los datos  
4
 Cuando la absorbancia de los patrones sea mayor a 3 unidades es necesario hacer diluciones 
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3.5.1 Cultivo de Giardia lamblia 

Se cultivaron in vitro trofozoítos de Giardia lamblia cepa WBC6; los trofozoítos se  

mantuvieron a 37°C en tubos estériles de poliestireno (Fischerbrand) de 13 mL y con 15° 

de inclinación en medio modificado Diamond’s TYI-S-335 pH 7,0 suplementado con 10% 

de suero bovino y 0,5 mg/mL de bilis bovina, [48, 49] el medio contiene además 

Penicilina y estreptomicina6.  Para colectar los parásitos los tubos fueron enfriados a 4°C 

por 10 minutos, con el fin de que los trofozoítos adheridos a la pared del tubo se 

despegaran. Los parásitos fueron colectados por centrifugación a 1000 x g durante 10 

minutos y el medio se retiró. Los parásitos fueron lavados en PBS7 y de nuevo fueron 

colectados por centrifugación, este paso se repitió dos veces más. En seguida se 

resuspendieron en 1 mL de PBS y se transfirieron a un tubo de microcentrífuga de 1,5 

mL. Se contaron en un hemocitómetro Neubauer. 

3.5.2 Inducción de la Enquistación In vitro de G. lamblia 

La enquistación se llevó a cabo siguiendo el procedimiento estandarizados previamente; 

[49] el método consiste en tomar trofozoítos en la fase de crecimiento y exponerlos a una 

alta concentración de bilis y un pH levemente alcalino, luego los parásitos se retornan a 

medio normal de crecimiento. Preinóculos de 1X106 células luego de 72h de crecimiento, 

previamente contados son sometidos al estímulo de enquistación a través de la adición 

del medio de enquistación que corresponde al TYI-S-33 pH 7.8, suplementado con 10 

mg/ml de bilis bovina. Posterior a la inducción se recogen parásitos a las 0, 6, 12 y 24 

horas después del estímulo. Luego de las 24 horas los parásitos se retornan nuevamente 

al medio normal de crecimiento (TYI-S-33). 24h después se colectan los parásitos 

enquistantes que luego son sometidos a lisis hipotónica en agua MQ durante 24 horas 

más para eliminar células con enquistación incompleta, finalmente los tubos son 

centrifugados a 2500rpm y los quistes son contabilizados. La eficiencia de Enquistación 

                                                
 

5. 1 Litro de medio TYI-S-33 contiene: 1,0g de K2HPO4 trihidratado, 0,6g de KH2PO4 anhidro, 20g de peptona, 10 g de extracto de 
levadura, 10g de D-glucosa, 2g de clorhidrato de L-cisteína, 2g de Cloruro de Sodio, 0,1g de ácido ascórbico, 22,8mg de citrato férrico 
amónico, 0,5g de bilis bovina, se ajusta el pH a 7,0 con NaOH. Se adicionan 100 mL de suero bovino. El medio se esteriliza por filtración 
a través de membranas de 0,2 μm (Millipore). 
 
6.  Concentración final del Antibiótico: 10U/mL de penicilina y 1 μg/mL de estreptomicina.  
 
7 Buffer PBS: 0.1M Fosfato de Sodio, 0.15M NaCl, pH 7.3 
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se determinara usando la formula % Enquistación = (C/T) X100. Donde C es quistes y T 

es trofozoítos. 

3.5.3 Detección de la Proteína Endógena glNMNAT por Western 
Blot 

Las células de G. lamblia en estadio trofozoíto fueron colectadas de los cultivos celulares 

por centrifugación a 2500 rpm durante 10 min y fueron lavadas con 8ml de PBS tres 

veces. Se estimó la cantidad de células mediante conteo en cámara de Neubaber  y se 

resupendieron en  buffer de carga SDS 1x para SDS PAGE y se incubaron a 95°C 

durante 5 min. 1x106 trofozoítos de G. lamblia (WB Clon C6) de la resuspensión de 

parásitos se cargaron en geles SDS PAGE 12% y se separaron mediante electroforesis  

y se desarrolló el protocolo de Western blot mencionado previamente para la 

estandarización de la detección de la proteína recombinante utilizando igualmente los 

dos sistemas de revelado: Estreptavidina-fosfatasa alcalina y peroxidasa de rábano. La 

inmunodetección de la proteína glNMNAT endógena se realizó utilizando los dos 

anticuerpos primarios producidos: IgG (1:500) e IgY (1:50)  [6, 8, 23, 42] 

3.5.4 Preparación de Extractos Celulares de G. lamblia 

Adicional a la detección de la proteína sobre extractos totales se realizó la detección en 

fracciones celulares del parasito obtenidas como se describe a continuación. Los 

trofozoítos previamente cultivados y colectados se procesaron para la obtención de 

extractos citoplasmáticos: (i) mediante la adición de  4 o 5 volúmenes de buffer de 

extracción8 por volumen del pellet obtenido, mas inhibidores de proteasas (Sigma P8340) 

a una concentración 100mM, las solución se mantuvo en agitación constate a 4°C por 1 

hora y posteriormente se centrifugo a 12000rpm por 30 min. (ii) Mediante Lisis de los 

parásitos resuspendidos en buffer9 por Sonicación durante 3 minutos con pulsos de 15 

segundos a 4°C, en un equipo Heat Systems-ultrasonic model W-225.   

                                                
 

8.  Buffer de extracción: 300mM Tris-HCL pH 7.5, 50mM NaCl, Glicerol 10%, NP-40 0,5%, β-Mercaptoetanol 10mM, MgCl2 3mM, EGTA 
1mM 
9
 Buffer de sonicación: Buffer de extracción: 300mM Tris-HCL pH 7.5, 50mM NaCl, Glicerol 10%, β-Mercaptoetanol 10mM, MgCl2 

3mM, EGTA 1mM 
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Se obtuvieron extractos nucleares a partir de la fracción insoluble resultante luego de la 

centrifugación, los pellet se resuspendierón en dos volúmenes de buffer de extracción 

nuclear10 y se incubaron en agitación a 4°C durante 1 hora, finalmente se centrifugaron a 

12000 rpm durante 30 min. En todos los casos el sobrenadante se cuantifica por el 

método de Bradford previamente descrito y las alícuotas obtenidas son almacenadas a -

80°C. [49] Los extractos obtenidos fueron analizados por SDS PAGE al 12% y fueron 

evaluados por western blot como se mencionó previamente. 

3.5.5 Detección  por Inmunofluorescencia de  glNMNAT en 
Giardia lamblia 

 

8x106 parásitos en diferentes estadios, se centrifugaron (1000 g x 10 min) a 4°C y el 

precipitado de células se lavó dos veces con buffer Fosfato salino 1X (PBS)11 y se llevó a 

un volumen de 500 μL, esta suspensión se adiciono sobre una lámina de vidrio y se 

incubó a 37°C durante 45 min. Posteriormente se fijaron los parásitos mediante dos 

métodos: (i) Agregando metanol durante 7 minutos a -20°C, luego se realizó la 

permeabilización celular con acetona durante 5 minutos a -20°C [17, 50] o (ii) Agregando 

10ul de una solución de paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 10 min. 

Para realizar la detección, las células se hidrataron sumergiendo la lámina seca en PBS. 

Las células se bloquearon y permeabilizaron incubando con buffer de bloqueo (10% 

Suero fetal Bovino, 0,5% Tritón X-100 en PBS) durante 30-60 minutos a 37°C, 

seguidamente se incubó el anticuerpo primario IgY o IgG α-His-glNMNAT previamente 

desarrollado para la detección de la proteína endógena durante 1 hora a 37°C. De los 

anticuerpos primarios desarrollados se evaluaron en diferentes diluciones, para el IgG 

(1:250, 1:500 y 1:1000), para el IgY (1:50 y 1:25). En el caso de la proteína HA-

glNMNAT, la detección se realizó al adicionar el anticuerpo IgG α-Hemaglutinina (αHA 

1:500). Como anticuerpo secundario se empleó α-IgY-Isotiocianato de Fluoresceína 

(FITC) o α-IgG-ALEXA 488, en diluciones 1:200 y 1:2500 respectivamente. Se realizó 

tinción nuclear usando 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (1ug/ml) en una dilución 1:10000 

                                                
 

10 Buffer de Extracción nuclear: 300mM Tris-HCL pH 7.5, 150mM NaCl, Glicerol 10%, β-Mercaptoetanol 10mM, MgCl2 3mM, EGTA 
100mM 
 
11 Buffer PBS: 0.1M Fosfato de Sodio, 0.15M NaCl, pH 7.3 
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en PBS. Se observan y registran las imágenes en microscopio de fluorescencia o 

microscopio confócal [23, 49]. 

3.6 Detección de la Proteína Transgénica HA-glNMNAT 
en Giardia lamblia 

3.6.1 Clonación del Gen glNMNAT en un Vector de Expresión 
para Giardia lamblia 

 

Se amplifico el gen glNMNAT a partir de ADN genómico de G. lamblia, usando los 

siguientes iniciadores:  

 Sentido: (ABamHIF) 5´CGCGGATCC.atg.aca.gcc.ctc.ata.atc.ttc.tgt.3´  

 Antisentido: (ANotIR) 5´ATAAGAATGCGGCCGC.tta.gct.gta.gtg.ggct.3´  

Las condiciones de amplificación fueron: MgCl2 3mM, iniciadores 12,5 mM, dNTPs 0,2 

mM, 2,5 U de Taq Polimerasa (Amplitaq). La reacción de PCR se realizó en un volumen 

final de 25 μL. El ciclo térmico estandarizado fue: Denaturación inicial (94°C, 5 min), 

seguido de 30 ciclos de denaturación (94°C, 5 segundos), anillaje (55°C, 45 s) y 

extensión (72°C, 1 min), por último se realizó una extensión final de 72°C durante 7 min. 

Se extrajeron los productos de amplificación desde el Gel de agarosa usando el Kit 

Montage Milipore™ y se realizó una reacción de doble digestión enzimática de los 

amplificados de PCR y del vector pTubpacHA-NT con las endonucleasas de restricción 

NotI y BamHI. Los productos de digestión se incorporaron al vector mediante reacciones 

de ligación empleando la ligasa T4. Se transformaron células competentes E. coli TOP10 

por el método CaCl2, usando choque térmico. Las colonias obtenidas se rastrearon por 

PCR de colonia. [23, 37] 
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3.6.2 Purificación del Plásmido pTubpacHA-glNMNAT-A por 
Maxiextracción 

Se realizó la purificación a partir de colonias E. Coli TOP10 generadas con el vector 

recombinante pTubpacHA-glNMNAT-A. Se partió de un cultivo de 50mL de la colonia de 

interés seleccionada en medio LB-Ampicilina. La lisis alcalina se llevó a cabo según una 

adaptación del Kit Plasmid Purification (Quiagen), los plásmidos obtenidos se 

secuenciaron corroborando la identidad del gen clonado.  

3.6.3 Transfección de Trofozoítos de G. lamblia 

Se cultivaron tubos con células en estadio trofozoítos a fase logarítmica media, luego de 

dos días, cada tubo se enfrió sobre hielo y las células se colectaron por centrifugación 

(1000 x g por 10 min a 4°C). Los parásitos se re suspendieron en medio de cultivo TYS-I-

3312 sin suero fetal bovino a una concentración final de 3.33 x 107 células/ml. La alícuota 

de la suspensión celular concentrada se transfirió a una cubeta de electroporación de 0,2 

cm y fue puesta sobre hielo, luego, se adicionaron 50μg del respectivo ADN Plasmídico 

(pTubpacNT-glNMNAT-HA o pTubpacNT) y se electro poro inmediatamente usando las 

condiciones Ec2 (2.5kV, 5 msec y E=12,5 kV/cm) del equipo BioRad Micropulser™. [51] 

La cubeta fue puesta de nuevo en hielo por 15 min, posteriormente se adiciono el 

contenido de las cubetas a 7mL de medio de cultivo y se cultivó durante 24 horas. [48, 

49]. La detección de la proteína transgénica HA-glNMNAT se realizó empleando 

anticuerpos α-HA como se describe previamente.  

 

 

 

 

                                                
 

12
 1 Litro de medio TYI-S-33 contiene: 1,0g de K2HPO4 trihidratado, 0,6g de KH2PO4 anhidro, 20g de peptona, 10 g de extracto de 

levadura, 10g de D-glucosa, 2g de clorhidrato de L-cisteína, 2g de Cloruro de Sodio, 0,1g de ácido ascórbico, 22,8mg de citrato férrico 
amónico, 0,5g de bilis bovina, se ajusta el pH a 7,0 con NaOH. Se adicionan 100 mL de suero bovino. El medio se esteriliza por filtración 
a través de membranas de 0,2 μm (Millipore). 
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3.7 Evaluación de la Expresión  a Nivel Transcripcional 
de la Proteína glNMNAT  

3.7.1 Identificación Transcripcional de la glNMNAT a partir de 
ARNm a través de RT-PCR  

 

Trofozoítos de G. lamblia fueron cultivados a media fase logarítmica, los parásitos fueron 

colectados, lavados y contados como se describe anteriormente. Para la extracción de 

ARN, 700 ul de trizol fueron adicionados a 60x106 trofozoítos que fueron resuspendidos 

completamente e incubados a durante 30 min a 25°C, luego se adicionaron 140ul de 

cloroformo, se mezcló e incubo durante 2-3 minutos a 25ºC, luego, se centrifugo a 12.000 

x g. por 15 minutos a 4ºC. El ARN presente en la fase acuosa se precipito con 350ul de 

alcohol isopropílico previamente frío, incubando 30 min  a 25°C. El pellet fue lavado con 

700ul de etanol al 75%  y centrifugado a 7500g por 5 minutos a 4°C. Finalmente el ARN 

se resuspendió en agua DEPC. Con este material de partida se realizó la reacción de 

transcripción reversa para la obtención del ADNc usando el Kit Quarta Bio Reverse 

Transcriptase RNAse H minus. Posteriormente,  se realizó la reacción de PCR usando el 

ADNc sintetizado,  siguiendo las condiciones de PCR previamente estandarizadas para 

todos los ensayos anteriores y los iniciadores generados para la clonación a partir de 

ADN genómico. Los resultados fueron visualizados en geles de agarosa al 1% en buffer 

TBE 1X, teñidos con bromuro de etidio. [13,14 y 15] 
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4. Resultados y Discusión 

4.1 Caracterización Estructural de la Proteína glNMNAT 
Mediante Herramientas Bioinformáticas 

4.1.1 Análisis de Secuencia Primaria y Validación del Modelo 
Tridimensional de la Proteína GLNMNAT  

 

La secuencia de nucleótidos y aminoácidos fue obtenida a través de la búsqueda en la 

base de datos de Giardia DB. La secuencia de aminoácidos para glNMNAT fue evaluada 

a través de la base de datos de Interpro que asigno estructuralmente a la secuencia a la 

superfamilia Nucleotidil Transferasa en la clase de proteína alfa beta con plegamiento 

tipo hidrolasa alfa adenina nucleótido,[52]  adicionalmente la búsqueda en la base de 

datos de dominios conservados (Conserved Domain Database [CDD]) la categorizó como 

una enzima Nicotinamida Mononucleótido AdenilTransferasa correspondiente a la 

categoría funcional de biosíntesis del NAD+, validando la proteína como un candidato 

real para la enzima de interés.[53] La búsqueda en la base de datos Protein Data Bank 

(PDB) permitió corroborar que la estructura tridimensional de la enzima no ha sido 

determinada experimentalmente. [54] 

 

Para obtener indicios de la ubicación celular de la NMNAT, se realizó la predicción de 

una posible secuencia señal, a través del servidor PSORT II, [55] el cual determina que la 

proteína se podría localizar citoplasmáticamente con un 47,8% de probabilidad y que se 

podría localizar nuclearmente con 17,4% de probabilidad. La confiabilidad entre la 

discriminación nuclear y citoplasmática en este servidor para este ensayo es del 76,7%, 

sin embargo el umbral de localización está por debajo del 50% para cualquiera de estos 

dos compartimientos. 
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Con base en la información anterior realizo un modelo tridimensional de la proteína a 

partir de su estructura primaria utilizando el servidor ITASSER que realiza una inferencia 

estructural por el algoritmo de Threading (Figura 4-1 A).[38] Este análisis fue 

desarrollado, con el objetivo de obtener información acerca de la relación Estructura-

Función. El análisis arrojo la identificación de conformaciones típicas en cuanto a 

estructura secundaria y terciaria; como también, de segmentos clasificados como 

regiones desordenadas y de alta energía. Para realizar plegamiento los servidores 

utilizan como plantilla las estructuras de las proteínas más cercanamente relacionadas 

que para este caso fueron:  

 

 26% Similaridad con la enzima NMNAT-1 humana localizada en el núcleo.  

 24% Similaridad con la enzima NMNAT-2 localizada en citoplasma y aparato de 

Golgi.  

 22% Similaridad con la enzima NMNAT de Staphylococcus aureus  

 21% Similaridad con la enzima NMNAT de Escherichia coli  

 

De estos datos obtenidos la similaridad más alta se presentó con la estructura de la 

NMNAT-1 humana que ha sido resuelta experimentalmente a través de cristalografía de 

rayos X y que se representa en la Figura 4-1 B. 

 

Figura 4-1: Representación Estructural en Cintas para las NMNAT. A) Estructura de la glNMNAT 
generada por el servido ITASSER. B) Estructura para la HsNMNAT (1kqo) determinada experimentalmente 
por cristalografía de rayos X.  Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera. 

 



 

  

Las estructuras generadas para glNMNAT presentan una energía favorable, (E= -

10383.553  Kj/mol). Adicionalmente, la energía de los enlaces ψ y φ de los residuos de 

aminoácidos obtenida del diagrama de Ramachandran, los ubica en regiones energéticas 

válidas para la generación de estructuras secundarias típicas; se encontraron 213 

residuos en regiones favorecidas, equivalente a un 88.8%. 13 residuos en regiones 

permitidas equivalentes a 5.4%, esto sumado da un total de 93,4%  residuos en regiones 

válidas  para este  modelo. Este valor esta un 4,6% por debajo de lo aceptado según la 

literatura (~98%), pero que es compensado por un bajo número de residuos en regiones 

no permitidas (14 equivalente a 5.8%). Todo lo anterior muestra que la estructura tiene 

conformaciones y enlaces favorables para constituir una molécula proteica real. [41]  

 

Como un último método de validación se empleó el servidor ProSA que permite la 

predicción de partes problemáticas en modelos tridimensionales de proteínas a través del 

uso de potenciales de fuerza media basados en distancia de separación intermolecular, 

así como de potenciales de exposición al solvente en los residuos proteicos. El servidor 

arroja un puntaje de desviación general (Z-Score) que representa la desviación de la 

estructura a probar de una conformación aleatoria tomando como referencia el promedio 

de puntajes obtenidos para las estructuras almacenadas en la base de datos de 

estructuras proteicas (PDB). [40] De acuerdo a este servidor, se obtuvo un puntaje para 

el modelo de -6,48, así como para su homologo plantilla más cercano (hsNMNAT-1) de -

7,48; estos puntajes se encuentran dentro del promedio de todas las estructuras 

almacenadas en la base de datos PDB, esto permite validar el modelo energéticamente 

nuevamente.  
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4.1.2 El Modelo para glNMNAT es Estructuralmente Similar a una 
Isoenzima Humana  

 

Con el objetivo de validar la cercanía con estructuras reales se llevó a cabo un análisis 

de superposición para los modelos HsNMNAT-1 /glNMNAT con distancia para la 

alineación entre pares de átomos de 1.5 Å, resultado de este se obtuvo la Figura 4-2 A 

con un RMSD entre 235 pares de átomos de 0.905 Å. El RMSD corresponde al promedio 

de distancia entre esqueletos carbonados de proteínas superpuestas, es usado 

generalmente para medir la exactitud del modelo cuando la estructura nativa es 

conocida, en este caso como no se conoce la estructura nativa dice cuál es la distancia 

ente el modelo predicho y de una estructura real similar; así cuanto menor sea el RMSD 

generado más cercana y exacta es la aproximación a una modelo real.  

 

La figura 4-2 (B-C) permite observar claramente la alta coincidencia por lo menos en las 

estructuras secundarias fundamentales para la actividad catalítica, se identifican en el 

modelo tres hojas β y ocho hélices α. De estos motivos, las 3 hojas β y cinco hélices α se 

distribuyen alrededor del centro catalítico, conformando una estructura del tipo 

plegamiento de Rossman, elemento estructural central de proteínas de unión a NAD+ y 

otros nucleótidos, presente en oxidorreductasas dependientes de NAD+(P) y proteínas 

que usan el NAD+ como substrato [8], 15,16,17]. Adicionalmente, se pueden encontrar 

regiones que no se alinean correctamente con la plantilla; dentro de estas, un bucle en el 

modelo glNMNAT que equivale en el alineamiento de secuencias a una de las seis 

laminas B en la estructura humana parte del plegamiento Roosman. Las divergencias 

más grandes y sobresalientes entre los dos modelos se representan como 

conformaciones coiled coil que constituyen por la propia naturaleza de los aminoácidos 

regiones difíciles de modelar. Otra característica derivada de la conjugación estructural 

es el aumento en el porcentaje de identidad llegando a 31.17%. Todo lo anterior fortalece 

la hipótesis funcional del modelo y la importancia de la conservación estructural a nivel 

tridimensional.  

 

 



 

Figura 4-2: Modelos en Superposición para las Estructuras HsNMNAT y glNMNAT Superposición 
HsNMNAT(Magenta)/glNMNAT(Negro) A) Toda la Estructura B) Superposición en las Hélices  C) 
Superposición en las Láminas β. Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera.  

 

 
 
Emergente de las comparaciones estructurales que robustece el análisis, es la 

acomodación de los sustratos dentro de la estructura (Figura 4-3),  se evidencia incluso 

en la representación de superficies electrónicas de los átomos de la proteína un espacio 

adecuado para el posicionamiento de los sustratos NMN y ATP (Figura 4-3) y ausencia 

de posibles choques estéricos, esto es una prueba más de la validez del modelo como 

una buena aproximación a una NMNAT real para Giardia lamblia. [36]  
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Figura 4-3: Posicionamiento de los Sustratos Mononucleotido de Nicotinamida (NMN) y Adenosin 
Trifosfato (ATP) Dentro del Modelo glNMNAT. A) Representación de Estructura Secundaria (Cintas). B) 
Representación de Superficie Electrónica. Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera.  

 

La alta conservación en dominios de importancia catalítica hace factible encontrar 

interacciones conservadas a nivel de aminoácidos. Gracias a las herramientas del 

Software Chimera para la identificación de uniones no covalentes y el mapeo de residuos 

importantes catalíticamente, con base en el modelo humano fue posible inferir posibles 

interacciones directas con el sustrato y el producto. Para la interacción con el producto 

(Figura 4-4) se postulan dos posibles puentes de hidrogeno formados entre los radicales 

hidroxilo de los grupos fosfato del NAD+ y los residuos Ser10 y Trp169; en la estructura 

humana se reporta un puente de hidrogeno adicional. [34] 

 

Al realizar inferencias de interacciones con los sustratos, en el caso del ATP (Figura 4-5), 

estas son congruentes con el análisis de estructura primaria, es posible ver una 

conservación de todos los residuos fundamentales que constituyen los motivos de unión 

a esta molécula siendo los segmentos estructurales más altamente conservados en la 

familia. [25, 51] Para el caso del NMN (Figura 4-5 B) se visualizan cinco residuos 

conservados idénticos a los reportados en la literatura para la estructura humana [57], Se 

muestran otros residuos que parecen interactuar con productos y/o sustratos que por su 

cercanía probablemente constituyan residuos importantes para la estabilización o para la 

generación de los estados de transición. 

 



 

Figura 4-4: Visualización Aumentada de los Residuos Importantes de la glNMNAT para la Interacción 

con el NAD+, conservados verde (H18, G121, S10, W169 y P99), no conservados rojo (W58, F11, C194 

y L192) en Líneas azules se Ilustran Puentes de Hidrogeno predichos. Imagen obtenida desde el 

paquete UCSF Chimera 

 

Figura 4-5: Visualización Aumentada de los motivos GXFXPX(T/H)XXH, SXTXXR y Residuos 
Importantes para la Interacción con el ATP y el NMN A) Interacción con el ATP Conservados en Verde 
(His18,y Ser10, Arg 153, Asp 123, Arg200 y Cis 200) No Conservados Rojo (Ala) con la estructura 
hsNMNAT-1 B) Con el NMN Conservados en Verde (Ser 10, Leu 124, Trp 134, Tyr 56, Thr 100) no 
Conservados Rojo (Phe 97, Trp 58, Pro99) con la estructura hsNMNAT-1 en Líneas Azules se Ilustran 
Puentes de Hidrogeno más posibles. Imagen obtenida desde el paquete UCSF Chimera.  
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4.1.3 El Modelo Para la glNMNAT Muestra Elementos 
Estructurales Acordes a su Función NMNAT  

 

Como una primera aproximación a la validación funcional de la NMNAT de Giardia se 

recurrió a la predicción estructural. Los análisis Bioinformáticos permitieron la generación 

de un modelo tridimensional que se aproxima adecuadamente a la estructura, con bajo 

porcentaje de residuos en regiones no permitidas y  con la presencia de motivos 

conservados, es el caso de los dos motivos de interacción con el sustrato característicos 

de la familia (Figura 4-5) [58]. El primero de ellos, interviene en la unión a ATP 

(GxFxP[H/T]xxH), y tal vez como ocurre en el homologo humano podría facilitar la 

nucleotidilación de los pirofosfatos por medio de las histidinas y otros residuos 

positivamente cargados [27]. El segundo motivo, igualmente conservado en secuencia 

primaria, es reportado como un facilitador de la unión del ATP (ISSTxxR).  

La validez del modelo está sustentada también en la favorabilidad energética que 

presenta al compararse con muchas estructuras, resueltas experimentalmente [20], tanto 

como en la superposición estructural con la HsNMNAT-1 [58], estos resultados hacen 

factible que el modelo represente una NMNAT funcional en Giardia. Las pequeñas 

diferencias o baches, reflejan las limitaciones propias del sistema de predicción, ya que 

las conformaciones más fieles se restringen a las estructuras secundarias típicas, 

existiendo una dificultad en la predicción tridimensional de las regiones no típicas, 

representándose de manera desordenada en los modelos, de hecho, la conformación de 

los aminoácidos en el espacio no está definida claramente para muchas secuencias de 

este tipo en muchas estructuras determinadas experimentalmente. 

El hecho de que la glNMNAT sea muy similar en secuencia primaria a procariotas, pero 

que se haya obtenido como plantilla más similar a niveles estructurales superiores una 

secuencia eucariota como la NMNAT humana 1 es entendible si se tiene en cuenta que 

la divergencia en secuencia de aminoácidos es mayor en eucariotas, presentándose 

entre homólogos solo de un 30-50% de similaridad; esto sumado a un número restricto 

de modelos en las bases de datos determinados experimentalmente, tanto como, a la no 

muy clara posición filogenética de Giardia definida como eucariota primitivo con vías 

metabólicas mucho más parecidas a procariotas. [18]  Explicaría la aparente discordancia 



 

de ambas aproximaciones. La presencia de estructuras funcionales características como 

los motivos de unión a ATP y el plegamiento de Rossman abogan hacia una alta 

conservación a nivel de estructura terciaria, lo cual puede darse por mecanismos como la 

selección estabilizadora que limita la variabilidad estructural, si se tiene en cuenta que el 

plegamiento de Roosman es una estructura clave para proteínas de unión a nucleótidos 

que hidrolizan ATP. [27] 

Por ser un modelo, es evidente la existencia de pequeñas limitaciones estructurales al 

realizar las inferencias de unión tanto con sustratos como con el producto, lo cual no 

necesariamente constituye evidencia en contra de la predicción estructural, se sabe que 

es totalmente posible en una interacción real la plasticidad y el movimiento de ciertas 

regiones, esta flexibilidad puede deberse a cambios conformacionales inducidos por la 

unión de los sustratos. Para este modelo, se propone que de ser esta una aproximación 

real a la estructura, este tipo de procesos podrían modificar ciertas orientaciones 

estructurales de algunos aminoácidos, Así como ocurre en muchas clases de proteínas 

incluyendo la estructura humana. Algunas de las limitaciones estructurales se evidencian 

en la Figura 4-5  donde parece que el anillo del NMN no encajara perfectamente en 

espacio donde se acomoda en la estructura humana, también es posible ver limitaciones 

en la Figura 4-5   en la cual los residuos conservados Trp134 y Tyr56 a diferencia de sus 

equivalentes en la estructura humana se encuentran rotados y no muestran un contacto 

adecuado con el NMN como si ocurre en la plantilla, es probable que en presencia del 

sustrato se llegue a una conformación más similar a la humana.  

En la Figura 4-5  se muestran residuos conservados importantes en la interacción con el 

NMN, dos de los más relevantes son Ser10 y Thr100, ambos establecen interacciones no 

covalentes fuertes tipo puente de hidrogeno, la presencia de la Ser10 es relevante dado 

que en hsNMNAT-1, se ha demostrado experimentalmente su interacción con el oxígeno 

del grupo fosfato del NMN, por lo que de acuerdo al modelo se presume una función 

similar en Giardia, la Thr100 parece ser importante para el establecimiento de un puente 

de hidrogeno con el oxígeno del grupo carboxilo del NMN. El Trp134 (conservado en 

todas las NMNAT) y que en la estructura humana participa en el apilamiento del NMN en 

su sitio de unión, puede estar jugando un rol similar en este modelo. Además, existen 

otros residuos importantes en la interacción, que no son conservados en la GlNMAT de 

Giardia, es el caso de la Trp58 (Lys57 en la estructura humana) el cual no tiene la 

posibilidad de formar un puente de hidrogeno con el grupo fosfato en el modelo y además 
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parece no interaccionar cercanamente con el sustrato, fenómeno que es efectivamente 

demostrado en hsNMNAT-1.  Finalmente la sustitución de Trp92 por Phe97 hace poco 

probable la formación del puente de hidrogeno reportado para la estructura humana en 

glNMNAT sin embargo puede ser posible un contacto hidrófobico similar con el anillo de 

nicotinamida, dado que esta sustitución conserva las mismas propiedades fisicoquímicas. 

[36, 59] 

 

4.2 Producción de Anticuerpos Policlonales IgY e IgG 
contra la Proteína His-glNMNAT 

4.2.1 Purificación de la Proteína a Partir de Cuerpos de Inclusión 

 

Siguiendo el protocolo estandarizado previamente, se obtuvo exitosamente una gran 

cantidad de proteína recombinante: 4ug/ul a partir de los cuerpos de inclusión (fracción 

insoluble), en la cual, como se ha mencionado en trabajos previos es la fracción donde 

se acumula en mayor medida la proteína recombinante His-glNMNAT.  Se llevaron a 

cabo tres pasos básicos para el tratamiento de este tipo de muestras: lavado, 

solubilización y renaturalización [8, 23]. El curso de la purificación se puede visualizar en 

el gel SDS PAGE (Figura 4-6). Se obtuvo la proteína recombinante altamente pura y 

concentrada con bajas cantidades de proteína contaminante proveniente de E. coli.  La 

proteína así obtenida fue usada como antígeno para inocular ratones y gallinas ya que la 

antigenicidad no se ve afectada durante el proceso de purificación como si podrían 

hacerlo sus propiedades biológicas. 

 

Aunque estudiar proteínas provenientes de cuerpos de inclusión no es adecuado para el 

análisis de las propiedades biológicas de las proteínas, ya que un mal plegamiento altera 

la estructura y por ende su funcionalidad, los cuerpos de inclusión resultan bastante útiles 

para otros propósitos como generación de altas cantidades de proteína con una alta 

pureza, uno de los requisitos indispensables que deben tener los antígenos a ser 

inoculados para la producción de anticuerpos en cualquier sistema, [42] por lo que la 



 

purificación de la proteína recombinante allí contenida constituyo una estrategia clave 

para este trabajo.  

 

Figura 4-6: Purificación de la Proteína His-glNMNAT a Partir de los Cuerpos de Inclusión Obtenidos del sistema de 

Expresión de E. coli. M: marcador de bajo peso molecular (kDa), NI: Bacterias no inducidas, I: Bacterias Inducidas, S: 

Fracción soluble, IS: Fracción insoluble (cuerpos de inclusión), L1: Primer Lavado, L2: Segundo lavado, L3: Tercer Lavado, 

DS: Fracción soluble diálisis, DIS: Fracción insoluble diálisis. SDS PAGE 12% teñido en comassie coloidal. Tamaño 

esperado de la proteína His-glNMNAT 

 

 

 

La figura 4-6 evidencia los cambios ocurridos dentro del proceso de purificación de la 

His-glNMNAT realizado a partir del cultivo del clon de expresión E. coli BL21-glNMNAT-

pet100 previamente inducido (I) (figura 4-6 S-DIS). El fraccionamiento celular evidencia 

una concentración de la proteína recombinante en la fracción insoluble (IS) la cual 

constituye los cuerpos de inclusión, esta fracción fue el punto de partida para la 

obtención de la proteína recombinante. El proceso muestra una eliminación de proteínas 

de bajo y alto peso molecular y una concentración de la proteína His-glNMNAT de 31kDa 

a lo largo del mismo (Figura 4-6 L1-DIS). Teniendo en cuenta que se cargó el mismo 

volumen de muestra, es evidente que la proteína se acumula en mayor proporción en la 

fracción insoluble luego de la diálisis (DIS), por esta razón, se escogió esta fracción 

enriquecida (Figura 4-6 DIS) como la fracción antigénica para inocular en gallinas y 
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ratones. La proteína recombinante tiene un peso de 31kDa que equivale al tamaño de la 

proteína endógena (28kDa) más 4kDa de la etiqueta de histidinas (His). 

 

Previo a la inoculación, se llevó a cabo la cuantificación de la proteína recombinante 

obtenida, al ser insoluble la manera más fiable de realizar una estimación 

semicuantificación es utilizar densitometría en gel. El resultado se esquematiza en la 

(Figura 4-7). En este gel se cargaron diferentes volúmenes de proteína recombinante 

insoluble y de Albumina de Suero Bovino (BSA) de concentración conocida, así, 

mediante extrapolación con ayuda del el software Quantity one, fue posible determinar 

cuál banda del patrón se ajustaba mejor al volumen cargado de la His-glNMNAT 

purificada, y consecuentemente determinar la concentración, la cual fue 

aproximadamente 4ug/ul. 

 

Figura 4-7: Cuantificación por densitometría de la Proteína His-glNMNAT purificada. M: marcador de bajo peso 

molecular (kDa) 1: glNMNAT (0,5ug/ul) 2: glNMNAT (1ug/ul) 3: por densitometría glNMNAT (2ug/ul) 4:BSA (2ug/ul) 5: 

BSA (4ug/ul) 6: BSA (6ug/ul) 7: BSA (8ug/ul) 8:BSA (10 ug/ul) Gel SDS-PAGE 12% revelado en comassie coloidal 

analizado con el software quantity one. 

 

 



 

4.2.2 Obtención de Anticuerpos Aviares IgY 

 

Los anticuerpos IgY, homólogos a los anticuerpos IgG de mamíferos, son conocidos 

como herramientas inmunológicas alternativas prácticas, económicas y de alto 

rendimiento.  Presentan algunas ventajas sobre los sistemas mamíferos comúnmente 

usados, entre ellas se encuentran: (i) la cantidad de inmunoglobulinas que pueden ser 

obtenidas. La cual es mucho mayor que en otros sistemas, así se reporta que de un 

huevo de una gallina inmunizada se obtiene una cantidad tan alta como la que es 

obtenida de 300ml de sangre de conejo. (ii) una mayor distancia filogenética entre las 

aves y los mamíferos, por ende una diferencia entre los patógenos que los atacan, por lo 

que la respuesta inmune a antígenos provenientes de patógenos mamíferos suele ser 

mucho mejor que en otros sistemas. (iii) Adicionalmente no presentan interacción con 

IgG de mamíferos ni con el factor reumatoide o  con los receptores de fijación del 

complemento de los mamíferos que usualmente dan lugar a falsos positivos. (iv) 

Finalmente, los IgY al ser obtenidos de yema de huevo no representan procedimientos 

invasivos para los animales, como si se requieren con  el sangrado de los mamíferos, 

representando estrés y sufrimiento para el animal. [43, 60–63]. 

 

La inoculación de las gallinas fue realizada de manera exitosa por el personal veterinario.  

Los huevos recolectados de una de las tres gallinas de cada tratamiento: 72 para la 

gallina control y 80 para la inoculada con His-glNMNAT fueron procesados 

completamente. Ya que es posible mantener altos niveles de IgY activos en la yema de 

huevo por varios meses si se sigue una inmunización periódica [62] se recogieron la 

mayor cantidad de huevos posibles durante el proceso de inmunización. 

 

La purificación de IgY puede llevarse a cabo mediante diversas metodologías, no 

obstante para garantizar la eficiencia de un método deben ser tenidos en cuenta tres 

factores determinantes: cantidad, pureza y actividad biológica de Ias inmunoglobulinas, 

además de los costos que involucre el proceso. [44] 

  

La yema de huevo se compone fundamentalmente de  gránulos formados por  

fosfovitinas y lipoproteínas, dispersas en una fracción soluble que contiene livetinas y 

LDL. Empleando el método de dilución en agua [43], fue posible agrupar las proteínas 

granulares, lo cual facilito su posterior separación de las proteínas del plasma, entre ellas 
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las livetinas (dentro de las cuales se encuentran las IgY) mediante procedimientos 

sencillos como centrifugación o filtración. [46] 

 

Las técnicas de separación por solubilidad en sustancias acuosas permiten fácilmente 

aislar proteínas solubles. Diluciones en agua, de la yema a un pH 5,0, permiten la 

aglomeración de los gránulos insolubles mediante el favorecimiento de  la unión de los 

lípidos allí contenidos, facilitando la obtención de sobrenadantes traslucidos carentes de 

lípidos. Al ser las IgY proteínas solubles es posible recurrir posteriormente a métodos 

básicos de separación como la precipitación por salting out para el tratamiento de la 

fracción soluble, para este caso en particular la adición de sulfato de amonio a una 

saturación del 60% ha mostrado ser óptima para la separación de las globulinas, 

facilitando un alto porcentaje de recuperación ≈ 89%.  [43, 44] 

 

Es posible encontrar diversas metodologías para la purificación de inmunoglobulinas 

(IgYs) posteriores a la precipitación con sulfato de amonio que posibilitan la obtención de 

porcentajes de recuperación de IgY mayores al 89%. Dentro de estas están: la  adición 

de etanol frío o una doble precipitación con sulfato de sodio, reportando la recuperación 

de un 93% o un 96% de IgYs respectivamente. Sin embargo de acuerdo a lo reportado 

en la literatura y a lo estandarizado en ensayos previos en nuestro grupo el método de 

purificación por cromatografía de afinidad tiofílica (método empleado en este trabajo) 

presenta mayor rendimiento y pureza. [42, 44] 

 

 

Para cada uno de los huevos colectados, El anterior protocolo nos permitió obtener una 

fracción de proteínas solubles donde las IgYs estaban presentes y altamente 

concentradas. Con el objetivo de determinar las fracciones con mayor contenido de IgYs 

las muestras se sometieron a ensayos de inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA) 

como se describió previamente en la metodología. 

 

La figura 4-8 resume los resultados del ensayo de ELISA sobre todos los huevos 

procesados de ambos tratamientos (con y sin antígeno – líneas rojas y azules 

respectivamente). Aunque la respuesta inmune es bastante irregular durante todo el 

proceso es posible visualizar los picos de mayor concentración de IgYs posteriores a 



 

cada una de las inoculaciones. Es posible evidenciar la respuesta inmune primaria al 

antígeno, caracterizada por producir anticuerpos de baja afinidad, tras lo cual se generan 

células de memoria T y B. [64] gracias a la generación de procesos de memoria en el 

sistema inmune es posible que en los refuerzos (días 15 y 22) la presencia de una nueva 

estimulación antigénica genere una respuesta inmunológica más rápida y robusta con 

anticuerpos de mejor afinidad, lo cual puede explicar en parte el perfil obtenido. [65] 

 

 Mediante el análisis de la figura 4-8 se pueden obtener picos de alta concentración de 

IgY, en este trabajo se escogió el huevo 30 para llevar a cabo la purificación total 

posterior a la solubilización. La figura 4-8 también permite visualizar que la reacción de 

reconocimiento de las proteínas solubles obtenidas de la gallina inoculada (azul) es 

específica por el antígeno ya que es ausente en la gallina control inoculada solamente 

con adyuvante (rojo).  

 

Figura 4-8: Evaluación de los niveles de IgY en Huevos Colectados Mediante ELISA. AZUL: Muestras provenientes 

de la Gallina inoculada con la His-glNMNAT. ROJO: Muestras Provenientes de la Gallina Inoculada con Adyuvante sin 

Antígeno. VERDE: Día de Realización de los Refuerzos. Eje Y absorbancia a 490nm, Eje X Número de Muestras durante 

los seis meses 

 

 

A pesar de que el perfil de postura (Figura 4-8) muestra un aumento en la producción de 

IgYs relacionado a los días post-inoculación (Día 1) o Post Refuerzo (Día 15 y 42), no 

hay una tendencia regular en los datos, esto no es extraño ya que el metabolismo de las 

aves se ve influenciado por condiciones fisiológicas y ambientales que no es posible 

controlar, lo cual conlleva a variaciones en la producción de inmunoglobulinas en los 

diferentes momentos evaluados. [66, 67]  
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Para visualizar el proceso de purificación se tomaron muestras de cada uno de los pasos 

durante el proceso del huevo escogido (Figura 4-8 Huevo 30) y se separaron mediante 

SDS PAGE (figura 4-9). En la fracción de las proteínas totales de la yema (Figura 4-9 

carril 1), luego de ajustar el pH y centrifugar la yema es posible visualizar las livetinas 

(Figura 4-9 carril 2). En los carriles 4 y 5 se observa el pellet de proteínas luego de la 

precipitación con sulfato de amonio se evidencian la presencia de diversas globinas, la 

eficiencia de la precipitación es clara al verificar la ausencia de proteínas en la fracción 

soluble resultante después de la precipitación con sulfato de amonio. También se 

observa la desaparición de otras proteínas, junto con la concentración de las IgYs 

conforme se lleva a cabo la purificación.  

 

En el carril 6 se observan los patrones electroforéticos característicos de las 

inmunoglobulinas, es de resaltar la presencia de dos bandas de 30 y 65 kDa, que 

corresponden a los pesos moleculares esperados para las cadenas liviana y pesada 

reportados previamente. Es posible evidenciar también, dentro del perfil electroforético 

otras proteínas. La banda de 45 kDa presumiblemente represente a las β-livetinas 

(proteínas similares a γ-livetinas, compuestas principalmente de IgYs), que por su peso 

se cree que pertenezcan a un grupo más específico, el de las α-2-glicoproteínas [61]. Por 

su parte la banda de 38 kDa se atribuye a la fracción de α-fosvitinas (unas albúminas) 

resultantes del tratamiento con SDS [44, 61]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4-9: Perfil Electroforético de las proteínas de la Yema de Huevo durante la Purificación de 

Inmunoglobulinas Aviares (IgYs). LMW: marcador de bajo peso molécula (KDa), 1: Proteínas Totales de la yema, 2: 

Proteínas Solubles de la Yema, 3: fase soluble luego de la precipitación con (NH4)2SO4 4: pellet precipitado con (NH4)2SO4 

5: Proteínas precipitadas resuspendidas en PBS 6: Proteínas Finales luego de la diálisis en PBS diluido 100 veces. 

 

 

Luego de determinar los picos de mayor producción de IgY, se procedió a la purificación 

total de los IgY (Figura 4-10).  Se purifico el huevo correspondiente al día 30 mediante 

cromatografía de afinidad tiofílica, que corresponde a un procedimiento de separación de 

inmunoglobulinas, posterior a la precipitación con sulfato de amonio. La columna está  

constituida por esferas de agarosa que se encuentran químicamente unidas a 2- 

mercaptoetanol que a su vez están unidos a grupos divinilsulfona activados, estos 

últimos presentan una elevada afinidad por las inmunoglobulinas en presencia de sales 

liotrópicas [20,31]. Algunos autores [32,33] describen el mecanismo de acción como la 

interacción entre el grupo tiol del 2-mercaptoetanol con regiones aromáticas de la 

proteína, principalmente residuos de triptófano y fenilalanina. No obstante, otros reportes 

refutan esta teoría y consideran que el mecanismo de acción está aún por determinarse 

[33-37]. 

 

La figura 4-10 muestra el perfil cromatográfico obtenido de la purificación por columna de 

afinidad tiofílica se llevó a cabo exitosamente se obtiene un perfil cromatográfico 

esperado (Figura 4-10). En las primeras fracciones se eluyen las proteínas no unidas o 

que no presentan interacción alguna con la resina, estas fracciones presentan altos 

valores absorbancia a 280nm, tanto como valores muy bajos en el ensayo de ELISA 



56 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia 
(gNMNAT): Determinación de la Localización Subcelular y Aproximación Estructural  

 
 

 

(Figura 4-10). De manera que se descarta la presencia de IgYs en dichas fracciones. En 

el momento en que la resina se encuentra unida a las IgY y no hay más proteínas 

contaminantes (Figura 4-10) se procede a la elución.  Es posible visualizar el efecto 

inmediato en la disociación de las uniones con la resina y la presencia de fracciones de 

alta absorbancia (Figura 4-10). El pico más alto corresponde a la fracción recogida en el 

momento de la aplicación del buffer de elución (Figura 4-10 Fracción 29),  la cual al ser 

visualizada mediante SDS PAGE (Figura 4-11 carril 6) presenta el patrón electroforético 

característico de las IgY puras (Bandas de 30 y 65 kDa), por lo que se logra una 

adecuada purificación de IgYs mediante esta metodología. 

 

 

 

Figura 4-10: Purificación de las IgYs- Anti-His-glNMNAT Empleando Resina Tiofílica. AZUL: Absorbancia de las 

fracciones obtenidas a 280nm. ROJO: Absorbancia a 490nm Obtenida Mediante Ensayo de ELISA sobre las Fracciones 

obtenidas. VERDE: Aplicación del Buffer de Elución de Tiofinidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4-11: Perfil electroforético de la purificación de inmunoglobulinas aviares (IgYs) empleando resina de 

afinidad tiofilica.LMW: marcador de bajo peso molecular (kDa), 1: Fracción 5 (Proteínas no unidas), 2: Fracción 13 

(proteínas no unidas), 3: Fracción 25 (proteínas no unidas), 4: Fracción 29 (proteínas no unidas) 5: Elución de IgYs 

Fracción 30, 6: Fracción 35 (proteínas Eluídas), 7: Fracción 52 (Eliminación de proteínas restantes con Guanidina HCl). 

 

 

 

La fracción 29 será entonces empleada para los experimentos posteriores como el 

antisuero IgY de huevo. Para determinar la cantidad de proteína IgY presente, una 

alícuota de esta fracción se sometió a una cuantificación mediante el método de Bradford 

como se describe en la metodología. Se obtuvo una concentración de 7,2µg/µl, que 

equivale, a una cantidad total de IgY para el huevo 29 de 14,4mg. Esta cantidad se 

encuentra dentro de rango de lo obtenido para IgY purificadas por dilución en agua y 

cromatografía tiofílica para otros antígenos en ensayos realizados en nuestro grupo [44], 

tanto como para otros anticuerpos IgY así obtenidos reportados en la literatura [63]. Del 

total de IgYs obtenidas, se espera que entre un 2 a un 10% correspondan a IgY 

especificas contra el antígeno inoculado.[62] 
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4.2.3 Evaluación del Título del IgY α-glNMNAT Sobre proteína 
Recombinante. 

 

Para caracterizar el anticuerpo purificado, se realiza una primera aproximación al título 

mediante un ensayo de western blot en el cual se usa como antígeno la proteína 

recombinante His-glNMNAT (500ng), purificada previamente desde los cuerpos de 

inclusión. La proteína usada para estos ensayos corresponde a la misma usada para la 

inmunización de las gallinas. La figura 4-12 muestra los resultados del western blot al 

usar diferentes títulos del anticuerpo obtenido de huevo IgY-α-glNMNAT (1:200- 

36,10ng/ul, 1:100-72,20ng/ul y 1:50- 144,40ng/ul). Se evidencia reconocimiento de la 

proteína recombinante de 31KDa desde 1:200, siendo claramente visible desde en 1:100.  

 

Figura 4-12: Evaluación del IgY-αglNMNAT de Huevo Mediante Western Blot. Empleando 500ng de Proteína 

Recombinante como antígeno  LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa). 1. His-glNMNAT / IgY-Anti-glNMNAT 1:200. 

2. His-glNMNAT / IgY–α-GLNMNAT 1:100. 3. His-glNMNAT / IgY–α-GLNMNAT 1:50. 4. BSA [500ng/ul] / IgY–α-GLNMNAT 

1:50, 5. His-glNMNAT / IgY-No Relacionado 1:50
13

. Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rábano (HRP) 

  

 

Los títulos escogidos se probaron de acuerdo a ensayos estandarizados previamente en 

el grupo para otros anticuerpos aviares previamente obtenidos y purificados. [44] Los 

títulos reportados para IgY varían de acuerdo a la cantidad de antígeno, al método de 

purificación utilizado, y a la cantidad de inoculaciones realizadas, por lo que no es posible 

comparar directamente el título obtenido con los reportados (tabla 4-1). Sin embargo, el 

                                                
 

13
 El anticuerpo IgY-no relacionado equivale a la fracción de elución de la cromatografía de afinidad tiofílica resultante de la 

purificación completa de un huevo de la gallina 1, inoculada únicamente con los adyuvantes disueltos en PBS. 



 

título del anticuerpo obtenido concuerda con el título de otros anticuerpos obtenidos en el 

grupo para antígenos similares de parásitos como Leishmania Spp. [44] 

 

Tabla 4-1. Títulos reportados para IgY Obtenidos Mediante Distintos métodos de 

purificación. [68] 

 

 

De manera paralela para tener una fuente adicional de IgYs, se decidió realizar una 

pequeña sangría de la Gallina 9 (5mL), un mes después de la segunda inoculación.  Se 

evaluó el título del suero obtenido, sobre proteína recombinante (Figura 4-14) 

obteniéndose un título de (1:500) para la detección de cantidades tan bajas como 15ng 

de proteína recombinante.   

4.2.4 Evaluación del Título Obtenido del Anticuerpo IgG-
αglNMNAT 

 

Con el objetivo de contar con diversas herramientas inmunológicas para estudios 

posteriores, se desarrolló también un anticuerpo IgG-α-glNMNAT en ratones. Los 

anticuerpos IgG de mamífero presentan ventajas adicionales que no es posible obtener 

de los sistemas aviares. Para las inoculaciones y refuerzos se requiere una baja cantidad 

del antígeno,  las condiciones de bioterio están estandarizadas y pueden ser 

garantizadas, además gracias a su uso generalizado, se ajustan a varios sistemas 

experimentales de manejo comercial, permitiendo diversas aplicaciones. [46] 

 

La figura 4-13 muestra el resultado de la primera evaluación del anticuerpo  realizada 

sobre proteína recombinante, se compararon dos títulos de IgG-α-glNMNAT sobre 

diferentes concentraciones de His-glNMNAT.  La figura 4-13 muestra que en un título de 
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1:5000 es capaz de reconocer la proteína recombinante en todas las concentraciones 

evaluadas, sin detección de inespecificidades. Como es de esperarse al usar el 

anticuerpo en concentraciones más elevadas se detecta una señal más fuerte de la 

proteína de interés. No obstante como lo muestra la figura 4-13 concentraciones altas 

permiten también el reconocimiento de una serie de inespecificidades de alto y bajo peso 

molecular, por lo que para el reconocimiento de proteína recombinante no se aconseja 

utilizar títulos inferiores a 1:5000. 

 

Figura 4-13: Evaluación del Título del Anticuerpo IgG- αglNMNAT Sobre Diferentes Concentraciones de Proteína 

Recombinante.1. 125ng His-GLNMNAT 2. 250ng His- GLNMNAT 3. 500ng His-GLNMNAT. LMW: Marcador de Bajo Peso 

Molecular. Western Blot Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rábano (HRP). 

 

 

Los anticuerpos han sido diseñados con la finalidad de detectar la NMNAT endógena de 

G. lamblia, no tenemos indicios de sus niveles de expresión en parásitos, y podría 

suceder que esta proteína en el parásito no sea muy abundante y por  tanto encontremos 

una baja cantidad. De hecho se ha reportado expresión diferencial en diversos tipos de 

tejidos en células humanas de la NMNAT. [27] La expresión también se ha visto 

influenciada por el estado genético y metabólico en células humanas, oscilando entre 

bajas concentraciones en células cancerosas con reducida actividad mitocondrial y alto 

metabolismo glicolítico hasta muy altas concentraciones en células proliferativas y/o en 

tejidos de la línea germinal, tales como placenta y testículos, así como también en 

células neuronales con desordenes genéticos como la degeneración Walleriana debido a 

la demostrada acción NMNAT como chaperona. [29, 69]  

 



 

Con el fin de evitar falsos negativos y usar un título adecuado para el reconocimiento de 

cantidades muy bajas de proteína, se realizó un ensayo de western blot sobre diferentes 

cantidades de proteína recombinante para determinar la cantidad mínima de His-

glNMNAT capaz de ser reconocida por los anticuerpos previamente obtenidos (IgG- α-

glNMNAT, IgY-α-glNMNAT (Huevo) e IgY-α-glNMNAT (Sangre)).  

 

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 4-14. A pesar de que los 

títulos estandarizados previamente sobre 500ng de His-glNMNAT son mucho más 

altos14, en este experimento, se emplearon títulos más bajos15. 1:50 para el IgY 

Purificado de huevo, 1:500 para el IgY obtenido de sangre y de 1:500 para el IgG de 

ratón, ya que la finalidad es determinar el nivel mínimo de proteína capaz de ser 

detectado con un título abundante de anticuerpo.  

 

Figura 4-14: Evaluación del Título de los Anticuerpos α-glNMNAT Producidos Sobre Diferentes 

concentraciones de  Proteína Recombinante mediante Western Blot: M: Marcador de Bajo Peso 

Molecular. IgY Huevo: titulo 1/50, IgG Ratón: Titulo 1:500, IgY Sangre: 1:500. Revelado con el Sistema 

Peroxidasa de Rábano (HRP) M 

 

 

 

La figura 4-14 muestra la detección de la proteína recombinante con una señal fuerte, 

incluso sobre cantidades muy bajas de proteína recombinante como 15ng. Es evidente 

                                                
 

14
 Titulo alto hace referencia a una mayor dilución del anticuerpo 

15
 Titulo bajo hace referencia a un anticuerpo más concentrado o menos diluido 



62 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia 
(gNMNAT): Determinación de la Localización Subcelular y Aproximación Estructural  

 
 

 

incluso el reconocimiento de algunas pequeñas inespecificidades de mayor peso 

molecular que corresponden a impurezas propias del antígeno obtenido de los cuerpos 

de inclusión bacterianos, ya que este corresponde al mismo usado para las 

inmunizaciones, y en el existen pequeñas cantidades de proteína contaminante es de 

esperar, por lo tanto, que se produzcan anticuerpos en muy baja cantidad para estas 

otras proteínas contaminantes y por ende una detección de las mismas usando títulos 

altos como los de este experimento.  

 

Estas inespecificidades en el reconocimiento de la proteína recombinante no deben ser 

un problema para la detección de la proteína endógena dentro del parasito ya que 

provienen del proteoma de la bacteria E. coli y son  remanentes de la purificación, por lo 

tanto no existen en G. lamblia así que sobre los parásitos se espera el reconocimiento 

especifico del antígeno. 

4.3 Detección de la Proteína glNMNAT Endógena 
Empleado los Anticuerpos Obtenidos  

4.3.1 Los Anticuerpos IgY reconocen  al menos tres bandas 
sobre Trofozoítos de G. lamblia 

Luego de estandarizar el título del anticuerpo sobre proteína recombinante y determinar 

el título adecuado para reconocer cantidades muy bajas de la misma, se procedió a la 

detección de la proteína endógena sobre células completas en estadio trofozoítos. Se 

escogió este estadio como una aproximación inicial ya que es más activo 

metabólicamente, encontrándose la mayoría de la maquinaria enzimática del parasito en 

su máxima expresión. [17, 49] 

 

Como primera aproximación se utilizó el anticuerpo IgY-αglNMNAT purificado de huevo, 

con el título previamente estandarizado (1:50)  para la detección de bajas cantidades de 

proteína recombinante. La figura 4-15 muestra un western blot donde se evidencia la 

detección de varias bandas sobre los trofozoítos de G. lamblia. Existen al menos tres 

bandas discretas: de 30, 38 y 116 kDa y dos  bandas muy tenues de 60 y 70 kDa. La 

banda de 30kDa está muy cercana al peso esperado de la proteína endógena el cual es 



 

de 28 kDa16. Todas las bandas aparecen rápidamente luego de la exposición a la 

solución de revelado. 

 

Figura 4-15. Detección de la proteína glNMNAT de G. lamblia Empleando Anticuerpos IgY de Huevo. LMW: 

Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-glNMNAT 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) 3: 2x10
6
 Trofozoítos de G. 

lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X  A) Gel SDS-PAGE 12% Teñido con Comassie Coloidal B) Western Blot 

Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rábano (HRP) 

 

4.3.2 Los Anticuerpos IgG de ratón reconocen una banda de 
38kDa Sobre Trofozoítos de G. lamblia 

 

Gracias a que se cuenta también con anticuerpos IgG-α-glNMNAT producidos en un 

sistema diferente (ratón), es posible emplear estos para la detección de la proteína 

endógena y comparar los patrones de detección entre IgG de Ratón e IgYs. Los 

resultados revelan la detección de una banda discreta de 38 kDa (Figura 4-16), la cual 

coincide con una de las bandas detectadas previamente (Figura 4-15). Es evidente 

también, la ausencia del reconocimiento de la banda de 30kDa cercana al peso esperado 

por parte del anticuerpo IgG.  

 

                                                
 

16
 El peso esperado de la proteína endógena se obtiene al restar del peso de la proteína recombinante His-GlNMNAT 

(31kDa), el peso de la etiqueta de Histidinas (His) el cual es 3kDa. 
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Si hay bajas cantidades de proteína es posible que los antisueros de ratón no sean muy 

eficaces para el reconocimiento. Se ha reportado que la concentración de anticuerpos en 

suero de conejos es alrededor de 5µg/µl, después de la segunda inmunización, lo cual es 

una concentración baja en comparación a lo obtenido al purificar IgY de yema (7,2 µg/µl), 

adicionalmente en estos antisueros no solo se encuentran anticuerpos IgG sino también 

otras clases de anticuerpo como IgM, IgA e IgE, por lo que emplear títulos bajos no 

siempre garantiza la detección ya que no solo se da un aumento en la concentración de 

IgGs. [62] 

 

Figura 4-16. Detección de la proteína glNMNAT de G. lamblia Empleando Anticuerpos IgG de Ratón. LMW: Marcador 

de Bajo Peso Molécula (kDa, 1: His-glNMNAT 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) 3: 2x10
6
 Trofozoítos de G. lamblia 

Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X  A) Gel SDS-PAGE 12% Teñido con Comassie Coloidal B) Western Blot 

Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rábano (HRP) C) Western Blot Revelado con el Sistema Estreptavidina-Biotina-

Fosfatasa Alcalina. 

      

 



 

Existen tres explicaciones posibles para que los anticuerpos producidos reconozcan 

diversas bandas en los parásitos: (i) que se reconozcan proteínas similares en el parasito 

(ii) que se hayan generado anticuerpos contra la etiqueta de histidinas (iii) que la proteína 

NMNAT endógena presente diferentes modificaciones postraduccionales. Con el fin de 

evaluar estas posibilidades se realizó la detección de la NMNAT bajo dos 

aproximaciones: la evaluación de la detección de proteínas His-NMNAT homologas y la 

purificación de los anticuerpos IgY-αglNMNAT a partir de membranas como se mencionó 

previamente en la metodología. 

4.3.3 Los Anticuerpos IgY producidos reconocen Reconocen 
enzimas NMNAT homologas. 

 

La presencia de bandas adicionales puede ser explicada de diversas maneras. En primer 

lugar en el transcriptoma de Giardia lamblia se reportan dos secuencias putativas para  

NMNAT, ambas secuencias han sido clonadas, expresadas y purificadas en sistemas 

heterólogos (E. coli) y se ha demostrado su actividad enzimática, por lo que es posible 

que de expresarse, el anticuerpo este reconociendo ambas isoenzimas. [7, 8] Para 

comprobar si el anticuerpo IgY de Huevo puede reconocer ambas isoenzimas se 

aprovechó la disponibilidad de ambas proteínas recombinantes y se realizó un ensayo de 

detección. La Figura 4-17, muestra la detección de ambas proteínas His-glNMNAT de 31 

y 28 kDa, que para distinción en este texto serán llamadas glNMNAT-A y B 

respectivamente.  Los ensayos realizados permiten adicionalmente comprobar la 

detección de una proteína recombinante homologa de Lesihmania brasilensis (His-

LbNMNAT) y una proteína homologa la isoenzima 3 humana (Hs-NMNAT-3). De estos 

experimentos se puede concluir que se ha desarrollado un anticuerpo IgY capaz de 

reconocer las NMNAT de G. lamblia. 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia 
(gNMNAT): Determinación de la Localización Subcelular y Aproximación Estructural  

 
 

 

Figura 4-17. Reconocimiento Cruzado por Western Blot del Anticuerpo IgY-αglNMNAT. LMW: Marcador de Bajo Peso 

Molécula (kDa), 1: glNMNAT-A (500ng), 2: glNMNAT-B (500ng)  3: LbNMNAT (500ng)  4: Hs-NMNAT-3 (500ng)  5: BSA 

(500ng). A) Gel SDS PAGE 12%Teñido en Comassie coloidal. B) Western blot revelado con el sistema de Peroxidasa de 

Rábano (HRP)  

 

 

4.3.4 Los extractos celulares de trofozoítos mejoraron la 
detección de la NMNAT endógena en el parasito 

 

Aunque es evidente la detección de señales fuertes y discretas sobre células completas 

en estadio trofozoítos, las bandas reconocidas no fueron siempre consistentes al emplear 

IgG e IgY. Por esta razón se decido emplear técnicas de fraccionamiento celular con el 

objetivo de concentrar las proteínas solubles y tener una detección más precisa de las 

glNMNAT. Se realizó la preparación de extractos citoplasmáticos y nucleares de 

trofozoítos, tal y como se enuncia en la metodología y se realizaron ensayos de 

inmunodetección por western blot sobre estas muestras.  

 

La figura 4-18 ilustra los resultados obtenidos empleando anticuerpos IgY de huevo sobre 

los extractos, evidenciándose el reconocimiento de bandas sobre ambos tipos de 

fracciones celulares.  Sobre los extractos citoplasmáticos se detectan 3 bandas de 30, 38 

y 60 kDa. Estas bandas coinciden con algunas de las detectadas sobre células 

completas. De igual manera sobre el extracto nuclear se observa la detección de una 



 

banda de 116 kDa que es también detectada sobre las células totales. Estos resultados 

corroboran la detección sobre trofozoítos completos mostrada previamente (Figura 4-15). 

Algunas de las bandas en los extractos presentan una señal más fuerte en contraste a la 

presente en células totales que posiblemente sea una señal de un mayor enriquecimiento 

de la proteína presente allí, es este el caso de la banda de 60kDa en el extracto 

citoplasmático y de la banda de 116kDa en el extracto nuclear lo cual era uno de los 

efectos esperados al concentrar las proteínas. El control negativo del experimento que 

consistió en la detección con las IgY purificadas de un huevo proveniente de una gallina 

no inoculada evidencia ausencia de señal según lo esperado, con una excepción y es 

una leve detección de la banda de 116kDa en el extracto nuclear. De manera que 

probablemente la detección de esta banda sea el resultado de una especificidad debida a 

la alta concentración de proteína presente. 

 

También, se llevó a cabo la detección empleando los anticuerpos IgY de sangre 

(resultados no mostrados) sin embargo no se evidencio ninguna señal en los extractos 

evaluados. 

 

Figura 4-18. Detección de la proteína glNMNAT sobre Fracciones Celulares de G. lamblia empleando anticuerpos 

IgY de Huevo. LMW: Marcador de Bajo Peso Molécula (kDa), 1: His-glNMNAT (+) 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) (-)  

3: 2x10
6
 Trofozoítos de G. lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X  5: 100ug de Extracto Citoplasmático de 

trofozoítos de G. lamblia 6: 100ug de Extracto Nuclear de trofozoítos de G. lamblia. A) Gel SDS-PAGE 12% Teñido con 

Comassie Coloidal B) Western Blot Revelado con el Sistema Peroxidasa de Rábano (HRP). 
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Para la detección sobre extractos se empleó también el anticuerpo IgG de ratón y se 

revelo en el sistema estreptavidina-biotina fosfatasa alcalina, que permite una 

amplificación de la señal, en razón a que según los ensayos sobre células totales (Figura 

4-16) la detección es más fuerte empleando este sistema. Los resultados (Figura 4-19)  

evidencian una banda de 38kD, detectada previamente sobre células totales, tanto como 

la ausencia de señal sobre extractos citoplasmáticos y nucleares, no obstante la banda 

de 38kDa detectada en células totales aparece en el pellet celular restante de los 

extractos preparados. 

 

Figura 4-19. Inmunodetección de la proteína glNMNAT sobre Fracciones Celulares de G. lamblia empleando 

anticuerpos IgG de Ratón. LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-glNMNAT (+) 2: Albumina de Suero 

Bovino (BSA) (-)  3: 2x106 Trofozoítos de G. lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X  5: 100ug de Extracto 

Citoplasmático de trofozoítos de G. lamblia 6: 100ug de Extracto Nuclear de trofozoítos de G. lamblia. A) Gel SDS-PAGE 

12% Teñido con Comassie Coloidal B) Western Blot Revelado con el Sistema Estreptavidina-Biotina-Fosfatasa Alcalina. 

 

 

 

  Los anteriores experimentos permiten concluir que ambos anticuerpos (IgG e IgY) 

reconocen una banda de 38kDa que posiblemente corresponda a una NMNAT en G. 

lamblia sujeta a modificaciones post-traduccionales que alteran su tamaño y por ende su 

movilidad electroforética bajo condiciones denaturantes. Aunque se detecta es misma 

banda con ambos anticuerpos de una manera fuerte, la localización de la proteína no fue 

concluyente ya que fue detectada en el citoplasma como en el pellet de la extracción que 

correspondería a organelos de tipo membranoso presentes en el citoplasma. Muchas de 

las NMNAT que han sido determinadas, presentan diversos tipos de modificaciones 



 

postraduccionales. En el caso de las enzimas humanas, el monómero NMNAT-1 

presenta tres sitios potenciales de fosforilación blanco de la Proteína Quinasa C (PKC) 

(Ser136, Gln107, Pro149), la NMNAT-2 presenta una palmitoilación en dos residuos de 

cisteína (Cys164 y Cys165) que permite su anclaje a la membrana de Golgi. [27] Estas 

modificaciones han demostrado ser importantes para la regulación pero no son 

indispensables para la catálisis, por lo que generalmente no es posible determinar este 

tipo de procesos mediante análisis in vitro de la actividad enzimática. 

 

Las modificaciones post-traduccionales constituyen uno de los mecanismos más 

eficientes de la evolución para incrementar la versatilidad en la función proteica, 

proveyendo a la célula con la flexibilidad para responder a un amplio rango de estímulos. 

Adicionalmente, son una manera reversible para modular rápida y específicamente las 

funciones, actividades y estabilidades de las proteínas preexistentes, controlando por lo 

tanto la dinámica de los procesos celulares. En G. lamblia han sido identificados diversos 

tipos de modificaciones post-traduccionales de proteínas como: glicosilaciones, 

fosforilaciones, poli-glicilaciones, sumoilaciones entre otras, las cuales determinan la 

localización subcelular de proteínas y en general se encuentran relacionadas, con la 

regulación de la progresión del ciclo celular y la diferenciación .[70, 71] 

4.3.5 El anticuerpo IgY purificado a partir de membranas de 
nitrocelulosa permitió la detección específica de la NMNAT 
en Giardia 

 

Para determinar si realmente se estaba reconociendo una proteína glNMNAT 

postraduccionalmente modificada, se debía tener certeza que los anticuerpos no estaban 

reconociendo bandas inespecíficas sobre los parásitos. Aprovechando la gran cantidad 

de anticuerpos IgY de huevo disponibles, se recurrió a dos estrategias para bloquear 

señales inespecíficas. La primera consiste en la neutralización de posibles IgY no-

NMNAT producidos contra las proteínas contaminantes de los cuerpos de inclusión que 

puedan estar generando falsos positivos en el reconocimiento sobre los parásitos 

mediante una pre incubación del anticuerpo IgY de Huevo con extracto de proteínas 

solubles de E. coli. La segunda estrategia consiste en la purificación de los IgYα-

glNMNAT de los IgY eluídos de la cromatografía tiofílica, a partir de la elución desde 



70 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia 
(gNMNAT): Determinación de la Localización Subcelular y Aproximación Estructural  

 
 

 

membranas de nitrocelulosa que contienen la proteína recombinante previamente 

incubada con el anticuerpo, tal y como se describe en la metodología (3.2.6).  

 

Para el desarrollo de la segunda estrategia fue necesario realizar una corrida 

electroforética de la proteína recombinante purificada de los cuerpos de inclusión, una 

transferencia  hacia membranas de nitrocelulosa, una tinción para evidenciar la banda 

correspondiente a la NMNAT, el corte de la banda correspondiente a dicha proteína y la 

incubación de esta membrana con los anticuerpos IgY de huevo. Adicionalmente se 

comprobó la eficiencia del proceso al realizar un ensayo de dot blot sobre proteína 

recombinante y evidenciar la detección de esta (Figura 4-20).  

 

Figura 4-20. Purificación de los anticuerpos IgY-αglNMNAT desde Membrana de Nitrocelulosa.  A) Coloración con 

Rojo Ponceau de la Membrana con el Antígeno His-glNMNAT-A empleado para la purificación  LMW: Marcador de 

bajo peso molecular (kDa) 1 y 2: Proteína His-glNMNAT-A. B) Detección por dot-blot de la proteína His-glNMNAT-A 

empleando anticuerpos Purificados 1. IgY de Huevo sin tratar (+), 2. IgY –αglNMNAT Purificado sin diluir. 

 

 

Luego de demostrar que los anticuerpos purificados eran capaces de reconocer la 

proteína recombinante, se procedió a emplearlos junto con los anticuerpos neutralizados 

(pre-tratados con E.coli) para la detección de la proteína recombinante mediante western 

blot. La figura 4-21 evidencia un claro reconocimiento de la proteína His-glNMNAT-A 

empleando los IgY provenientes de ambos tipos de tratamientos. Por otra parte el 

tratamiento más efectivo para evitar el reconocimiento de inespecificidades fue la 

purificación de anticuerpos desde membranas con la aparición únicamente de la banda 

esperada (31kDa) con ausencia de detección inespecífica de proteínas de mayor peso 



 

molecular como se evidenciar al emplear el IgY sin tratar. La  neutralización solo reduce 

la aparición de señales inespecíficas sobre proteína recombinante pero no las elimina 

totalmente. 

 

Figura 4-21.Reconocimiento de las glNMNAT con Anticuerpo IgY de Huevo Bloqueado contra señales 

inespecíficas. LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-glNMNAT (+) 2: Albumina de Suero Bovino (BSA) (-)  

A) IgY de Huevo Sin tratar (+) B) IgY-αglNMNAT Purificado desde Membranas de Nitrocelulosa C) IgY Neutralizado con 

Extracto Soluble de E. coli BL21. Western Blot Revelado con el Sistema Peroxidasa de rábano (HRP).  

 

 

 

Habiendo determinado reconocimiento especifico de la proteína recombinante, se 

procedió a emplear los anticuerpos IgY purificados de membranas de nitrocelulosa para 

la detección de la proteína endógena sobre células y extractos de G. lamblia.  La figura 4-

22 evidencia la detección empleando el anticuerpo IgY purificado bajo este sistema. 

Además de la detección de la proteína recombinante, se evidencia también la detección 

de 2 bandas en trofozoítos completos y fracciones solubles de 30 y 38 kDa. Estos 

resultados coinciden con los experimentos previos empleando el IgY puro, por lo que se 

concluye que posiblemente estas dos proteínas correspondan a NMNAT endógenas de 

G. lamblia y que la diferencia de tamaño con los valores esperados se deba 

posiblemente modificaciones postraduccionales que modifican su migración. 

 



72 Estudio de la Nicotinamida/Nicotinato Mononucleotido Adenililtransferasa de Giardia lamblia 
(gNMNAT): Determinación de la Localización Subcelular y Aproximación Estructural  

 
 

 

Figura 4-22. Reconocimiento de las glNMNAT Sobre trofozoítos y extractos celulares de G. lamblia  empleando 

anticuerpos IgY de Huevo Purificados desde Membranas. LMW: Marcador de Bajo Peso Molecular (kDa), 1: His-

glNMNAT-A, 2: BSA, 3: 2x106 Trofozoítos de G. lamblia Resuspendidos en Buffer SDS- PAGE 1X, 4. 100ug de Extracto 

Citoplasmático 5: 100ug de Extracto Nuclear. 

 

 

4.3.6 La Proteína glNMNAT se Mantiene en Niveles Constantes  
durante la enquistación de G. lamblia 

 

Con el objetivo de determinar la variación de la expresión de la proteína glNMNAT en el 

parasito durante su ciclo de vida se emplearon los anticuerpos IgY purificados de 

membranas de nitrocelulosa en la detección de la NMNAT endógena durante la 

enquistación. Con este fin se indujo in vitro el proceso de enquistación como se describe 

la metodología, la inducción se llevó a cabo exitosamente y se obtuvo un porcentaje de 

enquistación de entre 30 a 34%, el cual se considera un porcentaje alto si se tiene en 

cuenta que los porcentajes de enquistación reportados in vitro no superan en promedio el 

25% siendo el más alto reportado del 50%. [72]  La figura 4-23 muestra el resultado de la 

detección durante diferentes intervalos de tiempo (0h, 6h, 12h, 24h y 48h) del proceso 

inducido in vitro.  Es posible evidenciar la desaparición total de la banda de 30 kDa a las 

seis horas post-inducción y consecuentemente el enriquecimiento de la banda de 38kDa 

posterior a las seis horas post inducción. Se evidencia también la detección de otras 

bandas de mayor peso molecular no detectadas previamente.  



 

Figura 4-23.  Inmunodetección de la NMNAT durante la inducción de la Enquistación de Giardia lamblia. LMW: 

Marcador de Bajo peso Molecular  (kDa) 1. His-glNMNAT-A 2. Trofozoítos Control (+) 3. Células a las 0h post-inducción 4. 

Células a las 6h post-inducción 5. Células a las 12h post-inducción 6. Células a las 24h post-inducción 7. Células a las 48h 

post-inducción (quistes). En cada carril se cargaron .2x106 células de G. lamblia resuspendidas en buffer SDS 1X. A) Gel 

de SDS PAGE 12% Teñido con Comassie coloidal B) Western blot revelado con el sistema biotina-estreptavidina-fosfatasa 

alcalina. 

 

 

 

 Los resultados de la identificación de la proteína endógena durante la enquistación son 

interesantes, ya que se presenta la detección de dos bandas que manifiestan un 

comportamiento opuesto durante el proceso, en primer lugar la proteína cercana al 

tamaño esperado (30kDa) disminuye su expresión drásticamente a partir de las seis 

horas de la inducción del estímulo mientras que la banda de 38kDa incrementa su 

expresión a partir de este momento y se mantiene relativamente constante durante la 

finalización del proceso.  La disminución en la expresión es un efecto esperado ya que 

durante la fase temprana (primeras 10h post-inducción) de la enquistación se reporta una 

disminución en la actividad metabólica y por ende en los niveles de las enzimas 

involucradas en estos procesos [72] 

 

La intensificación de la señal para la proteína de 38kDa, puede estar explicada de varias 

maneras, el primer escenario discutido previamente podría señalar una forma 

posttraduccionalmente modificada que incrementa su aparición posiblemente en 

respuesta al cambio metabólico en el parasito, de ser este escenario dicha dinámica sea 

una respuesta regulatoria de la actividad NMNAT. El segundo escenario  posible, 

teniendo en cuenta que el anticuerpo IgY desarrollado es capaz de reconocer ambas 
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isoenzimas recombinantes,  es que se dé el reconocimiento de las dos isoenzimas 

endógenas dentro del parasito y que la dinámica de su expresión sea opuesta debido 

posiblemente una expresión diferencial en respuesta  los estímulos responsables de 

inducir  la enquistación. 

 

4.4 Análisis de la Localización Intracelular de la Proteína 
glNMNAT Empleando los Anticuerpos Policlonales 
Desarrollados 

 

4.4.1 La Proteína glNMNAT se Ubica en el Citoplasma de los 
Trofozoítos   

 

Los anticuerpos obtenidos fueron usados para evaluar la localización intracelular de la 

proteína glNMNAT. A continuación se muestran los resultados de dichos análisis. Se usó 

el anticuerpo IgG en diferentes títulos (1:1000, 1:500 y 1:250) (Figura 4-24), de estos 

resultados es clara la ubicación citoplasmática de la proteína. 

 

Es posible ver como la coloración citoplasmática tiende a presentar señales más intensas 

que son visibles como gránulos en el citoplasma. Al usar un título de 1:500 fue posible 

observar además de la tinción citoplasmática en los parásitos (Figura 4-24), en algunos 

de ellos una tinción en áreas periféricas al discovental. El patrón de cloración parece ser 

específico ya que es clara la ausencia de señal en regiones como el interior del disco 

ventral del parasito, flagelos y núcleos, adicionalmente al emplear para la detección 

suero no relacionado, también se evidencia ausencia de señal. Para el control de 

detección se empleó el anticuerpo monoclonal de ratón α-Tubulina (Figura 4-24 4) 

obtenido comercialmente para la detección de las estructuras como flagelos, cuerpo 

medio y periferia del disco ventral en los parásitos, dándole validez a la detección 

evidenciada. 

 

 



 

 

Figura 4-24.  Inmunodetección de la Proteína GlNMAT sobre sobre Trofozoítos empleando Anticuerpos IgG. El 

anticuerpo Primario (IgG) α-glNMNAT , Los anticuerpos Secundarios α-IgG-ALEXA488 (1:1000) Tinción Nuclear con DAPI 

(1:100000). 1. Titulo 1:250  2. Titulo 1:500 3. Titulo 1:1000 4. α-tubulina 1:500 (+) 5. Suero no relacionado 1:250. La barra 

blanca o negra representa 25µm. las imágenes fueron tomadas a un aumento de 20X. . Imágenes tomadas del 

Microscopio con Sistema confócal Nikon C1 plus. 

 

 

 

Los análisis de localización subcelular, fueron también realizados empleando el 

anticuerpo IgY proveniente de huevo.  Al igual que con los anticuerpos IgG de ratón, con 
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los anticuerpos IgY de huevo es posible detectar la proteína glNMNAT a nivel 

citoplasmático (figura 4-25), aunque en algunos parásitos se visualiza una tinción con un 

patrón granular no es algo generalizado en todos los organismos observados. 

Adicionalmente, se visualiza que el reconocimiento es específico, a pesar de la aparición 

de una leve señal sobre los parásitos tratados con la muestra no relacionada y de la  

ausencia de señal en regiones donde era clara la no detección empleando IgG. Ya que la 

coloración empleando IgY tiende a ser más homogénea y menos particulada o especifica 

de subestrucutras, para el reconocimiento de la glNMNAT durante el proceso de 

enquistación no serán empleados los anticuerpos IgY. 

 

Figura 4-25.  Inmunodetección de la Proteína GlNMAT sobre sobre Trofozoítos empleando Anticuerpos IgY de 

Huevo. El anticuerpo Primario (IgY) α-glNMNAT, Los anticuerpos Secundarios α-IgG-FITC (1:1000) Tinción Nuclear con 

DAPI (1:100000).  1. Titulo 1:25  2. Titulo 1:50 3. Muestra no Relacionada 1:25. La barra blanca o negra representa 

25µM.las imágenes fueron obtenidas con un aumento de 20X. . Imágenes tomadas del Microscopio con Sistema confócal 

Nikon C1 plus. 

 

 

 

 

 



 

4.4.2 Inmunodetección de la Proteína glNMNAT Durante la 
Inducción de la Enquistación en G. lamblia 

 

 

Para evaluar si existe o no un cambio en la localización intracelular de la glNMNAT 

durante la enquistación se realizaron ensayos de inmunofluoresencia empleando el 

anticuerpo IgG-α glNMNAT  el cual dio el mejor resultado para la Inmunodetección sobre 

trofozoítos como se mostró previamente. Los resultados se ilustran en la figura 4-26  en 

esta grafica se visualiza que el proceso de enquistación ocurrió de manera óptima ya que 

a partir de las 6h post inducción es posible ver células con morfología redondeada y a 

partir de las 12 h es posible visualizar quistes. Los quistes evidenciados presentan la 

morfología típica tetranucleada con  la presencia de una pared celular traslucida.  

 

A pesar de que la detección control positivo, con el anticuerpo monoclonal comercial 

contra una de las proteínas de la pared del quiste (α-CWP) no fue muy exitosa, se 

evidencia claramente la detección invariante de la glNMNAT durante todo el proceso y 

finalmente en los quistes obtenidos. También es notoria a partir de las 24h una detección 

particulada sobre las células. Estos resultados concuerdan con lo obtenido al evaluar por 

western blot los proteomas de las células inducidas en diferentes intervalos en la 

enquistación, ya que, durante todo el proceso se evidencia detección de bandas ya sea 

de 30 o 38kDa, por lo que es de esperarse que estas proteínas sean reconocidas durante 

los ensayos de inmunofluoresencia. 
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Figura 4-26. Inmunodetección de la Proteína glNMNAT Durante la Enquistación de G. lamblia. Los anticuerpos 

Primarios (IgG) α-glNMNAT  (1:250) y α-CWP1-TAMRA (tetrametilrodamina 1:1000), Los anticuerpos Secundarios α-IgG-

ALEXA488 Tinción Nuclear con DAPI 1:100000. 1. Células a las 0h post-inducción  2. Células a las 6h post-inducción 3. 

Células a las 12h post-inducción 4. Células a las 24h post-inducción 5 células a las 48h post-inducción (Quistes) 6. Células 

a las 48h post inducción con el Suero IgG no relacionado (Quistes (-)). Las barras negras o blancas indican 10µM, 

Aumento 20X. Imágenes tomadas del Microscopio con Sistema confócal Nikon C1 plus.

 



 

4.5 Generación de un vector de expresión para la 
detección de la proteína transgénica HA- glNMNAT 
sobre Trofozoítos Transfectantes 

4.5.1 Amplificación del  fragmento codificante para la 
glNMNAT a partir de Cebadores con secuencias de 
Restricción para la Clonación en el Vector. 

 

A partir de las secuencias de nucleótidos registradas en la base de datos Giardia DB, [1] 

se diseñaron cebadores específicos para la amplificación con secuencias de 

reconocimiento para enzimas de restricción, necesarias para la ligación en el vector, de 

esta manera  se obtuvo la amplificación del fragmento de interés: Glnmat usando como 

plantilla el ADN Plasmídico del vector pET100/D-Topo-glNMNAT-ha obtenido 

previamente a partir de la clonación sobre ADN genómico en trabajos anteriores. [6]  La 

Figura 4-27 ilustra las bandas obtenidas.   

 

Figura 4-27: Amplificación del gen glNMNAT  de Giardia lamblia empleando iniciadores con secuencias de 

restricción para BAMHI y NOTI: M. Marcador 100pb 1. glNMNAT amplificada con iniciadores con secuencias de 

restricción, 2. Glnmat amplificiada con iniciadores para pET100/D Topo-glNMNAT-a  (+). 3. Control Negativo sin Plantilla 

Gel de agarosa 1,5% (P/V)en Buffer TAE [47] 
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4.5.2 Obtención del Plásmido pTUBpacNT-HA 

 

El vector de interés fue suministrado por el Doctor Hugo lujan  de la Universidad de 

Córdoba en Argentina.[10] Se extrajo el vector de interés pTUBpacNT-HA para la 

Transfección en Giardia el cual estaba en células E.coli TOP10, para esto se usó el 

método de lisis alcalina miniprep, como se observa en la Figura 4-28 se obtuvo una gran 

cantidad de ADN plasmídico (1392,5 ng/µL). El conjunto de bandas evidenciado es el 

resultado de las distintas conformaciones estructurales del ADN plasmídico. 

 

Figura 4-28: Obtención del Plásmido pTUBpacNT-HA: M. Marcador de 1Kb, 1. pTUBpacNT-HA concentrado 2. 

pTUBpacNT-HA dilución (1/50) 3.  pTUBpacNT-HA dilución (1/100) 4. Control (-) lisis. Gel de Agarosa 0,8% (P/V) Buffer 

TAE.Teñido con Bromuro de Etidio ( BrEt). 

 

 

4.5.3 Digestión, Ligación y Clonación del fragmento 
glNMNAT en el vector pTUB pacNT-HA 

 

Una vez purificados el amplificado (glNMNAT)  y el vector de expresión en Giardia, se 

realizó una reacción de doble digestión con las enzimas NotI y BamHI que cortan el 

vector en el sitio de Clonación Múltiple. [10] Los productos de digestión se observan en la 

Figura 4-29. De esta grafica se infiere que la reacción de digestión ocurrió eficientemente 

dado que el plásmido pTUBpacNT-HA (Figura 4-29 B) muestra su tamaño de 4,85kb en 

la forma linear esperada luego del tratamiento. 



 

Figura 4-29: Digestión de los fragmentos glNMNAT-A y del vector pTUBpacNT-HA: A. M. 100pb 1. glNMNAT-a sin 

digerir 2. Glnmnt-a Digerido  B. M. 1KB 1. pTUBpacNT-HA sin Digerir 2. pTUBpacNT-HA Digerido. Geles de Agarosa 1% 

(PV) en Buffer TAE. Revelado con Br-Eth.  

 

 

Una vez ocurrió la digestión eficiente, los productos de esta fueron purificados desde el 

gel de agarosa para realizar la reacción de ligación del gen glNMNAT-a en el vector 

pTUBpacNT-HA.  El producto de esta reacción de ligación fue usado para la 

transformación de cepas E. Coli TOP10 competentes previamente preparadas por 

métodos químicos usando CaCl2. De esta transformación se obtuvo el crecimiento 

específico y abundante de más de 200 colonias; Las bacterias fueron seleccionadas por 

presencia del plásmido gracias al crecimiento sobre placas de LB-Ampicilina (100µg/mL).  

Con el objetivo de descartar la presencia de posibles falsos positivos producto de la 

religación del plásmido, se procedió a rastrear colonias positivas por medio de PCR 

empleando como plantilla las colonias obtenidas; en la Figura 4-30 se observa que se 

obtuvieron bacterias con el inserto de interés. Para el rastreo se usaron los iniciadores 

diseñados en anteriores trabajos para la amplificación a partir de ADN genómico por 

presentar una mayor eficiencia de amplificación.  
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Figura 4-30: PCR Colonias Transformantes pTUBpacNT-HA-glNMNAT E. coli TOP10  M. 100pb 1. Colonia A1 2. 

Colonia A2 3. Colonia A3 4. Control (+) ADN genómico. Geles de Agarosa 1,5% (P/V) Buffer TBE. 

 

Fueron seleccionadas tres colonias positivas, que fueron repicadas y almacenadas a -

80°C; paralelamente se extrajeron los respectivos plásmidos de las cepas cuya 

amplificación del fragmento de interés fuese más fuerte, siendo escogidas según el gel 

anterior,  las cepas A3 y A4 (Figura 4-30). Los plásmidos fueron eficientemente extraídos 

y visualizados en un gel de agarosa (Figura 4-31). De nuevo se comprobó la presencia 

del inserto mediante PCR sobre los mismos (Figura 4-31). 

 

Figura 4-31: 1. (Izquierda) Plásmidos pTUBNT-gNMNAT-A o B: M) 1kb 1) A2 2) A3 3) B4 4) B5. 2. (Derecha) PCR 

Plásmidos extraídos pTUBNT-gNMNAT-A y B: M) 100pb 1) A1 2) A2 3) A4 4) A5 5) Control A (-) Plásmido Sin inserto 6) B5 

7) Control A (+) ADN Genómico. Geles de Agarosa 0,8% y 1,5% en buffer TBE. 

 

 



 

 

Finalmente se realizo la maxi extraccion de los plasmidos para la transfeccion empleando el 

metodo de Lisis Alkalina- fenol cloroformo partiendo de 500mL de Cultivo bacteriano de la cepa 

A3. El resultado de la extraccion se visualiza en la Figura 4-32. Se obtuvo una gran cantidad de 

ADN plasmidico (1-2ug/ul) optima para llevar a cabo la transfeccion por  electroporacion en el 

parasito. [51] 

  

Figura 4-32  Maxi extraccion por Lisis Alcalina del Plasmido pTUBpacNT-NA-glNMNAT-a de la colonia A3. M. 

λHiindIII 1. Plasmido Concentrado 2. Plasmido Diluido 1/10 veces.Gel de Agarosa 0,8%. 

 

 

4.5.4 Inmunodetección de la Proteína Transgénica  HA-
NMNAT Sobre Trofozoítos de G. lamblia 

 

Con el objetivo de determinar la localización subcelular de la glNMNAT, se realizó la 

Transfección por electroporación de trofozoítos con el constructo pTUBpacNT-HA-

glNMNAT-a. Una característica del vector pTUBpacNT-HA es que posee una secuencia 

codificante del amino terminal para una etiqueta de hemaglutinina (HA),  la cual es 

sintetizada con la proteína y puede ser posteriormente reconocida por un anticuerpo 

monoclonal de ratón (αHA).  Como se evidencia en la Figura 4-33, la electroporación tuvo 

un buen resultado ya que fue posible observar fluorescencia  verde homogénea en el 

citoplasma de algunas células fijadas (Figura 4-33), lo cual muestra, al igual que los 

ensayos anteriores con los anticuerpos policlonales específicos contra la glNMNAT una 

ubicación citoplasmática de la NMNAT. Fue posible descartar fluorescencia inespecífica 

al evidenciar algunas células no detectadas por el anticuerpo fluorescente, que 
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mostraban marcaje con la tinción nuclear (Figura 4-33). Como control de 

autofluorescencia se realizó una Transfección y una detección con el vector pTUBpacNT-

HA vacío (Figura 4-33 B) en la cual según lo esperado no mostro fluorescencia.   

 

Figura 4-33. Ensayo de Inmunofluoresencia Sobre Trofozoítos Transfectados con el Vector pTUBpacNT-HA-

glNMNAT. Anticuerpo Primario α-HA (1:500), Anticuerpo Secundario α-IgG-ALEXA (1:1000). A. Trofozoítos Transfectados 

con pTUBpacNT-HA-glNMNAT B. Trofozoítos Transfectados con el vector vacío. Imágenes tomadas del Microscopio con 

Sistema confócal Nikon C1 plus. 

 

 

 

 

 

 

 



 

4.5.5 La GLNMNAT se Localiza Citoplasmáticamente y se 
Concentra en Regiones de Manera Particulada en 
Trofozoítos de G. lamblia  

Con el objetivo de tener indicios acerca de la localización subcelular se empleó el 

servidor PSORTII que ha mostrado ser efectivo para la predicción del direccionamiento 

de algunas proteínas de Giardia hacia fracciones mitosomales. [73] No obstante la 

distancia filogenética de G. lamblia de otros metazoarios hace que las secuencias de 

localización subcelular sean muy divergentes de las típicas fácilmente reconocidas por 

este tipo de servidores. Por esta razón no se esperan en el análisis de secuencias del 

parasito porcentajes altos en este tipo de predicciones bioinformáticas, de manera que el 

porcentaje obtenido de 47,8% para la ubicación citoplasmática es considerado una dato 

valido, sustentado además por el porcentaje de confiabilidad entre la discriminación 

nuclear / citoplasmática del servidor que es superior al 70%.  

 

Los análisis experimentales por inmunofluoresencia revelaron la detección citoplasmática 

de la NMNAT en trofozoítos de G. lamblia, esta localización juega un papel fundamental  

para el parasito, ya que un nivel adecuado de NAD+ es necesario para los procesos de 

óxido reducción que se llevan a cabo en el citoplasma.  Así como en las células humanas 

que expresan la isoenzima HsNMNAT-2 la localización citoplasmática, es fundamental 

para generar NAD+ precursor de agentes movilizadores de calcio como cADPR [74]  y de 

reacciones metabólicas como la glicólisis, proceso indispensable para la obtención de la 

mayor parte de energía química en G. lamblia. [18] 

 

La localización particulada  detectada en los ensayos de inmunfluoresencia sobre 

algunos trofozoítos podría ser un indicio de algún tipo de direccionamiento diferencial en 

respuesta algún tipo de estímulo como el observado en  la isoenzima HsNMNAT-2, la 

cual está modificada postraduccionalmente por una palmitoilación, Si se impide que esta 

modificación se lleve a cabo, se evidencia una mejora significativa en la eficiencia 

enzimática, lo que sugiere que la enzima puede estar anclada a la membrana del aparato 

de Golgi para ser inactivada en razón de las fluctuaciones en la concentración citosólica 

de NAD+ y puede estar disponible nuevamente cuando sea necesario incrementar las 

concentraciones del dinucleótido. [27] Un estudio detallado sobre las posibles 
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modificaciones post traduccionales de la glNMNAT podría determinar si es posible que 

ocurra un tipo de regulación similar de la actividad NMNAT en este parasito. 

Por otro lado, la detección particulada podría corresponder al reconocimiento de las dos 

isoenzimas reportadas en el transcriptoma del parasito mencionadas previamente 

(glNMNAT-A y B) [1] ya que en este trabajo se ha demostrado que existe reconocimiento 

cruzado de ambas proteínas recombinantes. Sería posible determinar este escenario, 

mediante el empleo de técnicas de microscopia inmunoelectrónica de transmisión, que 

permite contrastar las señales obtenidas con los anticuerpos generados con datos 

reportados de la ultra estructura de G. lamblia de la cual existe un alto conocimiento,  [75] 

siendo posible determinar si existe una asociación específica a organelos particulares.  

Los resultados de la evaluación de la localización subcelular durante la enquistación 

podrían estar acorde con la hipótesis de la existencia de modificaciones post 

traduccionales que podrían ser requeridas para procesos como el rearreglo génico 

necesario durante este proceso,  ya que se tiene evidencia de que el estado de 

acetilación de la cromatina juega un rol clave en la regulación de la diferenciación del 

parasito por controlar el nivel de transcripción génica y posiblemente alterar la 

accesibilidad de regiones promotoras de muchos factores de transcripción de genes 

específicos de enquistación. [76] Y es bien conocido que muchas de las proteínas 

encargadas de regular este tipo de procesos son Histonas Deacetilasas NAD+ 

dependientes, consumidoras activas a nivel nuclear, de las cuales existen 4 secuencias 

hipotéticas en Giardia, [1] y que en muchos organismos han mostrado regular procesos 

varios como envejecimiento, extensión de la vida en incluso expresión de genes 

dependiente del ciclo circadiano. [5, 28, 29, 77]  Por lo que este resultado muestra la 

necesidad del mantenimiento de un nivel de NAD+ nuclear que le garantice al parasito el 

desarrollo satisfactorio de los diversos procesos de transformación durante su ciclo de 

vida.  No obstante es necesario un refinamiento de estos ensayos con el objetivo de 

obtener resultados más claros y concluyentes sobre la localización de las NMNATs. 

 



 

4.6 Detección de la Expresión de la Isoenzimas glNMNAT 
a Nivel de ARNm 

 

La extracción de ARN a partir de trofozoítos de G. lamblia se llevó a cabo de manera 

exitosa obteniéndose concentraciones de ARN entre 300-500ng/ul. El ARN obtenido se 

encontraba en buenas condiciones como se ilustra en la (Figura 4-34) ya que visualiza 

una predominancia de secuencias de alto peso molecular. 

Figura 4-34. Extracción de ARN de trofozoítos de G. lamblia. M. 1kb 1. ARN proveniente de 62 x 10
6 

Células 2. ARN 

Proveniente de 78 x 10
6 
Células. Gel de Agarosa 1% en Buffer TBE 0,5X 

 

4.6.1 Generación de ADNc a Partir de ARNm Extraído 

Como primera aproximación a la detección de transcritos para las NMNATs de G. lamblia 

se llevó a cabo la síntesis de ADNc, empleando la enzima Transcriptasa Reversa del 

virus de la leucemia murina y un iniciador oligodT que permitió la retrotranscripcion de los 

ARNm de Giardia. A partir del ADNc generado se realizó un ensayo de amplificación por 

PCR de los genes de interés. La figura 4-35 ilustra los resultados, es evidente la 

ausencia de amplificación para los genes glnmnat a partir de ADNc, de igual manera el 

control positivo de amplificación, el gen ferrodoxina muestra la expresión de las 

respectivas isoformas codificadas de 400 y 500pb que muestran ser  transcritas 
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significativamente. Al evidenciar amplificación sobre el ADNc en el control positivo y 

sobre los controles positivos de ADN genómico para cada uno de los genes evaluados, 

se determina que el ensayo se llevó a cabo adecuadamente, no obstante la no detección 

de  los genes glnmnat podría deberse a que estos presentan una expresión muy baja en 

trofozoítos. [1] 

Figura 4-35. PCR sobre ADNc de Trofozoítos de G. lamblia Obtenido con Iniciadores oligodT. M. 100pb, 1. 

Iniciadores para la glnmnat-a 2. Iniciadores para la glnmnat-b 3. Iniciadores para el Gen Ferrodoxina 4. ADN 

Genómico/Iniciadores para glnmnat-a 5. ADN Genómico/ Iniciadores para glnmnat-b. 6. ADN Genómico/ Iniciadores para 

Ferrodoxina.6. ADN Genómico/Iniciadores Ferrodoxina 7. Control (-) Sin plantilla. Gel de Agarosa 1% e Buffer TBE 0,5X.  

 

 

Al no evidenciarse señal de las glnmnat en los anteriores ensayos, se recurrió a realizar 

el experimento de retrotranscripcion empleando directamente los iniciadores de las 

isoenzimas glnmnat con el objetivo de enriquecer el ADNc de estos ARNm que parecen 

tener baja abundancia, de igual manera que en el anterior ensayo se llevó a cabo una 

reacción de PCR sobre los respectivos ADNc. Los resultados del ensayo se evidencian 

en la Figura 4-36, allí se observa la amplificación sobre los ADNc para ambas isoenzimas 

glnmnat, así como la amplificación sobre el control positivo evidenciando las respectivas 

bandas codificantes para las isoformas de la ferrodoxina.  



 

 

 

Figura 4-36. PCR sobre ADNc de Trofozoítos de G. lamblia Obtenido con iniciadores específicos de los Genes 

glnmnat. M. 100pb 1. cDNA glnmnat-A 2. cDNA glnmnat-b 3.cDNA Ferrodoxina 4. RNA Ctl (-) 5.ADN genómico glnmnat-a 

6. ADN genómico glnmnat-b 7. ADN Genómico Ferrodoxina. Gel de Agarosa 1,5% en TBE 0,5X. 
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4.6.2 Las Isoenzimas glNMNAT Presentan una Baja 
Expresión en Giardia lamblia 

 

Dada la importancia de la enzima Nicotinamida/Nicotinato Mononucleótido Adenilil 

Transferasa como centro de convergencia de las vías de síntesis del NAD+; molécula 

metabólicamente central, no es extraño encontrar la presencia de dos isoenzimas en el 

parasito Giardia lamblia, de hecho la existencia de isoenzimas es común en 

metazooarios.[28] Existen reportes similares para otros unicelulares como Sacharomyces 

cerevissiae que comparte algunas semejanzas con Giardia como no presentar hábitos 

parasíticos intracelulares, lo cual elimina la posibilidad de recurrir a suplementos de 

NAD+ provenientes de las células hospederas, viéndose obligados a mantener por si 

mismos el nivel de NAD+ suficiente en los distintos compartimentos celulares y/o 

distintos estadios metabólicos de su ciclo de vida, para lo cual es eficiente tener dos o 

más isoenzimas funcionales. 

La baja expresión de las isoenzimas en el parasito es corroborada con datos de la 

plataforma GiardiaDB donde se reporta una expresión de ≈40% para la glNMNAT-a y del 

≈25% para la glNMNAT-b si se compara con otros registros de genes de abundante 

expresión en el transcriptoma del parasito en estadio trofozoítos, como la expresión de 

las dos isoformas del gen ferrodoxina control empleado en los experimentos del  ≈90% 

(Figura 4-37). [1]  

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4-37. Transcriptoma de Giardia lamblia. En el eje X se representa la cepa WB, en el eje Y se enuncian los 

niveles del transcrito en porcentaje (percentiles).  A) Gen glnmnat-a (GL50803_1372) B) Gen glnmnat-b (GL50803_92618) 

C) Gen Ferrodoxina (Gl50803_9662). Las Librerías de ARN cadena Especificas de Trofozoítos fueron secuenciadas 

empleando la plataforma ilumina HiSeq2000 .[1]  

 

 

En esta misma base se encuentran reportes de la expresión a nivel transcripcional 

durante condiciones de estrés dentro de las cuales se mencionan el estrés térmico, 

redox, y por inducción de la enquistación. De acuerdo a los datos obtenidos (Figura 4-

38), la expresión de la isoenzima glnmnat-a se mantiene más o menos constante durante 

la fase temprana de la enquistación y disminuye drásticamente después de las siete 

horas de inducción del estímulo, mientras  que la expresión para la isoenzima glnmnat-b 

tiene un pico alto a las tres horas después de la inducción del estímulo, pero en general 

los niveles se mantienen constantes durante el transcurso del proceso. Estos datos se 

asemejan a los perfiles encontrados para las bandas de 30 y 38kDa que según los 

resultados para la expresión a nivel proteico obtenidos y descritos durante este trabajo 

corresponderían a las  NMNAT en Giardia. 
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Figura 4-35. Respuesta de Trofozoítos a estrés por Inducción de Enquistación. Los parásitos fueron sometidos a dos 

protocolos de inducción del estímulo (Barras azules y Verdes). Eje X tiempos evaluados de expresión, Eje Y porcentaje de 

transcripción (percentil). A) Gen glnmnat-a (GL50803_1372) B) Gen glnmnat-b (GL50803_92618) C). Las Librerías de ARN 

cadena Especificas de Trofozoítos fueron secuenciadas empleando la plataforma ilumina HiSeq2000 .[1]  

 

Una expresión diferencial de las NMNAT ha sido también reportada para organismos 

unicelulares con ciclos de vida cambiantes como levaduras, donde se han encontrado 

dos isoenzimas funcionales, una de las cuales (YLR328W) se encuentra 

transcripcionalmente reprimida durante el cambio diaúxico (cambio del crecimiento 

fermentativo a aeróbico), siendo aun mayor la reducción durante la esporulación. El otro 

gen nmnat (YGR010W) es reprimido durante la esporulación que al igual que el 

enquistamiento en Giardia, tiene lugar cuando las condiciones de crecimiento se han 

tornado desfavorables. Este último gen nmnat es inducido en presencia de agentes 

alquilantes del ADN posiblemente suministrando de NAD+ a enzimas como las Poli-ADP-

Ribosas Polimerasas (PARPs) con actividad reparadora del ADN en este tipo de 

condiciones. [28] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5.  Conclusiones y Recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

 

 Se desarrollaron anticuerpos policlonales IgG e IgY en los sistemas murino y aviar 

respectivamente. Estos anticuerpos fueron efectivos en el reconocimiento por 

western blot de las proteínas recombinantes glNMNAT-A y B de G. lamblia, tanto 

como de otras proteínas NMNAT homologas. 

 

 Los anticuerpos policlonales desarrollados son efectivos en el reconocimiento de 

la proteína endógena en trofozoítos completos y extractos celulares detectando 

de al menos dos bandas de 30 y 38 kDa que corresponden posiblemente a las 

NMNAT de G. lamblia. 

 

 La Inmunodetección empleando los anticuerpos policlonales desarrollados en 

ensayos de inmunofluoresencia sobre trofozoítos evidencio que la proteína 

glnmnat es citoplasmática. En algunas células fue posible visualizar, además una 

detección particulada, que posiblemente corresponda a alguna localización celular 

particular de la glnmnat dentro del citoplasma. Los anticuerpos más efectivos para 

este tipo de detección son los desarrollados en el sistema murino (IgG), por tener 

mejor señal y menor inespecificidad sobre los trofozoítos. 

 

 Se indujo efectivamente la enquistación en el parasito obteniendo entre 30-34% 

de quistes al finalizar la inducción del estímulo. Los ensayos de Inmunodetección 

evidenciaron la disminución de la banda de 30kDa detectada fuertemente luego 

de seis horas post inducción del estímulo, así como la intensificación a partir de 

las seis horas de la banda de 38kDa detectada durante todo el proceso.  

 

 Se evidencio una detección constante de la glNMNAT durante la enquistación 

mediante ensayos de inmunofluoresencia empleando los anticuerpos IgG de ratón 

sobre células en diferentes intervalos de tiempo post-inducción del estímulo. 
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 Se evidencio una baja expresión a nivel de RNAm de las dos isoenzimas glnmnat 

en los trofozoítos de G. lamblia.  

5.2 Perspectivas  

 

 Para obtener mejores ensayos de imunodetección y gracias a la gran cantidad 

disponible del anticuerpo policlonal de huevo (IgY), es posible realizar ensayos de 

purificación adicionales a los empleados durante este trabajo, por ejemplo mediante 

separaciones cromatográficas de inmunoafinidad a resinas acopladas con la proteína 

recombinante pura, eluyendo efectivamente los anticuerpos IgY-αglNMNAT 

específicos. 

 

 Para dilucidar la Inmunodetección particulada obtenida en los análisis de Microscopia 

de fluorescencia, se pueden llevar a cabo ensayos de microscopia inmunoelectronica 

empleando el anticuerpo policlonal IgG obtenido, que fácilmente se acopla 

anticuerpos secundarios bioconjugados con nanopartículas de oro coloidal. La 

información obtenida se puede contrastar con la gran cantidad de información 

disponible en lo referente a ultraestrucutra del parasito para determinar con mayor 

fidelidad a que organelo corresponde dicha localización  

 

 Para una completa caracterización de la proteína glNMNAT se pueden emplear las 

herramientas inmunológicas desarrolladas (IgG e IgY) en ensayos de 

inmunoprecipitación que posteriormente facilitan el desarrollo de análisis 

espectrometría de masas de la proteína lo cual es importante además para 

determinar la existencia o no de modificaciones postraduccionales y la naturaleza de 

las mismas. 

 

 Con el fin de aumentar la especificidad de la detección podrían ser generados 

anticuerpos contra regiones de aminoácidos específicas de las dos isoenzima 

glNMNAT 
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