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RESLt!EN. 

La giardiasis es una parasitosis intestinal causada en 
humano~ por Gia~dia la~b l ia un protozoario del orden 
D i p 1 om~nadida. La distribución de esta enfermedad es coSBopol ita 
y dentro de los síntcrnas más severos de esta se encuentran la 
1a diarrea y la mala absorción intestinal. 

Reciente~ente se ha enfatizado en la i11portanc ia de 
i levar a cabe estudios acerca de la biología de este parísi to, 
d€ los 11ecanismos responsables de la patogenia de la erifemedad 
así como de la respuesta inmune que se desarrolla durante la 
in.¡Hc iÓn. En este contexto, la caracterización de ant(genos de 

.,h lambl ia y el estudio . de su papel en la relaci6n·huésped-- . 
parls1to res ul ta 11uy relevante. 

En este trabajo se establecieron cultivos. axinicos de 
L 1arnb1 ia de la cepa Portland-1, lo cual permitió contar con el 
material necesario para :llevar a cabe la caracterización de 
antígenos de este parásito: ' 

El anllisis electroforético de los extractos de 
trotozc.ftos obtenidos por solub il izaciÓn con .diferentH 
detergentes, 11ostró una gran ccnplejidad antigénica. Sin embargo 
el uso <ie técn icas <ie 11arcaje radiactivo de superficie ell!pieando 

125¡, mostró que e1 núroero de ccnponentes suceptibles de ser 
marcados es nuy reducido.Asi11ismo, se ,obtuvieron anticuerpos 
monoclonales en contra de antígenos de superficie de!:. lambl ia. 
La reactividad de estos anticuerpos 11onoclonales en ensayos de 
in11uofluorescencia enipleando trofozo(tos de G. la1T1bl ia sugiere 
qui; ex iste heterogeneidad antig{nica en la superficie de estos. 
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Por otro lado, algunos de l o~ COBponentes del parásito 
obten idos por solub1l izacitn con detergentes, as( c01Tto por 
marcaje radiactivo, fueror. reconocidos por sueros provenientEs 
de an imales experi11entales <conejo y ratón) inmun izados con 
trofozoÍtos dé G. la'llbl ia. Los resultados presH1tados en este 
trabajo proveen ¡;forrnac ion relevante que perrnitira llevar a cabo 
estud ios poste ri ores en cua nto a la .participación de antrgenos 
de l parás ito en la relacitn con su hulsped. 



ABREVJATUR.45. 

AFS ........... amortiguador fosfato sa li no. 
AS8 ........... alburr:ina s{rica bovina. 
Cl!'NESTAV-IPtL Centro de Investigación y Estudios Avanzados del 

Jnst iiutc Politécnico Nacional. 
~SO .......... dimet i 1 sul fox ido. 
DOC ........... deoxicolato de sodio 
EGPA-DS~ ...... electroforésis en gel de poliacrila111ida en 

presencia de duodec il su lfato de sodio . 
ELI!:A ......... siglas en inglés de l ensayo inmunoabsorbente con 

el uso de enzimas. 

1 u 

FR'1S .......... fluoruro de fenil Bet ii sulftnilo. 
F'JTC- ......... s iglas en ingle's del isotioc ianato de fluorosce(na 
HAT ........... med io constituido por hipoxanti'na, a111 inop terÍna y 

ti11id(na. 
HGFRT •••.••••• enziAa hipoxantin gua.nin fosforribosil transferasa 
lgA ........... loo.unogiobulina de i tipo A. 

¡)gG ........... lnmunoglobilina ael t ipo G. 
MDCK .......... (siglas en inglés de la 1 i'nea celular Hadin Derby 

Can!ne Kidney cells 
PN ............ marcadores de peso molecular. 

'N-8" .......... N-etilmaiei11ida. 
PEG ........... pol iet i lengl ico1. 
P-1. .......... cepa Por-tland-1 de Giardia la.lllb1 ia , 
RPKl-1640 ..... medio para el manten imi ento en cultivo de ce lu las 

de mieloma e hibridC11as. 
SSSA .......... so l uc i Jn saturada de sulfato de amen i o. 
T •...•.•.•..•• t~een 20. 

- TA ............ tenperatura a11biente. 



JNTRODUCCJ ~ 

A partir de los descubrimientos de Van Lee~enhoek en 
relacior1 a los organismos F11icroscopicos que vivfan en las gotas 
de agua, se han ampliado los estudios referentes a las forBas y 
el ccnportarniento de los protozoarios. 

Los protozoarios son organ iSRos unicelulares, que 
11Ha:: a cabo funciones biológicas y fisiolog icas que en los 
crganiS111os superiores dependen de Buchas células espec ial izadas. 
A pesar de su supuesta siBplicidad los protozoarios han pod ido 
inv adir gran divers idad de habitats. Estos organ isnos contribuyen 
en las cadenas trÓficás de las ccnunidades donde habitan, ya que 
ex isten formas fbtosint(ticas las cuales nutren al ~edio de 

' ccnpuestos orga n icos. Otros absorben al irientc a través de l cuerpo 
contribuyendo con esto a la reducción de restos de plantas y 
animal es. Asirr- iS1110 1 exi sten algunos que se nutren de prodúctores 
DicroscÓpicos o descornponedores, actuando ceno consuDidores 
primarios, evitando así el aµmento de estas pob laciones¡ algunos 
Dás se al irnentan de consumidores primarios o se sitúan en un 
ni ve 1 rna': a 1 to de la cadena trófica ( 1). 

La mayor parte de los protozoarios son de vida 1 ibre, 
pero algun os de ellos son parás itos y se han adaptado a vivir 
dentro de sus huéspedes. los protozoarios parasitos pueden ser 
tanto intracelulares ceno extracelulares y pueden parasitar desde 
una célula hasta órganos enteros y desde un insecto hasta 
organi~~os más complejos. 

Giardia larnbl ia <Kofoid y Chr istiansen, 1915), es un 
protozoario de! arde~ Diplomonad ida <2!, el cual parasita al 
hombre y algunos otros ani~a l es causando er: elle~ ia enfermedad 
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dencninada giardiasis. ~ lar?bl ia, se ha identificado en todos 
los clf111as y el mecanismo de tranS11isión de este organismo se 
considera variable dependiendo, fundarnentalnente, de los háb itos , 
de higiene de las coounidades. El mecanismo r1as frecuente de 
infecc iÓ:~ se rea l iza por la inges t iÓ.n dE agua y al i!flentos 
ccnta11 in ados con qu istes de este parásito. Se ha suger ido tarnb ien 
ia tranS!T:is io'n por contacto de persona a persona en ind i vi d ~ os 
homosexua les 0,4 ) y por observaciones de giard iasis en 
gua~ae ri as ( 5 ). 

El ciclo de vida de este parás ito es re l at i varne ~ te 
se ncil lo y presenta dos estadios, el de qui ste y el de 
trofozoíto. Este se in icia con h for111a infectante de qu iste, el 
cua l despue's de se r inge r ido por ei hue~pec, ll ega al tráete 
digest ivo y se estab lece en el lurnen intestinal, donde se divide 
por mitos is para dar lugar a dos formas trofozoiticas. 
Poster iormente los trofozoítos recien formados se dividen 
med iante un conpl icado proceso de f isión binaria long itudinal . La 
111ultiplicación de los trofozo(tps se ve influenc iada por ti pH 
intestinal, siendo 111ás ráp ida c~ando existe un medio alca!lino, 
sobre todo cuando hay ac lorh idrfa y una al i11entacidn rica en 
carbohidratos (6). La iocal ización de trofozoítos en el intestino 
delgado se observa en los seg1entos correspondientes al duodeno 
y yeyuno pr i.ncipal11ente. El ciclo fina l iza con el enquistarniento 
de los trofozo(tos y su expulsión en las heces al medio a11b iente 
7,8,Y>. 

La giardiasis actual~ente representa un probleBa de 
salud pbbl ica por el hecho de que b_ lartbl ia es uno de los 
para~itos intestinales encontrados con~ frecuencia en 
enfemedades diarréicas <10), asf croo por su anpl ia distr ibuc ion 
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y su fÍci l propagacio~ (11). 

La incidencia de esta parasHosis intestinal se ha , 
reportado que es de l 2 al 2S'í. de la pob lacion mund ial <12 ) . En 
Latino.mér ica las frecuenc ias son cercanas al 23.1% <13) en 
esco lares de zonas rurales. Para Ja Repu'b l ica Hexicana se 
observan frecuencias de l orden del 19"/. y en estud ios l levados a 
cabo en Ciudad Neza hualcoyot 1, la frecuencia encontrada fue' de l 
21 % ( 14 ) . 

~H FESTACW~ES CLINICAS DE LA ENFEPS1EDAD. 
Los pacientes con giardiasis puede n expe r ime ntar 

dntcnas severos incluyendo: diar rea, do lor abdonina i , distensión 
abdoo in al , anorexia, nausea y plrdida de peso <15,16) . La 
poblac iÓn infant il padece con mayor frecuencia que los adu l tos de 
enter rtis aguda o cróriica con srntanas digest ivos . va ri at;l es. 
Estos padec imientos t ienen efectos 111uy marcados en el desarrollo 
dt 1 ni!'io. Otros de los efectos que produce la enfer11edad es el 
sÍndrooe de rula absorción intestinal que resulta · de los dal'ios 
estructurales y funcionales producidos por el parás ito a nivel de 
intestino delgado. Estud ios rea l izados por Anand y colaboradores 
( 17) 1 en donde se 11 evo" a cabo la i nfecc i oÍÍ de ratones con 
con quistes deJ- }arnbl

1
ja obtenidos de un paciente, de11uestran 

que existe una diS!T!inucion en la tasa de transporte de nutrientes 
ademas de un decre111en to en 1 os ni ve 1 es enz inf ti cos en e 1 epi te l i o 
intestinal. Debido a estos efectos se sugiere que existe un 
desarreg 1 o en 1 a rambrana, de las células epi te 1 i a 1 es. Es to 
resulla en una disninucion del núnero de sitios de transporte 
espec1ficos involucrados en la translocaciÓn de varios nutrientes 
dentro de la c:lula ep itelial, ad cmo en las enzi111as presentes 
en el epitelio intest inal. 



4 

En otros estudios llevados a cabo en ratones de Ja cepa 
CF/1 infectados con quistes de 1:..11uris <18>, en los cuales se 
siguio~ el curse de la infección, se encontro'que los efectos 
histcpatolcgiccs mas severos, local izados en las areas del yeyuno 
en la Últi11a etapa de Ja infeccio'n, estan asociados con el pico 
11áxi1Jo de detección de trofozoftos en el intestino. AsirniSl!Jo 1 se 
observo ... que la disminución de da1'ios hi.stopatolÓgicos, tanto en 
grupos de ratones infectados con dosis altas de quistes ceno en 
aquellos infectados con dosis bajas fue sim ilar. Aun cuando el 
11ecaniS110 exacto por el cual se presenta la histopatologÍa 
intestinal se desconoce, se sugiere que posiblemente las 
a lterac i enes observadas se deban ta 1 vez a una tox Ína de 1 
parásito o bien a la respuesta del misno hue~ped para 
contrarrestar la infeccion (5), Este 61ti110 punto podría quedar 
descartado por los resultados obtenidos en los experi11entos de 
Anand y col. en 1985 <19), Estos autores incuban . cortes del 
intestino delgado de ratones con trofozoftos de~ J~~b 1 ia y 
observan un dafio directo sobre las células e~ i tel iales del 
intestino concluyendo que este efecto no esta mediado por 
factores ceno la prol iferacion bacteria!, desconjugaciÓn biliar y 
reacciones innunolÓgicas. En hU11anos ha sido posible de11ostrar el 
dafio estructural del intestino niediante 11icroscopía electrónica 
(20 ). 

D JA~OST I CO. 
Los 11étodos usados para el diagnóstico de la giardiasis 

se basan principal11ente en los ensayos coproparasitoscÓpicos y 
biopsias duodenales. Sin eBbargo, estos no presentan un grado de 
confiabilidad aceptable y se practican cuando se presenta una 
sintcnatología franca. Por otro lado en el caso de las biopsias 
intestinales, estas pueden causar traumat ismos iBportante~ en Jos 
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pacientes. As irniS!lo, se debe tcnar en cuenta que existen 
ind ividuos asintomát icos, los cuales excretan pocos o ningu'n 
qui ste, dando lugar a que el anÍlisis coproparsitoscÓp ico sea 
menos certero <S,15,21>. 

Recientemente se han desarrollado otros ensayos 
inrnunologicos que se ha n ap l icado en el diagnóstico de la 
giardiasis, entre estos se incluyen: inrnunofluorescenc ia, 
rad ioinrnu noensayo y ELISA <del ingles Enz irne-Linked I!Mlunosorbent 
Assay) <22,8,23). Sin embargo aún no han pod ido ser perfectamente 
Ha luadas. 

·Por todo lo anterior se puede decir que no se cuenta 
, " ' con un 111etodo de d1agnost 1co ef icientE y confia ble que pern ita 

evidenciar Ja existenc ia de giardiasis ya sea en pac ientes o en 
indi\•iduos as intoo1áticcs. 

Respecto al tratillliento de h giardias is, el uso de 
algunos dorn pu estos quí111 icos a pr inc ipios de sigl o han s ido 
probados para la resoluc iÓn de la enfer111edad. Entre estos estan 
tetracloruro de carbono, 111ercurio y biS11uto. El pri111er compuesto 
efectivo contra la giardiasis fue la mecaprÍna y no fue s ino 
hasta princ ipios de los 60s cuando este COllpuesto dejo' de 
util izarse por la aparición de los de r ivados del innlidazol. El 
pri111ero de ellos y el más usado es el 111etronidazcl . Otro fa'Ñlaco 
usado arepl iil!lente es la quinacrfna. Sin e111bargo, el tratareiento 
con estas drogas h11bien 'requiere que exista una sintooatolog Ía 
clara. Ademá~ su uso en grandes dosis puede traer ceno 
consecuenc ia efectos colaterales para quienes lo usan (24 ) . 
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RESPUESTA l~~E EN GlARDJASJS. 
La infecc ion del hoobre con.b_la11blia y de ratones con 

~ rt ur is, es con frecuencia autolin itante (25,26). Sin embargo, 
en algunos individuos y en ratones inmuno log icaitente ccnpetentes 
Sf estab lece una fase cronica deb ido ta l vez a def icienc ias en 
los rnecan iS111os inmunes que se activan en el intestino. 

A pesa r de su al ta pre valencia, poco se conoce acerca 
de la pato.logía de la enfermedad, de la i n teracciÓ:~ hu ésped­
parásito y de íos Fl!eca r:i smos de oefensa involucrados en la 
res istenc ia a la infección y a subsecuentes infecciones. 
Observaciones epi dem iológicas, clínicas ; experime nta les llevadas 
a cabo tanto en hurunos cooo fn ratones infectados, ind !can la 
exi ste ncia de una respuesta iftmune del huésped en contra de 
Giardia ~R.· . Dichas observaciones se re fi eren al hecho de que en 
ind ividuos expuestos re pet ida.mente al pa r á~ito, ha ;-- -res istencia 
a la infecc !o'n y los sír:tooas que presentan son menos severos 
que en aque ll o~ ino 1v1duos que aoqu iere n por vez prime ra la 
infecc ion con este organ isreo (5)~ Estas observac iones sug ieren 
que el pr irte r contacto de l huésped con este parasito, puede 
confer ir res istencia a la re in feccio~ y proponen la partic ipación 
de la respuesta i n~u ne en el control de la enferl'!edad. Por otro 
lado el hecho de que individuos inmunodeficientes sean más 
susceptib les a la infecc ion por este organ iS1110 , proporciona 
evidencias sobre la i!!portancia de la respuesta inBune-huBoral en 
la giardiasis <27). 

En ratones neonatos que se infectan exper111entalmente 
con qu istes de ~ rnur is, se ha encontrado que desarrollan 
protección liB itada contra la infeccitin. Esta es pasiva111ente 
transfer·ida por la ingesti&n de lechE de 11adres iMunes y _su 
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efecto protector esta mediado por anticuerpos del tipo lgA e lgS 
especfficos contra L. muris, los cuales se encuentran en la leche 
Sin embargo, el efecto protector de estos anticuerpos, adema~ de 
ser limitado actúa solo en una fase temprana del proceso 
infeccioso (28 ) . 

Varios estudios. real izados por Snith et al en los 80s 
<12,n,30) 1 sug ieren que en el hcnbrE se dESa~ro 11 a una respuesta 
inmune en contra de ~ ~. En uno de estos estudies se 
dEtectaron ant icuerpos circu lantes del tipo IgG en un 80% de . 
individuos con giardiasis. Dichos anticuerpos parecen estar 
dirigidos contra los ant(genos de superficie del trofozo(to. Sin 
embargo, el t(tu lo de anticuerpos detectados en pacientes con 
infecciones recurrentes es muy var iable, por lo que se sugiere no 
j ueguen un papel importante en proteccion. 

En otro de los estudios real izados por el rn is.~ c 

invest igador en el a~o de 1982, sugiere la participac ion de 
respuestas de tipo celular en humanos. En estos se ha demostrado 
que nacro'fagos obtenidos de personas normales son capaces de 
causar dal'\ o a trofozo (tos de !.:.. 1artb1 i a en ensayos i!l. ~· Es te 
fencneno ocurre espontáneme nte y parece no involucrar 1 infocitos 
sensibilizados. Otro mecanismo que se ha propuesto y que 
participa en la protección contra la infección por Giardia, es la 
citotcxicidad dependiente de anticuerpos en la cual los 
granulocitos pueden presentar citotox icidad para .E+.~ en 
presencia de anticuerpos dirigidos contra este parasitc <31) . En 
estos estud ios se propone que la citotoxicidad espont/nea nediada 
por células, en este caso nonocitos nacrofagos, puede ser el 
primer nivel de defensa para la eliminac ión del parás ito. Cuando 
los trofozoftos vencen esta respuesta y se induce la producci;n 
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de dnticuerpos anti-~ lillbl ia, la citotoxicidad celular nediada 
por anticuerpos se pone en juego ceno un segundo nivel de defensa 
del huésped contra l:_ larabl ia. Esta posibilidad es congruente con 
el hecho de que tanto células monocíticas ceno granulocitos son 
rr.ás nururosas en la nucosa intestinal de algunos individuos con 
giardiasis (19), Asinisrno, se ha reportado que en el lumen 
intestinal de ratones infectados con G. rnuris, se encuentran 
céiulas linfoides unidas a los trofozo~s, sugiriendo que esas 
pueden tener un papel efector en contra del para'sito (32). Sin 
embargo, un mejor entendimiento de la relación huesped-par{sito 
en esta infección i11plicaría la caracterización y purificacion de 
ant(genos biologicaAente relevantes de Giardia. 

Gracias ·a la facilidad de pode~ · mantener en cultivos 
axenicos a los trofozoitos de i:.. ltmbl ia 'tasi poder trabajar con 
el para5 ito 1 ibre de contarr: inantes (33-37), se han re~l izado 
estudios acerca de varios aspectos del rnetabol iS110 de este 
protozoario <38-~0). Esto tarebien ha hecho posible llevar a cabo 
otros a fin de caracterizar antígenos de Gíardia. 

En un estudio realizado por Slith y colaboradores <41), 
se caracterizaron tanto las proteínas ceno el perfil antigénico 
de una cepa de J..:- lartbl ia Hm. Por 111edio de electrofore's.is en 
gel de pol iacrilamida, se encontró que los trofozoítos contenían 
26 bandas prote(cas con pesos noleculares entre 12 y 140 
Kilodaltones. Por innunoelectroforésis cruzada bidimensional 1 se 
obser~Ó que dicha cepa contenia 37 antigenos anÓdicos y uno 
neutral. Al cc:nparar el patrón antige~ico con cepas de diferentes 
localizaciones geogrÍf icas por innunoelectroforésis cruzada, 
se encontraron varias diferencias. Con estos hallazgos los 
auto~es sugieren que dichas diferencias pueden contribuir a la 
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. . , , 
var1ac1on en la respuesta del huesped. 

En otros estudios realiza~os por Nash y colaboradores 
<42) , se . identificaron ant(genos excretados o secretados por L. 
larntil ia •. En estos nediante el uso del IT!arcaje de la superficie 
con 125'¡, se nostro"' que la naturaleza de estos ant (genes es 
simi lar a los que se encuentran en la menbrana del trofozoito. 
Por otra parte, Einfeld y Stibbs en 1984, encuentran que una 
banda de 82,000 daltones observada en su patroh de ant(genos de 
supedicie marcada con el rtisn:io isótopo, es precipitable usando 
sueros IT!onoespecfficos \43). 

Estudios cono estos. pueden conducir a un 111ejor 
entendim iento de la biologra del par/sito asi cono la naturaleza 
de las respuestas inrnunolog icas del huésped. 

PERSPffílV4S DEL use DE ~mCUERPOS N!1{0CL!WlLES. 
I 

Kb'hler y tiilstein en 1975 <44) 1 obtuvieron celulas 
hfbri das que producían anticuerpos espedf i cos~ Esto lo logl'aron 
a partir de fusiones de célu ias de nielaaa y célu las 1 infoides 
productoras de anticuerpos . Estos estudios constituyeron el 
inicio de la tecnologfa de hibridcnas para la producción de 
anticuerpos monoclonales. Estos 61tinos son producidos por 
células h(bridas que poseen caratterísticas de las células . 
parentales. Por un lado, presentan un creciniento indefinido¡ 
caracteríStica dada por la célula de nielcna y por otro producen 
anticuerpos nonoespec(f icos lo cual esta deterlTlinado por la 
dlula l infoide. 

La nonoclonal idad de los anticuerpos se basa en el 
hecho de que cada célula e produce un solo t ipo dt anticuerpo, 
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capaz de reconocer uno solo o poco~ determinantes antigenicos. 
De esta ma~era se logra una especificidad en cuanto al 
reconocimiento de antígenos, lo cual presenta algunas ventajas en 
relacion al uso de sueros pc l iclonales obtenidos de animales 
inmunizados. 

Otro aspecto importante en la produccion de anticuerpos 
monoclonales es la selección de una 1 Ínea. celular de mielona 
adecuada. Dicha l(nea debe cumplir de 1n1c10 con 1a 
caracte r fstica de ser no secretora de ningJn tipo de cadena de 
inmunogicbul ina. La tabla 1 muestra las diferentes 1 fneas de 
mielooa y su producciÓr1 de moléculas. Una de las 1 (neas nís 
usadas en la fusión con células linfoides productoras de 
anticuerpo es la X63-Ag8.653; el proceso para su aislamiento se 
muestra en la tabla 2 <45). 

La se leccion de les hfbridos después de la fusión, se 
hace usando e 1 medie de ~T <ned i e para cu 1 t i ve, de cél ~ 1 as que 
contiene hipoxantína, aminopterína y timid(na), deb ido a que las 
cé1u 1 as de mi e 1 orna han pasado por un proceso de se 1 ecc i Ón pr ifllero 
para que usen una vía de 'salvamento' en la s(ntesis de a'cidos 
nucleicos raediante la adicio'n de ~Tal medie. Las células que 
poseen la enzima hipcxantin-guan in-fosforibosil transferasa 
\HGFR'T) usaran la hipoxantína para convert irla a guanosin 

/ ' fosfato, ceno una v1a alterna. De esta manera, una celula 
deficiente en la HGFRT morir a' en un ned i o con AAT. Por Úl tirio, 
las céluias HGFRT- se seleccionan usando la S-azaguanina, un 
análogo de guanina y que es incorporado por la HGFRT. 

Así, enpleando el mismo sistema de selección con AAT, 
cuando se usan células de mielooa HGFRT estas mor-ira'n al ne 
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presentar la enzima que les perBita incorporar la hipoxant(na del 
medio. Los linfocitos, por su parte, noriran al no estar en un 
nedio adecuado para su propagación • . Por lo tanto, los híbridos 
reciben por parte de los 1 infocitos además de la característica 
de producir anticuerpos, los necanisrnos para la producción de la 
enzina necesaria para su creciniento <46). 

, ' A traves de los a~os se han empleado diversos fusogenos 
en la hibridizaciones real izadas por varios inuestigadores <47>. 
Actualnente se emplea el pe:liet ilenglicol <PEG), con el cual se 
han logrado mayores rendiBientos en cuanto a la producción de 
hÍbridos <48,49>. 

La ut ilidad de los anticuerpos monoclon~les se ha 
reflejado en el campo de la parasitología, pa!'t icul ar-mente en la 
ident if icación de antígenos relevantes de parásitos ta les ceno 
sor; Trich inella, Toxoplas.'!la y PlaS!lod iurr: <S0,51,52). 

El empleo de anticuerpos nonoclonales en la 
caracter-izac iÓn y purificaciÓ.~ de ant(genos relevantes de j_._ 
l..imhl.li constituirfa una herramienta mu y valiosa. Esto es, los 
antígenos as( purificados podrfan ser evaluados en el papel que 
jueguen en la relación hue'sped-parásito. Lo cual traería ceno 
consecuenc ia, un mejor entend i~i ento de esta paras i tos i s~ Otro 
aspecto que es importante determ inar es el papel que )uegan Jos 
antígenos de ~ la!lbl ia en nécanismos de proteccion, en Ja 
adherencia a celulas blanco y en Ja patogenicidad del parásito. 

Por otro lado, el contar con antígenos purificados y 
caracterizados permitira' evaluar su uso en el desarrollo de 
métodos de in~unodiagnÓsticc para giardiasis. De esta manera 
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podr ía ser posible deterr1inar con nayor confianza la presencia 
o ausencia de este protozoario en las enfernedades intestinales 
producidas por parás itos. 

En el aspecto de profila'xis para contrarrestar la 
enfermedad causada por L 1anb1 i a, 1 os an t Ígenos pur i f i e ad os 
y caracter izados podrfan ser usados en ensayes de protección y 
con esto ver Je pcs ibil idad de ev itar la infección producida por 
este paras i to. 
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TABLA 1. LINEAS CELULARES DE MIELtwl USADAS EN FUSHJtES CIJ-l 
CELULAS LINFOIDES C46l. 

HIELC™ CLASE Ig FUE.tfTE 

RATCN 
X63-Ag8 r 1 ,k MOPC-21 

<rn i el ana) 
NS1-Ag4/ 1 k 1 intracelular X63 
MPC! 1-45. 6TG1. 7 í 2b, k BALB/c 
X63-Ag8.653 ninguna X63-Ag8 
SP2/0-Agl 4 ninguna (X63-Ag8x BALB/ el 

(hibridornal 
FO ninguna Clona de SP2/0-Agl4 
S! 94/SXXO. BU .1 ninguna BALB/c 

RAT 
210.RCY3.Ag1 .2.3 --,k rata Lou 

·\ 
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TABLA 2. AISLAMIENTO DE LA LINEA DE MIEL~ HtlT-SENSITJVA 
X63-Ag8.653 <46 ) . 

. MIEL~ 

MOPC-21 
P3 
F3X6 3-Hg8 

P3X63-Ag6. 6 

P3X63-Ag8.65 

P3X63-Ag8. 653 

CADE!'~S 

11 , k 
Jl' k 
61, k 

t'ARCADOR 

HGFRT 

HGFRT 

HGFRT 

HGFRT 

* Isot ioc ianato de f luc rosceÍna. 

CARACTERISTICAS 

IB_ vivo mie l cm 
In vitre• mie1ooa 
In v itro 1 (nea 
se leccionada por 
resisten~ia a 
B-azaguan i na. 
tef\ido con Fnc!anti 
t1. Las va ri antes 
negativas tef\idas por 
Fluorescencia. SS'/. de 
clonas k-. 
Ag8.65 se reclono'l!. 
de e{¡ u las fueron k +, 

estable no productor , 
HtlT-sensitivo. 
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OBJETIVOS. 

A fin de contribuir al entendi~iento de la giardiasis 
.se plantea~on los siguientes objet ivos. 

1. Caracterizar el perf il proté1co de los trofozo(tos 
de Jh. la~bl ia cepa Portland-1 

2. Obtener anticuerpos ~onoclonales en contra de 
.ant(genos de trofozoftos de 6. lar!'b1 ia . cepa P-1. 

3. Deteminar la reactividad de los anticuerpos 
monee 1 ona les. 
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NETODGLOGIA. 

A'Ht'ALES. -
Ratones de la cepa BALB/ c d~ 4-ó serr'. anas de edad y 

conejos Nueva Ze landa de 2 1?.eses de edad fueron obtenidos de l 
Bioterio de l Centro de lnvest igac io'n y Estudios Avanzados del 
Instituto Po l ite'cnico Nacional <CHNESTffil-lPNl. Estos a nimal e~ se 
effip learon en diversos ensayos experimentales. Los ratones fuero n 
mar.ttnidos en ca j as de plástico con aserrrr: ester iii zadc en 
autoclave a 120'C por 20 ninutos y se les achinistro' alimento 
ccm rcial pa ra ratones, esteril izadc· por caler seco a lSO'C por 
20 ninutos. El agua que se les dio' fue" acid ificada ípH 2.5) y 
suplementada cor: vitari inas. i.os conejos pcir su parte se 
ma ntuvieron en j aulas fabr icadas en el CI!-NESTAV-!PN. El alimento 
am ir: istrado fue' esteril izadc• igual que el alimento para ratones 
y el agua preparada con las rt is.'Tlas car·acterísticas menc ionadas 
ante r i ome r:t e. 

CULTIVO DEL PAP.AS!TO 6. l ar1b l ia. 
TrofozoftcSde· G. larnbi ia de la cepa Portlar:d-1 <P-1), 

don ad~ por el Dr. Weinbach del Nationa l Institute of Health se 
crecieron axen icamente en r?.edio TY!-S-33 <38). Las botellas de 
cu l tivo conteniendo los trofozoÍtos se incubaron a 37'C (ver 
anexo !). Los trofozoftcs crec idos bajo estas condiciones fueron 
cosec hados cuando alcanzaron la fase logarftreica de crecimiento. 
La cosecha se real izo' por enfriamiento de las botellas en ~n 
ba~o de hieio-agua por un periodo de 30 nin. las botellas se 
invirti eror. y los trofozoftos ya despegados de las paredes 
se colectaron en tubos Falcon de SC ml y se lavaron con una 
solucioñ óe amortiguador fosfato sa li no. <AFS) pH 7.2. El paquete 
celular fue empleado para diversos fines c1110 la i11111unizacion de 

. \ 
\ ' 
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ani lla les, · obtencion de antígeno soluble y el marcaje de los 
componentes de superf icie. 

PP. OT OCOi..O DE 1"'1l.tllZACl()'; DE li', JN'lL ES. 
Tanto para la obtención de hi bridOllas corno para la 

obtencion de suero inmune, se usaron ratones de la cepa B4LB/ c a 
los cuales se les i nyecto~ intr aper itoneaimente con trofczoítos 
a inter-valos de una ser.; ana. La prir!íera inocu1ac io'n se 11 evo'a 
cabo en adyuvante CIX!lpleto de Freund's ernpleandolo en una 
re i ac i óñ 1: 1 ( v/\i) con AFS. Las dos sigu i en tes en acyuvan te 
inccnpleto. En el caso de los ratones que fueron erftpleados para 
la obtenc ión de hibridcnas, la Ú1tirna inoculacion se 1l evo'a cabo 
con trofozcítos resuspendidos en AFS y por v(a intravenosa. Para, 
ratones de los cua les se obtu vo' sue ro in~une, la inoculacio'h ' 
fin al se rea l izó en adyu~1 ante incompleto. La inrt.unizac ión de 
conejos se real izo' de igua l manera que para ratones. · 

PP.EPt1RACICf\ DE A'fi'IGWOS SOLUBLES. 
Las bote ll as conte ni endo los trofozoítos en fase 

logarftrn ica de crecin iento, fueron col ocadas en un baf:o de hie1c­
agua durante 30 nin co r. la finalidad de despegar las células 
adher idas a las paredes de las botellas. Despu{s de invertir 
varias veces las bote ll as el conte ni do se vac i ie ~ tubos Falcon 
de 50 IT!l y se centrifugaron durante 10 Bin a 2,000 rplTI a 4'C En 
una centrffuga con sistena de refrigeración acoplado (anexo l). 
Los trofozof tos se lavaron tres ueces ~ediante centrifugaciones 
con AFS pH 7.2. En la centr ifugac ion final el paquete celular se 
resusper:d i Ó en 1 m 1 de una so 1 uc ion de tr.i s-base 1 O nt1 pH B .13 
conteniendo 25 rt'1 de N-et il ""f'llaleireida <N-81) y 1 ~ de 
f1ucruro de fen il -net il sulfcnilo <FFHS> ceno inhibi dcres de 
proteasas. Después de tres sonicac iones a 12,000 reicrones de 15 
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segundos con 30 segundos, de d¡scanso cada una en un aparato de 
ultrasonido, se adic iono, segun el caso; tri ton XlOO al 0.5'1., DOC 
al ZI. par-a so lubil izar la rnuestra y la mezcla se sonico' tres 
veces 11ás en las condiciones anteriormente rtencionadas. Asirr:iS110, 
se obtuvieron extractos en ausencia de detergente siguiendo el 
miSllo protocolo. El extracto sonicado se centrifugo' por 30 rnin a 
12,0 GG rpn! y el sobrenadante se guardo' hasta usarse er: anál isis 
de e1ectrofore'sis en geles de poliacrilamida en presencia de 
duodec il sulfato de sodio <EGPA-DSS) y en ensayos de ELISA. 

125 
l"AR:AJE DE SUPERFICIE DE TROFOZOITOS DE b_ Ja11bl ia CCl' I. 

Lo~ trofozoitos crecidos axénicilf!lente se lavaron ·de 
a:uerdo al p~otccolo me ncionado . anteriomente. el paquete 
celular obtenido se resuspendiÓ en un volÚmen de 250 ul de AFS y 
los trofozofto~ se co11taror: en un he111ccitcnetro. El rtarcaje de 
les componentes de surerficie se real izó por el niétodo de 
lactoperoxidasa <53>, de acuerdo al s iguiente protocolo: en un 
tubo de ensaye de 13 x 100 previaniente tratado durante 24 horas 
con mezcla crán ica, se adicionaron 0.5 nC i. df '1 25 !-Na (anexo! ). 
Con el fin de neutralizar el medio de marcaje se ad icionó 1 
vo l Ú.~e n igua l de AFS 2X conten iendo HC l 0.1 ~ • Después df esto, 
se ad icionaron secuencial~ente; 1 ul de AFS-KI 0.027 N, 100 ul 
de lactoperoxidasa Clrng/rell, la suspensio'n de trofozoftos y AFS 
hasta ccnpletar un uolÚrnen de l nl. A la mezcla se agregaron 25 
ul dt , H2 Oz. al 0.3'.I. p¡r dos veces agitando durante 2.5 nin 
despues de cada adic ion. Esto con la finalidad de catalizar la 
reaccitn de la Jactoperoxidasa. El contenido del tubo se coloco' 
en un tubo Falcon de lS nl y se centrifugo' a 2,000 rprn durante 
10 nin • Para el i11inar el 1251 1 ibre se lavo' 3 veces en una 
solución de AFS-KI 0.001 M rneciante centrifugaciones. 
Posteriomente el paquete se resuspend io' en 1 ,,¡ de la soluc ion 
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con inhibidores de proteasas y se obtuvo' el antfgeno soluble por 
!:on i cac i o~ (ver sección de obtencio~ de antígeno soluble). El 
tubo conteniendo el antígeno marcado se guardo' a -20'C en viales 
de plCXTJo hasta usarse en ensayos de E6?A-DSS, 
inBunoelectrotransferencia e in11unoprecipitacion. 

~Ll SIS ELECiROFORE'T 1 CO DE ~m GENOS SOLUBLES. 
Con e 1 fin de ca"ac te~· izar e 1 perf i 1 prot{i ce de 1 os 

trofozoÍtos de ,Q. lambl ia, los antígenos solubles <tanto el 
lli~"cado rene el no marcado) se procesaron para 1 levar· a cabe 
e1ct rcfor e'sis en geles de pol iacrilamida de acuerdo al 11étodo de 
Lae11l i (54 ) , en la cual se ertp learon geles al 10% y primerane nte 
la 11uestra se hirvio' por 3 minutes con el ob jeto de evitar que 

\ con la ad iciór; de 2~ercaptoetanol <agente reductor ) se activaran 
los in hibidores de proteasas y se observara degradac ión en las 
protdnas dentro del gel. Posteriorriente se ad icicr. c' 
2-rnercaptoetanol de tal manera que quedara a una concentrac ion 
f ina t dr l 2!: y la muest ra se hirvio' durante 2 llin más. Las 
muestras se colocaron en el gel y se efe~tuo'la electrcforésis a 
SQ voltios durante 14-16 horas. Con la finalidad de determ inar el 
nÚ.'llerc de cooponentes en la se~aración electroforética, se 
precedió a te~ir los geles con el colorante para protefnas azul 
de Coooassie <AC). Para ello, el gel se surnergiÓ en una solucio'n 
de AC a 1 O. l/. por u.na hora después de 1 o cua 1, se ca11b i ó a 1 a 
solución de al to metano! (ver anexo 2) hasta que se hicieron 
evidentes las bandas. Por Último, el alto netanol se canibio' por 
bajo netanol hasta lograr un fondo claro en el gel. En ', relación 
al análisis de los antfgenos marcados, estos fueron sonetidos a 
electroforesis lmpleando un número de cuentas adecuado <S0,100 o 
200 x 101 ) . Una vez terninadc el corr iniento, el gel fue' trahdo 
para la detección de bandas por AC. Ccn el fin de efectuar el 

. \ 
\ 
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anál .is is de las muestras, los geles fuHon scnetidos al siguitnte 
trata11iento: al final izar la tincion croo se ne ncior.o' 
anteriomente, la solución de bajo 111etanol se cmbio'por agua 
bidesti lada mante ni endo al gel en agitacion constante durante l 
hora. Posteriormente el ge l se paso' a una sc l uc i {~ de sal icilato 
de sodio l M (anexo 2) durante 112 hora, después de lo cua l se 
transf ir ió a una so luc ión de glicerol-agua l/. y de ahi se paso' a 
un secador de geles <anexo l l por un lapso de aprox imadamente l 
h. La rad ioactividad de los cmpone ntes se detectó po!" 
ex pos i c i Ón de 1 ge 1 a una p 1 aca de rayos X. Despues de un ti eílipo 
adecuado de ex pos i c i Ón, 1i1 p 1 aca se re ve 1 o' de acuerdo a 1 as 
indicaciones de los proveedores (anexo l). 

La deterrr.inaciór: de el peso nohc c1 ar de \ los 
coo1ponentes se determ inó mediante el a,iuste a una curva 
es tanda~, hectia co r. ma:-cadores de pese molecular (ri.I') ceno se 
indica en el catálogo del proveedor <55). 

C~LTiVC DE CELULAS DE MIEL~. , . , 
Las ce lulas de rmlooa de la 1 tnea X63-f\g8.653 aislada 

por Kearne y (56), fuerori crecidas en nedio RPM!-l64C ccnpleto 
(anexo 2) ester ilizado por fi l trac ión. Las células se al inentaron 
con me di o f~es:c cada vez que fu{ necesario (aprox imadar1ente cada 
4 di as). Par a 11 evar a cabo 1 a fus i Ón, las cél u 1 as se cosecharon 
en fase logarítmica de crec il'lliento y se obtu vi eron n61t:er·cs de l 
orden de 1-2 x 101 células. 

OITTEf.iCI !li DE CELULAS ALIMEt,'TADORAS. 
Con el fin de crear un medio apropiado para el 

crec irni e~; tc de los híbri do!: resultantes de la fus ión, se 
obtuvieron cllulas de exudado per itoneal ~e ratones. Un dfa 
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antes dE la fus ión ce lul ar, 2 ratones de la cepa BALB/ c fueron 
sacrificacos po~ anes tes ia to tal en una ctrnara con lter y en 
cond i ti enes dE asepsia se descubr i Ó 1 a reg i Ón pe ri tone a; me:l ¡ar'. tE 
un corte longitudinal de la piel. Cada rat6n se inoculo' intr ape-­
ritone alrnenü 5 rt. 1 de Aed io RPi'1i-í64ü-ir1ccnpleto, se rt.asa jea ron 
aprox irnadilíltente durante 30 segu ndos después de los cuales, se 
extrajo' el líquido acumulado con jeringcs estéril es y se cclocé 
en tubos Falco r. de SC ml . Las cé lulas asi obtenidas se lavaron en 
RPiíl-i n coo:~ l e ~o a 1,0 BD rpll' dur ante 10 rnin • El paquete ce lul ar 
en resuspendio' en ried io ~T (ver anexo 2) y SO ui de es ta 
suSf!H1siÓn se ¡¡gr·egÓ il cada pozo de la placa de rnicrctitulaci~r1 . 
Las cl lulas obte nidas de cada dos ratones iueron sufi cientes para 
preparar 3 placas dE rnicrct i te1 ac i6n. 

osrn;ci ti.~ úE fiJaRlúil'AS MEDi~fü FUSi CN CEL ULAR. 
Para la o!:ltenc1~n de híbr idos productores ce 

a nti c ue~pos mo~ oclcna i es, ie inmuni zare" rat on es de ac~erdo al 
protocole descr ito en i ;, se cc ión corr espondi ente. Cua tro oías 
despu~s de la Úl tima inmun ización se ll evó a cabo la fus ión 
ce lular . Los ratones fue ron sacr ificados en una cámara df éter y 
los bazos oe estos se ex tr aJeron en cond iciones de este ri; idad 
Posterio~ente se preparó la su spens i Ó~ ce iu1 ar disg"E gando el 
Órgano con pinzas de punta rma er. 111ed 10 RPNl - incoop leto. Las 
cl lel as se l a~ª"º" por ce ntri fugaciones a 1,000 rp~ dura~te ID 
rn in. Con la f inalidad de eli minar las cllulas roj as <eritroc i tos ! 
la suspens iór, de cél ul as de baz o se traté ce~ una sc luc i Ó.~ de 
cloruro de as?o ~i o (vH ane xe 2 ) y se de ,i é 5 min a tempe ratura 
aJ11b iente. Poster icrmerte, se a;~egó ~ed i o inccxnpi eto y las 
cé lulas se lavaron por centr ifugac ión para eliBin ar el cloruro d ~ 
all!onio. Después de 1 lavael o las célu las se res usper:d ieror, er lG !l\1 
de Rec io RPNJ inccnp leto y se de ter-m inó su número y viab ilidad 
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~pleando henocitcnetro y la tincion con azul tripano (ver anexo 
2> respect i va~ente. Por otro lado, las células de ~ielOO!a a la 
densidad requerida se cosecharon en un tubo falcon de SO ml y se 
lavaron de la mi Siiia manera que las célul as 1 infc ides, para 
despuls resuspenderlas en 1 o mas ml de medio RPMI-incOllipleto y 

deterR inar el n~mero de ellas. 

La fusión celular se real izó de acuerdo a 1c descrito 
por Fazekas y Scheidegger (57), En esta, tant o las células de 
bazo cano las célu las de ITlielcna lavadas y contadas se colocaron 
en un tubo Falcon de 5C n: 1 • k!bas poblac iones celulares se 
ITlezc l aron en una proporc i Ón de 1: 1 y se centrifugaron. Después oe 
rer11over todc el 1 rquido, se ad icionó gota a gota al paquete 
ae lul ar, 1 rnl de la solución fusionante de PES, agitando 
constante~ente dura nt e l y 1/2 ITl in . PosteriorlTlente, el PEG se 
diluyó agregando 1,3 y 16 n1 de medio RPHl-inc!Xl!pleto agitando en 
un per iodo de 30 seg para cada vol~~en a~adido. La suspens iÓ,1 
ce lular se dejo' reposar y 5 min y después se centr ifugó 10 rnin a 
1,000 rpre. El paquete celular se resuspendj~ en 15 ~ 1 de med io de 
~T y se al icuoteó en volúmenes de SG ul por cada pozo de la 
placa de P. i c~~t i tu 1 aciÓn . LOS pozos fueren al i ~entados a los dfas 
5 y B después de la fusión con ITledio de ~T y al día 12 con med io 
h'T e1 cua l , despue's de 2 ca.'llbios se sustituye' por medio ~PMJ­
ccnp letc. Las cajas con~eniendo las células se ~antuuieron - a 37' 
er. una atniÓs-fer~ de . 5.21. de COi: en una inrnbadora con te!lperatura 
y hÚ~edad regulada. 

SELECC!CN, CL!?~C! ttl Y EXP~~S! m DE H! BRIDOS. 
Despu{s de la frs i ó'.~ celular, se colecte' el 

sobrenadante de les pozos que presentaron crec i~i ento celular 
y este se ree11plazo' pcr ~ed i o nuevo. Con las nuestras colectidas 

·\ 

1 .• 
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se · llevo' a cabo el ensayo de ELISA para determinar 11 presHcia 
de anticuerpos. 

, . . . 
Les h1br1dos cuyos sobrenadantes resultaron pos 1t1vos 

se el igieron para ser clonados. En alguné~ casos la clonación de 
hfbr idos se 1 le~c' a cabo directan:ente en la placa de 96 pozos y 
en otros antes dE clonarlas se transfirieron a las placas de 24 
pozos. En ill!bos casos se determinó la producc ión de anticuerpos 
antes de llevar a cábo la clonac ión. Esta Últir?a se rea l izo• por 
d., . , 1 . . t t ( 58) p 11 t ' t + 1 d ,, 1 1ruc1on JI!! an e, . . ara e o, se con.e e1 o.a . e ce :u.as 
de 1 os pozos se 1 e ce i onados y se tooó e 1 número necesario para que 
e.n cada pozo de ur,a placa de micrct itulaciÓn se .co locara 1/2 
célula. Las ctlulas asi clonadas se alimentaron después. de una 
semana con medio RPHJ-1640 y una vez que crec ieron a confluenc ia 
se deterr; i nc~ ~ º pro::I Jcci t r: de G:,t icuerpo y se expa ndi eron, tanto 
,¡,r.~ por cult ivo de tejidos cooclJl.~por la inoculac ión 
de cli ul as en ratones. 

Es i m~0rtantr que ur:a vez que se pruebe la produccítn 
de ant icuerpos en las ctlulas hfbridas, estas sean congeladas 
para Sli conservac i ~n. r: ; no hacer-lo acarrear{a prob ier11as cooo son 
la p{rc ida de producción de anticuerpos debido a ia recl)Jlb inacio'n 
genética <59). Asil'ftis1u1 se Hitar1a la pro l ifer-ac iÓn de h1bridos 
no productores. La re isn:a raztn ex isü para la congelac iÓrr de las 
clonas obtenidas de los parentales y que producen anticuerpos 
especfficos contra 6iardia la~bl ia. Para esto se lleve' a cabo el 
siguiente protoco1o';'C;do ~lulas alcanzaron un crecirtiento 
adecuado fueron despegadas por pipeteo suave sobre las paredes de 
los recipientes de cultivo y la suspensión fue centrifugada a 
l,000 rpn durante 10 minutos. El paquet~ celular se resuspend i ~ 
en 1 ,.. ; de nedio RPMJ-ccnpi eto y se adic ionó 0.1 l'ftl de diraetil 



suHÓxido (r:t.150). La mezcla se paso a un vial para criocultivo de 
células (siempre rnanteniendolo en hi@lo) y se guard~ a -70'C por 
24 h, posteriorrtente se transfirió a nitrógeno líquido. 

Las clonas productoras de anticuerpo específico contra 
b 1 arr:bl i a se 1 ecc i o nadas por EL! SA fuHon expandidas in v itro en 
ca.ias de pétri. üna vez que se cooprobÓ que seguían produciendo 
ant icuérpos se expandieron in vivo rtediante la inoculacidn de 

- -- I 
estas en ratones BALB/c, los cuales fueron inyectados d1as antes 
con G.5 rn 1 de pristefna. Cada l'at6n fue inocu lacio con 1 x 10" 
celulas híbridas resuspendidas en RPNI- incompleto. El crecimiento 
de las célu las hft r idas en les ratones da lugar a la forrnaciÓ~ de 
turnares de tipo asdtico. Una vez que se desarro l lan estos, el 
1 Íqu idÓ' producido que co~tiene los anticuerpos fue colectado por 
punc ión de la cavidad per itonea1 con una aguja est{ri1. La 
colecta de 1Íq ui d:: de cada ratón se rea i izé varias veces de 
manera ·que se obtuvo la rnayor cartidad pos ible de este. 

PURJF!CACHJ~ DE ~'TICUER•OS A PARTIR DE L!GiJ iDG ASCIT!CO. 
Ei 1 fquido obtenido de los ratones inoculados con las 

clonas productoras df ar; t icuerpos fu{pro~esado para la obtención 
de inmunoglobul inas rJediante !a precipitación de estas con una 
solución saturada de sulfate de ani~nio <SSSA> (60). Para el lo se 
util izo' el siguiente protocolo: 1 volÚmen de lfquido asc1tico se 
mezcló con 2 vclÚrtenes de ArS en hielo,a esta nezcla se agregaron 
volÚnenes de SSSA (anexo 2) ~ota a gota y en agitación constante. 
Después de una hora en fr10, se colecto' el precipitado por 
centrifugación a 12,000 rpm por 15 nin el scbrenadante se 
descartó y la pastilla se disolv ió en 3 voiÚrAenes de AFS. 
PosterioNlente se agregaron 3 volÚlllenes de SSSA en las 
condiciones antes nencionada~ y se siguió el ~isrno procese <3X en 
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total>. la pastilla final se resuspendió' es un ~1 olÚ.'!en de 0.5 a 1 
ml de AFS y se dial izÓ extens iv armte contra AFS. El contenido 
del - tubc de dial is is se colectó en viales y se guardó a -20'C . 
La determ inac io'n de proteína se hizo' por el m{todo de L~ry ( ój ) . 

8-ISMYG DE E¡_JSA. 
La determ in ación de la producci~n de anticuerpos en las 

c:lcl as híbridas después de una fusión celular requiere de 
te'cnicas muy sensibles pues el titu lo de ant icuerpos en pozos de 
placas de nicrotitulac ió'n suele ser ba je. La te'cr.ica de EUSA es 
un rl!étodo que permite detectar nanogramos de anti cuerpo en una 
so lución <62) 1 de ahí que esta haya sido elegida pa~a la 

. busqueda de h(bridos productores de anticuerpos. El protocolo 
' segu ido para el desarrollo de este ensayo ~ue el siguiente: en 
placas de rn icrotitulaci6n para ELISA <anexo 1) 1 se colocaron 20G 
ul por poz o de antfge nos sc1ubles de l parásitc_h ·llllli! (ver 
sección de preparación de antígenos solubles) a una concentración 
de 10 ug /m ~ en ar1or-ti9uador· de carbonatos pH 9.6 (anexe 2). 
Los pozos después de incubarse por 4 t.:. a tMperatura ambiente 
<TA l fueron bloqueados con AFS conteniendo 0.5% de albúm ina 
sérica bouina y 0.5'.I. de hmn 20 <ArS/ AS2/i) durante 3G rnin a 
TA. El'!seguida se efectuaron 3 lavados de 3 ninutos cada uno con , 
AFS/T y se agrego a cada pozo de 50-100 ul de sobrenadantes de 
cultivo, obten idos de los híbr idos que crec ieron. Croo controles 
positivos se e11plearon suero iMune anti-~ la.,,b l ia y el suero 
obten ido de los ratones usados en la 4usión celul-ar mbos a una 
dj luciÓ.n de 1:100. Croo control negativo se usó suero de '. ratones 
nor11ales diluid:i 1 :250. Las diluciones c!e a.rtbos controles se 
hicieron en AFS/ASS!T. Las placas se incubaron a 37 1 C durante 1 
h. Despu{s de lavar cene se 11er.ciona anterior11ente se 
adicionaron 100 ul de un segundo anticuerpo dirigido contra 

1 \ · 



26 

inrnunoglobul inas de ratón dil uido 1 :3000 en AFS/ASB/T y las 
placas se Bantuvieron a TA por 3 horas Bás y posteriorBente se 

' lavaron cooio antes. Despues de este> se agregaror: 200 ul de la 
soluc ión de sustrato de orto-Fenilendiarnina. En ocas iones- la 
reacc ión se par6 colocando en cada .pczo 50 ul de una so1uc i6n de 
H SQ 2.S N. 
2 4 

La lectura de los pozos fue cua l itat iv a, pues el 
1rdeds real era conocer cu<i les de las célu las producía 
suf iciente cantidad d~ anticuerpos ant i-6. laflbi ia y esto fue' 
detectado po" s ill\pl e observac ión. 

DETERl1iNACim DE LA REACTJVJDAD DE ~mCUERPOS NrniOC~~LES POR 
Jt-t'ILl~O~LUORESCENC IA INDI RECTA. 

Con el f in de conoc er !a ract ividad de los ant \cuerpos 
monoclonales sob"e les trc-fozc (tc-s vives de 6. 1aJ?.b1 ia se 
rea l izó la técnica de inmunofluorescencia indirecti°" (é3¡-:--

Las ca jas de cult ivo conteni endo trofozortos crec jdos 
axenica11:ente se pusieron por 30 !!in en un baf:o de hielo-agua y 

se invirt ieron varias veces. Luego de asegurarse que los 
trofozoítos se han despegado de las paredes de la caja, se 
efectuaron 3 lavados en AFS ceno para la extracción de antígeno. 
Despu{s de contar las células se colocaron 8,000 tro1ozoftos 
suspend idos en 100 ul de AFS en tubos eppe ndorf cuyo número 
dependió de las muestras a probar. A cada tubo se agregó 100 ul 
de sobrenadante de cul t iv o y se incubaron a 4'C durante 1 h. 
Ceno controles positivos se usaron sueros inmunes ceno se senala 
en la parte de ELlSA y CO!TI O cont rol negat ivo ned io RP!'il -ccnpleto. 
Las dil uc iones de los controles se hicieron en AFS. Después de un 
lavado por ce ntrif ugac ión a 2,00G rpn con AFS se adic ionó el 
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conjugado Fl1C-cabra anti-il'rllunoglobul ina de rat~n diluido i:lOO 
en AFS/ASS 0.1/. y se incubaron a 4'C por 20 Binutos. 
Posteriomente se lavaron con AFS./ASB 0.1;~ ceno antes y se 
hicieron las preparac iones sobre portaobjetos sellando el 
cubreobjetos con ba rn íz transparente. Las preparac iones se 
observaron en un BicroscÓp io de f luorescencia 

Cuando se usaron en 
precipitados con Sulfato de i::nonio, 
se u ti 1 i zaror• fue roo 1: 1 OG. 

l~LtWELEC1 R01RA~SFERENCIA. 

este ensayo ant icue rp os 
las diluciones a las cuales 

Con la fjnal idad de caracter izar aquellos antfgenos que 
son reconoc idos por los anticuerpos rJonoclonales, los antíge nos 
so lub les de ~ se separaron por electroforls is cerno se 
rne ne i en a. a n ter i om en te . Las pro te f nas separad as en e 1 ge 1 f ~ H or: 
transfer idas a papel de ni trocelu losa de acuerdo al rn;todo de 
1wbin (64 ). Después de la corri da el ge l se eq ui l ibro' en el 
amor tiguador de transferencia (ver anexo 2) durante 1 hora con 
un camb io a la med ia hora. Poste riorr1ente en el rniSllo ba~o se 
colocaron, el papel de nitrocelulosa frente al gel y 2 hojas de 
papel fi l tro una a cada lado, as i como fibra scotch. Con esto se 
forlftÓ un 'sanO.. ich 1 (v er figura 1) y se procedió a ll evar a cabo 
la transfere ncia. Esta Últi,,a se rea l izó por 4 horas a 75 vo lti os 
empleando una fuente de pode r de alto ~~peraj e (ver anexo 1) . 
Cuidando que el papel de nitrocelulosa quedara orientado hacia el 
polo' positivo la transferenc ia se real izó a 4'C. Una vez 
ter11inada la transferencia se corto' una tira de1 papel de 
nitrocelulosa y se ti~Ó con t inta india (anexo 1) con el fin de 
a=€gurarse que las prote fn as Sr tra~ sf i r i ero~ correctilllente. El 
proceso de t inción fu( este : La t ira de nitrocelulosa se lavÓ2 
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veces en AFS/T 0.3'1. por 10 rnin cada vez. Posteriomenh se le 
ad icionó tinta india dil uida 1 :1 ,000 en la soluc i6n de lavado y 
se nantuvÓ siempre en agitación constante durante 1 h. Por 
Último para quitar el exceso de t inta, la tira fue~colocada en 
agua bidestilada hasta que quedó lo más clara posible. 

El resto del papel de nitrocelu losa transfe ri do se 
su!'mg i ~ toda la noche a TA en uno sc•luciÓn conteniendo 3'1. de ASE 
y O.ZI. de ge latfna en AFS <AFS/ ASS/ GEL). Esto con el f in de 
bloquear los s it ios de l pape l donde no se transf iri6 ninguna 
banda de proüfna de l ge l . Una vez bloqueado el papel se cortó en 
t iras de 5 Ir.' y poste ri ome nte las tiras se incubaron con el 

~sobrenadante de los híbri dos que contenían, ant icuerpos 
monoclonales, as i c~o con sueros illfftunes de raton y de conejo 
ant i-h 1arab l ia. El sobrenadan te se ut i 1 itÓ ta l cua l , mientras 
qee de los sue ros se hizo' una diluc iÓr, 1:100 y este (1t iri a se 
rea l i zé en la so lución bloqueadora cada tira de papel se inc ub{ 
co.n 1 111 1. E~ se gu ida que 1 as t i ras se inc ubaron 2 h a TA con 1 es 
ant icuerpos, fueron lavadas 3 veces en ;una so lución de AFS/T 
O.OSi: de 10 11 in e/e y en ag itac ión constante. Despues del Últ i11c; 
lavado, el papel se incubó 2 h a TA con una diluc ión 1:2,000 de 
un cor.J ugado de cabra anti-lg de ratón o de conejo (segúr. el 
caso ) acop lado con la enz ina perox idasa. Finalnente ensegu ida de 
que las tiras se lavaron. 3 veces por 10 mi n c/~ se adic ionó la 
soiución de sustrato 4-c loro-i-nafto l (v er anexo 2). La reacción 
de los ant icuerpos se detectó po~ la apa ri ción de bandas en el 
pape l de nitroce lulosa después de a~ad i r el sustrato. 

125 
l~lliOPRECfflTACl!?\ DE #;'TIGENO DE 6. lmbl ia ~RrADO m~ 1. 

Los trofozottos de G. la.~ia fueron narcados con 12S! 
por e 1 ne' todo de lactoperox i dasa ( 53) , r a partir de e 11 os se 

. \ 
\ 
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obtuvo ant1geno soluble. Dicho ant1geno fue usado en el ensayo de , 
inmunprecipitacion utilizando sueros innunes, tanto de conejo 
c:ooo de ratón. En este niSllo ensayo al igual que estos sueros se 
usaron los anticuerpos producidos 'ºr las clonas seleccionadas 
con anter ioridad. El protocolo para la inrnunoprecipitaciÓn 
indirecta de c0111ponentes marcados es el reportado por Hidgley y 

Hepburn (65) y se llev~a cabo de la sigu iente ~anera: en prime r 
lugar se colocaron 200 x lG~ cprn por cada tubo de 12 X 100 (anexo 
1 ) usado para c:ada sue ro problema. Después de coiocar las 
diluciones del suero o los sueros se incubaron toda la noche a 
a 4'C. Enseguida a cada tubo se agregaron SD ul de un ant isuerc 
anti-ratbn o ant i-cone jo (segun el caso) y se in cubaron por 4 h 
mas a 4'C. Er. cada tubc, SE uso suero norma l a una di lu.c iÓn de 
1:100 ceno acarreador de cariplejos innunes. Finalnehte ei 
pr- ec ipit ado resultante se lavo' dos veces a 3,SOG rprr. y 1a 
pastilla final se anali zo' por EG?A-DSS. Los -c:nponen tes 
in~ un op r ec i ~ i tados por los sueros se detectaron por la 
autorradiografÍa del ge l <corno se menc iona en la parte de narcaje 
de superfic ie) (las soluc iones para las dilucones de cada uno · de 
los reactantes se mencionan en el anexo 2l. 
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P.ESULTAJOS. 

CULTIVO DE TROFOZOITOS. 
Los trofozoítos de .a._ ~' fueron crec idos 

axe ni cme ~ te en 11edi o TYJ-5-33. Une vez ql!e l legaror: a la fase 
logar(trn 1ca de crecimiento, se cosecharon y lavaron en AFS. La 
uiabilidad de los parás i tos se deterrr: ino' pe;· el ru'todo dE 
exclus itn con azu i tr ipa no . Cuando se contaron las células se 

' observo cerca de l 95:~ de viabi li dad en el contenido de una 
botella de cultivo. El rendimiento por rec ipiente fue' de 
aprcxirnada~ente 50 millones de c:lu las. 

OBT8füm DE ~'TJGENO SOLUB~E. 
Para la obtención de andgeno so luble de G. lamb1 ia, 

f , ---
los trofozo itos se cosec haron en fase lc9ari trnica de cre~i~ i ento 

y se lavaron en AFS. Poster iorme nte se resuspend i e~on en una 
so l uciÓ,~ de tris-base con inhibi dores de prcteaS2S y Sf sor:icaron 
ya sea en presencia y ausencia de detergentes. La concentrac i ~ 
proteica a partir de 50 x 10 e/lulas fue df aproxiniadarrier:h 3-<i 

' lr!g/rnl par·a e1 ant igeno preparado con triton xlOO al 0.5'1., 2.5-3 
m~/1111 para el extracte ~repa r ado rnn deoxi colato de sod io ai 2% 
y 1 .9 aproximadamente para ei extracto preparado sin usar 
detergentes. 

125 
~RCAJE DE SUPERFICIE DE TROFGZOliOS DE 6. 1a7't 1 ia CG'I , ~ 

l. 
. las celu1as de G. l ar!it> 1 ia fueron sroetidas a marca je 

c:or: 125¡ (ver ~ar- tf d~ rHtoda logfa ) . Ai temino de la extracc ioñ 
de a nt fge~o rmcado, se tooc una al icuota de 5 ul y se rn idiÓ la 
incorporaciÓr, radiactiva en un contador de emisiones gaooa. 
G l t b t • • ~ ~ o "A A f ~ 3 1 1 I enera men e se o uv rercn ae ¿U a ~~~ x i~ cpr, en ei vo i u~~n 

de ~uestra anal izada. Los antigenos 11arcados fueron ana l izados 
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por electroforesis en geles de pc·l iacrilarr:ida en presencia de 
duodecil sulfato de sodio <EGPA-DSS). 

A'~Ll SIS ELECTROFORETI CO DE IWT IGENOS SOLUB~ES DE .h 1a.rcb1 i a. 
Con el fin de conocer la ccnplejidad proteica de los 

trofozo(tos de L_ lambl ia, as i ceno el perf il de los antígenos de 
superficie marcados con 125!, los extractos scni cados fueron 
procesados ror electrcfods is en geles de po1iacrilarr:ida 
<EGPA-DSS>. El perf il electrofore~ i co de los antfgenos so lub les 
del para'sito reostro'una gran cMµ lej ida::' !i~ ba~das (fig. 2) . La 
t incion del ge l con azul de Cocmssie revelo' la presencia de 48 
bandas en un rango de .pesos moleculares ccnprend idos entre 16 y 
147 K. Fu{ notorio que entre algunas bandu ex ister: diferencias 
en cuanto a la intensidad de t inciÓr: estd' puede ind icar que no 
tedas las bandas se e nc uer~tran en la ll' iS11a cant idad c:no 
co~s ti t ~ye r: te del trofozoftc. 

E~· la f igura 3 se muestra el an~ 1 isis electrofor{t icc 
de los diferentes extractos soni cados : de trofozcfto~ de G. 
l a.ITlb li a. El extracto obtenido con tr i ton muest ra 2 difere ncias 
claras er.· c!YT!paraciÓ.~ co r: los extractos obtenidos ya sea co•1 
deoxicolato de sodio y el obtenido sin usar deterg~nte. La 
primera es la presencia una banda cercana a los 56 K y la seg un da 
son tres bandas mu y juntas que migran aproximada~er.te entre 69 y 
y 75 K (aBbas difertncias seflaladas con flechas), Cabe 11encionar 
que no se encontraron diferencias marcadas en y entre los 
perf iles prote icos cuandc s'e use 2-nercaptoetanol cooo agentt 
reductor. Los patrones electroforét icos de los diferentes 
extractos fueron reproducib ies cuando se ensayaron con las 
condiciones mencionadas e~ la parte de mater ial y m;t6dcs. 

. \ 
\ 

•, 
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Con la fina lidad de identificar los CCX11ponentes de 
superf icie de trofozoftos de L_ larftbl ia que foeron acces ibl es al 
marcaje con 1251, e1 ext racto celular obtenido se sooet io' a un 
an{l isis 'electroforlt ico. La fi gura 4 muestra los resultados de 
la autor rad iocraf(a de los diferentes extractos. El número de - , 
de cuentas utilizadas por carril para este anal is is fueron 
200 x 10 • Ei patrÓr: de l extradc obte nido con tr i ton XlOG se 

I 
caracter izo por preser•tar aprox imadamente lG bandas , 
identif icab1 es con pesos rno iecel ares de 16 a 131 K. Este patron 
fue rep roducible y un aspecto importante fue la detecc ión de un a 
banda IT!ayori ta~ i a d~ ap rcxi mad~1e n te 80 K •• A diferencia de l 
patron de bandas obte ni do con el extracto anti gen ice solubil izado 
con tr iton, los ri ostrados en ;l os extractos con deox .i colatc de 
sod io se caracterizaron por pres'entar un IT!enor núrr.er·c de · bandas 
de al to pese molecular princi~almente. En estos extractos la 
banda mayori tar ia anal izada en condi ciones no reducto~as tiene un 
pese mol ec ul ar aprox iffiado de 114 K. En todos los casos en que se , ,, 
emparo el perfil electrofcretico .de. cada uno de los extractos en 
prese ncia y en ause nci a de 2-flle rcaptoetanol 1a nigrac iÓn y 
cant idad de bandas fue diferente. Respecto a esto se observo' que 
en presenci a de 1 age nte reductor e 1 núrurc de bandas era r1e no:­
en ausenc ia de este. Por otro lado la banda r1ayor itaria de los 
diferentes extractos en los an¡l isis en cond ic iones reductoras 

/ 
tuvo una rnigr ac ion diferente lo que sug iere que el age rte 
redúctor afecta de algun a rriane ra las caractedsticas de ~igrac i on 
de los ccnponent es de los diferentes extractos de~ lamblia. 

I~;JfüACW~ DE liiJMA~ES. 
Con la fina li dad de preparar 

monoclonales, se proced io ... in icialmente a la 
" ratones con trofozo!tos de~ l a.'!bl ia du rante 

1 os anti cuerpos 
in~~~ i za[ i c; df 
4 semanas y se 

' i 
\ 



obtuvo, tanto suero inm1me corno dl i.;l as 1 infoides que , 
posteriorBente fueron usadas en la fusion celu lar para la 
obtenciÓ.~ de hibridomas. Los sueros obte ni dos fueron anal izados 
en cuanto a la presencia de anticuerpos anti-li_~ eílip leando , , , 
la tecnica de ELISA <ver seccion de netodo1 og 1a) . Los ensa yeis 
fueron real izados emp leando diferentes diluc iones de suero inm~n e 

<1:50-1:500 ) . De acuerdo a la in tens idad de- la reacción obte ni da 
en el ensaye de EL!SA se deterrnino'usar la diluc i o~1 de 1:100 eme 
estandar para el control de suero inmune en en;aros subsecue r. tes. 
la t itul acio~ de les sueros inmunes de raton en la teénica de 
ELISA derno stro"q ~ e co~, este protocolo de ioo ur: izacio~: se ottu~· o' 
un buen tftulo produce io'n de an t i cuerpos en los ar: ima1es 
ernp le a dos. 

CREC!MIENiO DE L~S CELULAS DE M!EL~. 
las ce~lul as e!l~, J eadas en la o::ter; c i o~ de ·ant icuerpos 

monoclonales fueron de la 1 Ínea X63-AgB.653, las cua ies se 
crecieron a con-fluencia en ned io R~i-164G suplementado cor: 10;\ 
de suero feta l bovino. Estas fueren cosechadas en fase 
logarftmica de crec imi ento. El rend imi ento po~ bote ll a de cu lti vo 
fue de aprcx iruda'l'ent e de 3 x 1f cé iu1as. La viab il !dad de , , 
estas deter~inada por e1 r.etodc de exc1u sio:. con azu l t ri pa~o fue 
aprcx imadan.e nte de 85'/.. 

GBIENSW\ DE ?:ffi1CUERPGS tfü'\GCLCt~Lt:S. 

La fusiÓi1 ce lul ar para ia obtenc ió'n de ant icuerpos 
monoclonales se llevo' a cabo util i za ~ do 10 c{lul as linfo :des y 
un n~~ero igu al de c{lu1as de ~ i eloma. El nÚ.~ero tota l de pc~os 
cor: cr·ec ill i en to de n (or idos obten i des tuÉ cit: 61. i.os re su i tatios 
de esto fusión se resc~en en : a tablo 3, en donde se ~uestra que 
la ef ic iencia de fusio~~ fue' de l 21.5:'1., y el 28 l. de h(bri do~ 
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m;;strÓ reacción positiva en el aná li sis por la técnica de ELISA. 
De estos se seleccionaron aquellos hfbridos que presentaron mayor 
reactividad en los rnsayos de ELISA, así ceno por los patrones 
obtenidos en ensayos de in~un of l~or escencia indirecta. 

CARACTERIZACHN DE #~/!CUERPOS MltlOCL!J'4LES. 
El n u~e ro de hÍbridos que resultaron pos it ivos por 

E!~ fue df 17 y df esto5 se se l ecc io~ arc r: lü, los cuales fueron 
clonados. Los resul tados de la clori ac iÓr. se encu entran resumidos 
en ic tab le 4, en dor.óe se· muestra que la efic iencia de clo11 ac iÓ'1 
así corno la positiv idad en ensayos de EUSA para cada híbr ido es 
variable. De las cl lul as clon ~das se sfleccionar o ~ cuat ro y los 
resultados de su caracte ri zac ión se r·esurnen en la tab la S. En 
esta Sf senala que los ¡nticuerpos ~on oc i ona l es fueron de los 
isot ipos IgG! <2D?D1G), Ig62a <3F4C5) e Ig62b <i F1GD8 y 3~ i1G3 !. 

Las clor1as ader.. a~ de ser pos it iva5 por la te'cn ic-a de E~! S-;, 
presentaron react ividad cuando se real izé cor: ei los e1 ensayo de 
inrnun of luorescenc ia. En este G l t i ~o se usaron trofozo(tos vivos, 
los cuales se procesaron ceno se menciona en la parte de 
rne todc1oo'a. La reactividad de ios ant icuerpos monoclonales se 
loca l izo; en la superf icie del trofozofto, asf se observa que la 
clona lFíD~S t itie principal11ente la porción donde se encuentri el 
disco adherente del trofozofto. La clona 2D7C1 0 reconoce una 
1 (nea \lentra1 a lo largo dei trofczo~to. Dicha 1 rnea tem ina 
·cerca del cuerpo 11ed iano 1 el cual hmbitr: es reconoc ido 
(figura Sb). La tir.ciÓn obtenida con la clona 3F4~S, se observa 
en lo que podrfa ser el cuerpo 11ed ianc <Tig. Se). La 
f luorescencia que se obtuvo' con la clona 3F11G3 se localiza en 
toda la superf icie del trofozoíto en foNlla de parches (fig. 5d). 
Por Ú l ti~c en la f igera Se se ~uestra el patrón de fluorescenc ia · 
de los trofozoitos cuando se uso suero inmune. En este el 
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recor.ocirni entc1 se loca l iza en todo el organ i91Jo. 

PURI F!CACI!l-1 DE Al;'T!C UERPOS A PARTIR DE L!GLllDO ASCITICG. 
Las clor. as se leccionadas desp ues de ce1 t iv arse Lo.. 'li.1.!:..Q_ 

en ca jas de cu l t ivo fueren probadas en el ensayo de EL!SA para 
asegurar'se que au r mantenían su prnduccion de infl!unog lobuli nas 
1 post r e ~i o r~ent~ se expandieron in vi vo ~ed i ar.te ia ino:ulaciÓn 
de ratones de la cepa BALB/c con 106 células por ratón. Los 
resu l t ado ~ d~ obtencid~ de ant icuerpo ~onoc l onal a part ir de 
J(qu ido asdtico se rep ortar. en ia ta bl a 6. Er ' esta tabla se 
rmstra que la cantidad de protdna var(a en un rango de 1 a 2.S 
rng de p rot ~rí1 a por rt1 de as:Ít is. 

!ll'!LNOELECTR07 F#-iSrERS;c1A. 
Con la f ina l idad de conocer que compone ntes prote icos 

eran reconocidos por los anticuerpos rnonoclon21es .se ·11evo'2 cabo 
1 a trar. sferenc i a de protdnas de G. 1amb1 i a a ~a~e 1 de 
ni troce lu losa. El p~pel cor. las prote(';;';s t ransfer idas se puso a 
reaccionar con los ~ i ferentes ant icuerpos y stieros disponi bles 

~ . 
para esta tecn1ca. 

La figura 6a muestra el patrón de protefnas 
transferidas ai papel de nitroce1u1asa 1 el cual fue' te~idc con 
't in ta india. Los componentes detectados fueron practicamente 
s i ~ il ares en cuanto a nU!lero y PN a los obten idos en el aná l isis 
electroforético. Las figuras 6a y 1 6b 11uestran la reacc ior1 del 
pape l de nitrocelu losa con los sueros de ratón y de conejo 
respect iv all!ente. 

, , ~ 

C.on e1 suerc de rator. se observo la t ir.cion de varias 
ba~das CD'?~ r endidas en un rang~ de 22 y 128 K. Principal~er.te 

. i 
. \ 

1 \ .• 
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ex istieron 9 zonas de reconoc i~ i ento l!IU Y ma rcado con los 
s igui entes pesos molecu lares 31-34, 38-44, 47, 68, 82 y 115-123 
K y otras zonas con meno r g~ado df t inciÓr:. En cor,trastr con el 
suero inmune de co r: ejo se logr·o' un rnayor numero de bandas 
p!"oh icas tet:i das por enc ima de 40 K. No suced io' así con ba ndas 
de pese l!lo lecular nás bajo · de este las cuales no se t ifl ieron 
clarament e. 

Cuando se hic iere" reacc ior ar los ant icuerpos 
~:~oclon a l es con el pape l de ni troce lulosa, las t iras reve laron 
la presenc ia de va!"ia.s ba r. das l!I UY te~ues. Esta ser ie de bandas 
se encont raban e ~ tre 20 y 1'0 K. S i~ e1b a~go , el contro l de ~e~ i o 

preser.to reacc i ó:~ co r: algunas de las bandas, por lo que este 
re:cnocil'T' iento pudo haber s idc en cier to modo inespecff ico. 

iN'fü;Qt~~C J PiTACICN DE A'l!!G~OS ~RC.AüOS DE G. :am~:;a. 

El ar,doer:c· de t. 1a.'l't1 ia rr· ~~ca.dc co0 125j .f ue usadt' en 
ensayes de i nr?.uop~H i pi tac i c'r: s igu i en do el pro toco 1 o rnenc i onado 

' en la pa~te de metodolog 1a. 

La fi g. 7 muestra la i nrnur: oprec i p i taci~ de ios 
diferentes extr-actos de ar. trgeno rur·cadc usandc· suero de ccnejc 
anti-~ la.'1!b1 ia. El patró.~ electrcfcréticc de l es antígenos 
e:drafdcs cor, t rito~ x10D, se caracterizo' por presentar dos 
bandas de gran intensidad. Una cercana a los 113 k y otra 
de aproxi nada.~ente de 80 K. Con respecto al reconocimi ento de e1 
suero inmune en el extracte solubil izadc con deox icolatc ' se logró 
obtener una banda ~uy tenue que nigra aproxinad~ente a 105 K. 
As i11 i sr10 los re su Ita dos obten idos cuando se prec ipito' el an t (geno 
e ~ ause ncia de solub il izadores fueron muy s i~il ares a los 
prec ipi tados en el extracto obten ido con DOC. 
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Er: estt ensa)·c los resul tados 'd€ prec1p itac iÓ.'l 
obtenidos usando ant icuerpos monoclona les no fueron lo 
S<!-fi ciente!'Fler:te claros, por le cua l no fu€' po~ i ble anal izarlos 
adec u adarr· ~ nt e. 
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30 
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FlG UR.4 2. Antli ~ i s el ectrofo: ( t i cc de l ed r act~ de trofozofto~. de 
G. l arr:bl i a obteni do por son i cac i Órl y so l ubi1izaci6r: con 
tr:i~oc . La tin~ i tT: de las fracc i one~ obten idas se 
11 evo' a cato con an l de Coor.,ass i e . 

. . 
. ' 
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Fl2J~A "3. An:1 is is Electrofor:t ico de los d i fere n te~ extractos 
so lub les de trofozoftos de G. larnbl ia extra idos en - ---diferentes co~ d i ciones. a> extracto obte ni do con tri ton 
X1GO G.S'I. c) antfgeno so lubil izado con deoxicolato de 

· sc ~ i o al Z( e ) ant~geno obten ido en ausencia de 

detergentes; en condiciones reductoras, b) igual a a)¡ 
el igual a c> y f) igual a el pero s in age~tes 
reductores. 

.. -" 

'\ 
.\_ 
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F~GüRA. 4. A t: ~c r·r ad i ogr af1a de l ana'l is is e l ectrc•fo~[t i cc- ciE l o~ 
compone ntes proteicos de G. 1ambi ia sucept ibles al 
rr a~ca j e ca ~ 'zs r. Usands ero;- age ntes so lub il izantes: 
a) tri ton X100 O.OS'!.; bl deox icc lato de sod io 21; y e) 
e~ ausencia de detergentes. R significa er con dici ones 
reductor as y NR en condic ione s no reductoras. La 
rad iact ivi dad usada po" carr il fu{ de 200,00 cprn . 

... ... •\ . 

l_ ... •• 

.. 

.\ 
.1 . 
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TABL~ 3. OBTENCmi DE ~'TICUERPOS MJ-IOCUJ-~LES CG',!RA Giard ia 
1 a111b1 i a. 

Ratones BALB/ c inmu­
nizados 4 veces con 

I SG0,000 trcfozo1tos 
de 6. 1arrib1 i a a in-­
terva 1 os d_e _ l semana 

i: DE HISRIDQS 

21.5 

l. DE HJBR!DOS POSlTiVOS 
POR ELlSA 

28.0 

OotenciÓn de anticuerpos rnono:lonales contra L_ lar:i bl ia. Células 
de bazo de rat6n obtenidas después de in~un i zar a los an imales 

: 1 , 

con trofozoitos de e:, lall!b1 ia fuerof' fusionadas con ce lulas de 
~--- , 

mielooa X63.Ag8.653. La produce ion de anticuerpos monoclonales 
fue' dete~rt i nada por el ensayo de ELISA. 

El porcentaje de hfbridos se obtuvo' dividien,do el n:ruro de pozos 
con creci~iento celular (62 ) entre el nU11erc total de pozos 
con que se in icio el experimento (288l X !OC • 

• El porcentaje de hibr-idos positivos por ELI~ se obtuvo por- la 
division de pozos con crec iBiento celular y que mostraron ~ayer 
rea:t ividad en el énsayo de EUSA (18) entre ei fota 1 de pozos 
utilizados <62) X lGO. 
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TAB l..tl 4. CLCr'i.; : J ~I DE HlBRIDOS PRO DUCTORES DE A:\!l CUERPCS A'íT! -l._ 
1~b 1 ia. 

' ~ r 6.5 e n l~' ov 

1F9 2. 0 1. 0 
iFí O 6.5 6.S 

. ~ ,... ' ('I 
~ ! :;: l L1 16.6 10.4 
t 

2.A~ 6.5 2.0 
2C6 2.0 2. 0 
2[J7 2.G 2. ü 
2G3 25.0 O.ú 
"t:' ,,_.., 6.S 'e; Oow 

3F! 1 ló.6 10 .4 

La c 1 onac i Ón de h Íbr idos productores de ant i cuerpos mono e 1or: a1 es 
se 1l e1;0' a cabo por diluc iÓ.n 1 irt itan.te. El porcenta je dE clonas 
de 1_os miS111os, se calculó¡ dividiendo el número total de clonas 
obte ni das ent re el tota l dE pozos usados X 100. La pcs it iui da d dE 
estas clonas se determ ino' divid iendo el núruro de clonas 
pos it iuas entre el tota l dE claras obteni das X l GG . 

. \ 
'-

1 \, 
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TABLA S. CA.RA~TERJSTJCAS DE CLCN~S PRODUCTORAS DE A'HlCUERPOS 
f'![}';OCL~~ ES C!J','TRA G. la!T!bl ia. 

!SOTIPO DE lg ELISA FLUORES~ENCI A 

iF10D8 lgG2b 2; .¡ 

2D7D 10 1981 .¡ + 
3F4C5 lgG2a .¡ .¡ 

3:::-1163 lg62b 2; + 

Los sobrenadantes de las clonas selecc ionadas fue ron anal izados 
en cuanto a su isot ipo por ensayos de EL!SA e111pleando ant icuerpos 
rnonoespecff icos en contra de las diferentes inrnunoglobul inas de 
ratón. Los valores reportados para el ensayo de ELISA fueron 
determ inados por cruces (t ) de acuerdo a la intensidad de la 
reacción obtenida en este ensayo, La react ividad de los 
anticuerpos ~onoc l onales en ensayos de in~unofluorescencia 

in directl se reportaron con cruces cuando resulta~on pos itivos. 
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TAB:..A 6. PlJRff ICACJ[)~ DE A'fTICUERPOS N(tlOCL~LES A PARilR DE 
L!QU!DO ASCITICO. 

1F10D8 
2D7C10 
3F4CS 
3::1163 

VOUJiEh' TOTAL DE 
LIQUI DO ASCITICO 

3 11!1 
9 rn 1 
9 rn 1 
6 11! 1 

CCNCENTR4C! !JI DE PRGTEI~ 
POR ~1 DE ASCITIS 

1.026 rng 
2.814 rng 
2.074 rtg 
2.544 rng 

C{lula~ de las cuatro clonas seleccionadas fuerbn inoc ul adas en 
ratones BALB/ c. El lí"quido ascrt ico obtenido de estos se 
prec ipitécsando s~lfato de a11onio-, 

La concen trae i tin de prote (na por 11 i1i1 i tro se obtu ... ó" rea 1 izando 
la división de la cantidad total de protdna al fina l de la 
precipitac ión entr-e el total de mililitros de ascrtis 
precipita dos. 

.\ 
\ 

1 \, 
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a 

b 

e .. 

F IG J~P 5. Pctro~~s de react ivi dad obteni dos en ensayes. de 
ioounof l uorescencia indi recta con trofozoítos vivos de 
~ larlbl ia incubados con di1erentes ant icuerpos 
Boncc l onales al IF1008: b) 2D701G¡ ~ ) 3F4CS; dl 3F11E3 
y el suero inreune de rató'.~. Las muestras fueron 
observadas en un Bicroscopio de fluorescencia. X400. 

'\ . 
. , ,. .\ 

:. ..... 
¡· 1 .• . ' 
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FIGURA 6. Reactividad dE sueros inm unes ant i-3. l a~~l ¡, por la 
t{cr.ica de inrP.unoelectrotransferen;¡a, ~ape l de 
nitrocelulose tefii do con tinta ind ia despues de la 
transferenc ia electrofnrética de protefnas; b) suero 
imune . de ratón dilució'.~ 1:100¡ e) suero inrncne de 
conejo dilucidñ 1:250 . 

. i 
.\ ·i. ··· . ' 

.. 
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FIG UP.A 7. Autorrad !cgrafía de la inrnuno~recip i taciÓr: de anti'genos 
de G. 1ar?Jb 1 i a marcados con 'z* l, usando suero i nrnu ne de 
ccn-;Jo.Ela"n2!i sis de prec ipitados se real izo' po~ 
EGPA-DSS. a-e ) compone ntes so lubiliz ados con DOC 21. y 
precip itados con a) suero nor~al de conejo¡ b-d) suero 
inrn~n e de conejo 214 y 6 ul respectiva~ente; e ) 
extracto reducido. Los s igui entes pa neles (f- jl son los 
patrones obt en idos con el antíge no so lubil izado con 
tritón XlOO y los cuaies fue ron precip it ados con f) 
suero de cone jo ; g- i) 2,4 y 6 ul de suero in~une de 
conejo¡ j) extracto en cond iciones reductoras . 

. . 
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D!SCUS!a-;, 

Desde los inicios de este s1010 se ha inter.tado 
rm tener trofozcítos de 6. lart ~1 ia en cu l tivo in vitre ( 6 ) . Este 
organ ismo se logrócu l t iv; en forrta monoxénic;por pr ireera vez 
en 1960. Estos cul t ivos se estab lec ieron a pa~t i r de aislados 
obteni dos de l hCW11 bre (6ól. Poster ior11ente se han lo g~ad o 

desarro l lar cu l t ivos axénicos (33-37), los cua les han ser-v ide 
para ll evar a cabo estud ios acerca de este parás ito, el cua l se 
puede obtener· l ibre de co r: tarninant es . . En e1 prese nte trabajo s~ 

llevo' a cabo el mantenim iento de trofozoftos de .h larnbl ia de la 
cepa Po~tl a nd-1 usando el med io de cultivo TYl-S-33 inicialrunte 
descr ito por Diarnond (67) y 11od ificado por Ke ister :(37). Los 
cult ivos de ..h lai?.b l ia cori st it1: ;;eron un naterial i

1

dÓ.11e o para 
ll evar a cabo ia caracter izac ión de antfgeros de este parásito . 

El a isl am iento y la caracte ri zac ión de antíge nos 
re levantes de organ ismos parásitos ha s ido de gran importanc ia en 
el cartp o de la pa ~ asito l ogía el Ínica. El contar cor, antígenos 
pu ros de estos orga niStr.os ha perm it ido l levar a cabo estudios 
acerca de 1a bio1 cg (a de los parás itos , asf ceno ei papel que 
jueguen estos componentes en ia relac ión hu{sped-paras ito. 

Con la f ina l idad de caracte ri zar ant ige ni cal'!!e nh los 
ccnponentes prote icos de. ~ larnbl ia se sigu ieron tres estrategias 
Por un ladc se proced ió a la obtenc ión de extractos solubles del 
parás ito mp 1eandc para el lo detergentes ceno · agentes 
solubi l izantes. Ot ra forma de aborda~ este estud io fue mediante 
el enplec de técn icas de radiooarcaje de superf icie con 12s·1 y 
f in alBente se prepararon a n t i cue r po~ ~a n oci on a ! es en cont ra de 
antfgenos de ! para'sito. 
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El uso de detergentes en la obtenciC:n de a r. t~genos 
so lub les ha s ido bien documentado <68,69), La ut ilidad que tienen 
estos coopuestos es ci isoiver les coo.~lejos 1 ipc~rc téic os 
pr inc ip al11ent e1 1ograr:do con esto solub il izar cooponentes de las 
me~b~ a n. as de organis~os que pueden se r caracte r izacios por 
anái is is electrofor:ticos. La solub ii izaciÓn de estos puede 
variar dependiendo del detergente que se emplee. En el prEse nte 
trabajo al utiiizar dos agentes so iubii izantes en ia extr acción 
de ard~ger.os de~ la"'t1ia! se obsHvaro r: di-Trrencias er: cuanto a 
la cantidad de· protefna total obtenida. En el case de tr i ton X10~ 
se obtu~ i eron 3-~ ílQ de proterna por ni, mientras que cuando se 
uso DG: el rendimiento fue menor, aproximada11ente 2,5..:3 mg de 
protEÍna por .. 1111. Estos res u1 tados se obtu~·ieror. er varios 

' t • ' +·· "'· ' , d • exper1men os, en 1os cua 1es se u, 11 izo e1 m1srec numero e celu1as 
sc lubil izadas con l o~ deterg~ntes rae nci onados. 

Ei an{i is is e1ectrofodtico entre extractos antig{n i co~. 
df-rAostró Qu~ · la so lubil izac iÓr: de proteínas dt..L., Larr! b~ i¿ se 
efectua de ' fllanera sim il ar en reiaciÓn al nÚ:'llero de ei 1as, per o 
ex isten d i ~erencias en cuanto a i2 intensidad de tinciÓ.~ co~ el 
colorante azul de Coornassie. Así, cuando se empleó tri ton X10u se 
observaron S bandas que ni9ran entre 69 y 75 K y otra alrededor 
de 56 K, las cuales parecen estar en nayor proporciÓ.~ en estos 
extractos que en los so lubil izados con DOC. Estos resultados 
sugieren que los detergen tes emp 1 ea dos parecen actuar de maner·a 

, di-f erente en solub il izar cmoone nt es de E. laret: ia. 
. --, 

E~ genera l el patron de bandas obse•uad0 con :es oos 
deterce~te~ usados se caracter izo' por presH1tar s irni lar n6rJ.erc de 
bandas C48 en total). Los pesos mo l ec~ l ares e~t·e los que 
queda~on emprend idos estos cmponer1tes fu{ de 16 e g? K. En ~~ 
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estud io llevado a cabo por &! ith y col. (30 ) 1 se caracterizaron 
laE proteín,as de Giar dia de diferentes localizaciones geog ~ áf i cas 
En los anal iS-is eiectroforlt icos real izados por estos autor es se 
usaren extractos de trofozoftos de la cepa P-1 obtenidos por 
ciclos de co r. geiaciÓn-descongelaciÓn, encor:tr andose 26 
cooipe r. entes entre 12 y 140 K. En otros estud ios rea l i zad o ~ por 
Moore y· co l . <70 ) , se anal izaron por EGPA-DSS extractos sM ic ados 
de trofo:oítos de E. lall'bi ia de la mi~a cepa y ei n~!lero de 
protefna~ obse rvadas en es te ~ n { i is is fue de 20. Las diferencias 
entre los resultados presentados en este es t~d i o y los obten idos 
po• estos actores pueden deberse a la Banera de obtene r los 
extractos de trofozoftos. El mayor número de bandas obten idos er. 
este traba.ie sugiere que la util iz ac io'r, de l l'llÉtodo de so:,i cac iór: 
conju~ta..'T!~nte con un -deterge nt e (en este case tri ton XlOQ) 
l ' i L" ' " - ' +' 1 'd l .avo• ece 1a s c : Go.1 " 1 zac 1 0 ~ ée an, 1genes, e na ¡ a ugar a una 
me jor reso lución de estos ccrnponentes cuando sor ana! izados por 
EGPA-DSS . 

Por otro lado la extrema ser.s ibi1 idad de ;los rnétc;dos de 
' t - 1 ' ' t - ' _, rcd 1w-i!r·ca je e~- g~n.Hc1n:e n e escenc !a H: 'ª oE HC10f: ue 

oequef:as ca~t i dades de a~t i genos presertes e~ COO-? ie.i os 
biclÓg icos. En este aspecto e1 nétodo de 1 a ct ope ~ cxidcsa uscDdo 
125 1 es uno de les métooos más CD!'!unes para e! r.arca je de 
prot efnas de superr iciE. Con el fin de caracterizar antfgenos 
presentes en la superfic ie de ios trofozcítos de 6. lan;ol ia se 
llevo' a cabe la radioiodaciÓn de estos coopone ntes. El 
carac ter izar es tos antfgencs resulta de gran i ~portancia, deb ido ' 
a ~ue son estos !es que primera~ente se exponen al sistema in~une 

de i huésped. En este sent ido es pos ib1e ~ce G. 1~ contenga 
en la superf icie ccnpcnedes que le pernite r. reconocer Y 

adher irse a las cllu las del ep itelio inte~tinal • 

. i 
\ 
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Al ser ana l izados . po"' E6PA-DSS, se obse r ~o' que so lo un 
n6rnero reduc ido de CO!!:ponentes de~ la~bl ia fue suceptibles al 
r:a"'ca je con 125 ¡ tr c:cnparación con los extrados totales. La 
difere ncia del uso de detergentes en la extracc ión de antígeno 
so luble ~arcade para su análisis er. E6PA~DSS fué notab le al 
al obse rv ar la autorradicgraf~a de estos ccnponentes. De esta 
ma neri, se de~ost r ; que ta nto las bandas de al to pese 11o l ec~ l a r 
ccxnc las de ba jo pese molecu iar mostraron r? ayo;· r esc 1 uc i Ó.~ cuandc 
se uso' para su extracc i Ó.~ tr i ton Xlü O emparadas ccr: aque ll as 
ext raidas cor: DOC o s in usa r detergentes. As irr: isrtc se prese ntar·or: 
patrones difere ntes en cuar:to a 12 rT> i ~"'ac i Ón de l e~ diferentf's 
extractos. La var iación rds notable fue observada en el 
rn1poner. te r1ayom.e nte 11arcado ya cue se encontró en ur: peso 
ITc lecu lar r?as al to en el extracto solub ilizado ccn DOC. De igual 
rr:ane ra los extractos ar:a l izados en cond iciones no reductoras 
fue ren diferentes a les efectuados en condiciones · reductoras. 
Esto sugiere que el 2""111ercaptoetancl al rcnper los enl aces 
disuHurc altera la estructura espac ial ce las proteínas oe G. 
1 a~b1 ia y por le tanto su cmpor·tilf! ientc electroforético es 
difere nte. 

Al comparar los resu l tados de este anál isis 
e1edrofor{tico de los coo1porientes rad imarcadcs de .h_ la'lb l ia 
con los obtenidos por otros autores se observaron algunas 
dife rencias. En fst~d i os reportados por Nash y co l . (42 >, 
emp ierdo ~arcaj e con 125! de trofozof tcs de la cepa P-1 de ~ 
la"!b l ia, se encor:t rÓ en el anf1 is is e1ectrcfcr{t ico la presencia 
de un nate r: a1 pol i d i s~erso de a1tc pese ~c l ecular, el cual no 
fue' detectaoo en este estudie de antígenos. La ausenc ia óe este 
mater ial se pod~fa deber-<1 la rnanera de extracc 1Ó.ri de antígenos 
de trofozoftos, ya que estos autores ut il izan cic!os de 

1 
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conge lac ión-descongelac ión. Por otrc lado Einfe ld y Stibbs <44 )1 

reportan la presenc ia de 8 cOR:ponentPs Pn un anál isis 
electroforltico de extractos narcado~ de tro1 oz o ~tos de . la nisrna 
ce pa fragl\e ntadcs por soni cacitn y solub i1 izaciÓn con tri ton 
X100. Entre ellos uno ma yo"itar io de 80 K apro xi nada~e n te. Estos 
resultados son sim ilares a los o~ t en i dos en el análi s is 
eiect roforÉt ico de antígenos rea l izado en este trabajo, ya Qüt a1 
igual que estos autores se observó un cooponente mayoritari o de 
aproxirr;ada'Tier te BG K dE pese l'f.o 1ec u1 a", as í corno una ser ie dt 
bandas de pesos mo lecu lares s imilares a las observada• en su 
es t ~ c i o . Es tas s in ' l itudes pcd" Ía r. deberse a que las condi ciones 
para ia obtenciÓ.ri de antfge nos fue semejante al usar sonicac ión 
para la frag'!le ntac iér de c{;t!; ~ s . y tr itcn X100 par-a la 

1 · 1 . . ' .. t ~ so ub i 1zac 1or. o.;e an 1ge nos. 

Los desc u br i ~ i e n tos d~ KEhl er y Mil ste ír. ace rca de 
la obt e n c i ~r de hfbri dos que s intet izar anticuerpos hoooge nec1s y 
es.p ecf~ i c o s (45 ) 1 ha constitu ido una de las más va li osas . 1 

he rra.'l:i entas usadas en S ioio ~fa y MedicÍna. Ned iante el uso de 
estos ant icuerpos monoclonales se han logrado aislar y 

caracter izar antígenos re levantes de or ga ni ~~os pa~ ls i t0s 
impor tantes en Salud PÚbl ica. Estos ant ígenos purificados pueden 
ser a!!:p li a~e r. te usados en pruebas d~ diagnóst ico y de protecc ioñ 
contra las enfermedades ocasionadas por parásitos (71). 

Ned iante la fusión celular entre cllulas de nielcna y 
cé lulas li nfo ides proven ientes de ratones i1111unizados con~ 
~' en estf estudie se obtuvieron vari as c1onas 1 de las 
cuales se aislaron 4 de ellas que prc~u cran a ~ti c u e rpos de la 
clase Ig!: contra .L. l~b l ia. Cuando se caracterizaron estos 
a n t i c~er p os nor. oc l c ~ a l es se encentró' que· reacc ionaban con 
antfge nos sol ubles y de supe rf icie e~~l Ean do las tlc ni cas de 

.i 
.\. 

l.' 
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EISA e inmun ofluorescencia indirecta respHtivarriente. El hecho 
de que estas clonas produj eran ant icuerpos de la clase !gG 
rev iste cierta inporta~c i a, ya que e ~ pacientes que prese nt ar. la 
e nf er~edad en un estado cróni co este t ipo de inrn un og lobulina se 
e ~ cue n tra CO~ f'l!aS frecue ncia, asr corno en conce ntrac iN•es 
elevadas <30). De esta manera el empleo de ant icuerpos 
monoclonales perm itirá aislar los cinpone ntes reconoc idos por 
estos y estud iar su papel en la infecciÓ.~. 

Co r, 1 e f ! na 1 i dad de conocer la 1oca1 i zac i ór, dé 
ant Ígenos de 1 os trofozof tos de .§.:. 1 a.rnbl i a que eran re conoc idos 
po: los ant icuerpos monoclonales producidos en este trabajo se 
11 evo' a cabo la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Los 
resultados de este ensayo demostraron que existe un 
reconocimiento de ero.ponentes de superf icie en trcfozcftos vivos 
dt i:. 1allb1 ia. La reactividad con algunos ant icuerpos 
monoclona les se observcf' en estructuras local izadas en la par te 
ventra l de l trofozcfto, La i~portancia de estos observac iones 
reside en el hecho de que esta porc1~n de 6iarc ia es !a que t iene 
un2 re l ac ión m ~s intima con las cliulas oe¡;¡;Tt;i io intest in a! . 
Asim iSllo les diferentes patrones obten idos sug ieren que la 
sup erficie de tro1czoítos presenta heterog~ne i dad antig{nica. As i 
que 2 ar.ticuerpos 11onocionaies reconocer: el cuerpo med io pero 
ur: o ade!l!ás t ille una estr ~ ctura difere nte al otro. Una 11!s de las 
clonas reconoce el disco adherente el cual, ha sido involucrado 
en la adhesiJn a cfiulas del e~ i telio intestina l <15 ) . Por Últin!o 

. , 
una clona reconoce lo que podr1a ser- .el reborde latHa1 del 
trcfozo~to as i ccn~ los f iagE los y cuerpo ned iano de l n i ~~o. 
En este contexto la purificación de antfgenos de superf icie 
reconcc idos por· los anticuerpos rtcnc: lona1es per-P. it ira' ll evar a 
a cabo estud ios scb•·e e1 pape l de estos antfgenos en la adhes i t.~ 
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' ' ' de trofozo 1tos a ce lul as blanco. En este aspecto en el 
laborator io de la Dra. Ortega se ha logrado ais lar mediante el 
use de crcnatcg"af(a de af in idad usandc un anticue rpo rtonoc1 ona1 
de la mis1u 1 Ínea que 1F10D8 (iF1GCiC) 1 un croponente de 
aproxirtada'llente 67 K e1 cual se ha usado en ensayos de adhe siÓ:i 
de trofozoftos de G . l a~bi ia a célu las MDCK . Los res~ l tados de 
estos est ud ios sugie"err que este a n~ Íge~c inhi be pe"rna n e n te~erte 
la ad~ es iÓr. de trc•fozoítos a célu1as MDCK . 

Fa r otro lado era de , . ' de l paras 1to reconocidos por 
ta ! erecto se 11 e ~ó 

in ter-{s ca~a(ter- i za~ ~ e~ p~oterr~ 2s 
los ant icuerpos ~oroclo~a l es. Para 

a cabe el ensaye de 
in!'!'unoelectrotransfererc ia in directa usand:: pr:!!:era.r"e ~ te s,u ercs 
i nn~nes de rato'rr y de conejo . Los resul tados de est~s rnosfraror: 
qüe un gra~ ~Úi! ~ ~c de c0'!1~c r. e n tes so r. recen oc i des por los s ~ er c s 
usados. Este sug iere que las prctE fn¡s parece r no · pE"dE~ sus 
prop iedades in~unogén i cas despds de l fra ta!!'i entc e l ec tro"or·~tico 
La reac t iuidad de los anti cue rpos no noclonales se intert6 
observar emp leando el miS!llo proced im iento, s in eriba rgo, 'ios 
res ~lt ad o s obteni dos no fueron conc luyentes. La poca cla- iciad e~ 

la t inci6n ce bandas en el papel de nitrocelulosa observada con 
a ~ t i cuerpos rn~ ~ o: 1 ona i es podrfa deberse al ~so de ager.tes 
desnaturali zar.tes como el DSS, lo cua l podr(a car?b iarla 
conf ormación nativa de les CO!!!ponentes de .lL_. lai?b1 ia. De esta 
rianera no habrfa un reconocimiento de estos por los anticue rpos 

• 1 1 e! . . . ' 1 rnonoc!ona .es, ya que e ~ e. proceso e 1n~un1 zac !Dn se ernp.ea ron · 
trofozdtos canp letos. La ausenc ia de reactiv idad de ·los 
ant icue rpos rionoclonal es con protefnas transfer idas a f iltros de 
nit~oc e lul osa ha s ido repcrtada por otros autores <59). En el 
caso óe los a~ ti cu! "pos ~0 1 i c 1 c~c 1 es la oesnat ur·a1 izac ió'n de 
algunos cmponent es par ece no int erfer ir con su r~act i vidad. Esto 

1 
; 
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puede ser deb ido a a sus caracterfsticas de pal iclonal idad. 
Asil"!imo se ha reportado <éO) que estos sor. capaces de reconocer 
proteínas aun en estadc desnatural izante. 

Otro de los ensayos real izados en este trabajo para 
anali zar la reactividad dE · ant icuerpos tanto l!or.oc lonales corno 
policlonales fu( la técnica de ca-precipitación de ·antíoencs de 
L. larn~· ! ia narcados con125¡. Cuando se enip learon sueros d; cone jo 
inmun izado con trofozoÍtos de i.. lar?bi ia, los resultados 
rnostra~on basica.reente la precipitación de dos cooponer.tes de alto 
peso molecular en les diferentes extractes i:t i 1 izados, 
deflcstrando la in11ur.ogen icidad de los coo~on enetes. De igual 
manera el misrrn ensayo S! llevo' a cabo con los anticuerpos 
monoclonales obtenidos en ~~te estud io. Sin e~ba r go, d~do que e! 
fondo encontrado en los controles fue muy alto por io que resu i t~ 
ditÍc i1 el ter!er datos concluyentes al respecto. 

Tcnando en cuenta los resultados obten idos en este 
trat .io , es irnpo!"ta r. te :enfatizar que el contar con cu l tivos 
ax{n ic os de trofozoftos de b. 1ar!·b1 ia pem it iÓ ll evar a ca bo una 
caracter ización de ccnponentes de este padsito. Los datos 
resültantes en este trabajo, siguiendo las difjrentes estrateg ias 
planteadas, p!'oveen informac iÓn releva r: tt: para 1 leva:- a cabo 
estudios posteriores en cuanto al aislam iento y pur i ficació.~ de 
antígenos de G. lamb1 ii. Una vez obtenidos estos, puede n ser 
empleados par,a estudiar su papel en la re lación hursped-para':ito. 
Asi11 ismo estas investigaciones ofrecen pe!'spectivas para e1 uso 
de ant(genos ais lados en pruebas de inmunod iagnóst ico y en 
ensayos de protecc iÓ.'l eJUpleando en este Úl timo case modelos 
experi~entales para giardias is . 
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CO'CLUSHJIES. 

1. Se logré el creci~ i ento de trofozof tos de G. ian:b l ia nediant e 
c~ l tivos adni cos usando el rted io TYi-f-33~e n tCici c coil 
iO'.I. de sue•o de tHr:rra y bi l ;s bovino coo1c· un constituyente 
iniportante. 

,, El a~: ; is is elec tr ofor ltico de ext ract os sc lu t les de E. 
la'Tibl ia mestró un tota l dt 48 pro tffnas con pesos rnclm:la;;; 
entre 16 y 147 K. 

3. Los antfgenc•s de superfi;c ie de G. ·ia1T1o i 1a accesibles al 
•?C: ' -rtarcaje co .~·"'l sor, pocos y su rr1o1li 1 idad en EGPA-DSS fue 

dif erente depend iendo de las cond iciones usadas para su 
· ' e 1. tr ~:c 1 o n 

4. Se obtuv ieron anticuerpos monoclonales especfficos contra 
t ' ' n' · " ' bl · . an 1 gen os sc11 Uv : es oe ..!:.:-1~ 

5. Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta usando cuatro 
anticuerpos rnonocl onaies oernostraron que estos estan dir igidos 
contra la superfic ie de trofozoftos viables. 

'\ 
.\ 
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A"lEXO 1. REACTIVOS Y EQUJPO. 

REACTJVOS. 

BAKER. 
ácido acético, ácido cftr ico, bicarbonato de sod io, carbonato de 
sod io, cloruro de sod io, cloruro de potasio, dextrosa, g1 icerol, 
fosfato de potasio dibásico, fosfato de potasio ~on obás i co, 
fosfato de sodio, me tano1 , sulf ato de a11 on io. 

BBL. 
Extracto de levadu ra, tripticasa. 

BIG-LABS . 
. s~ero de te rn era. 

B!O-F.AD. 
ac ril arnida, bis-acr ilarn ida, , duodec il sulhto de sodio, TEMED. 

CAPPEL. 
conjugados: 
cor. Jugado-suero de cabra anti-lg de ratÓn-proxidasa, suero de 
cabra anti-lgG1 de ratón, suero de cabra anti-lgG2a de ratón, 
suero de cabra anti-lg62b de ratón, suero de tabra anti-lg63 de 
ratón, suero de cabra anti-l!fl de ratón. 

SI!Wl. 
áüdo L-ascÓrbico, albúm ina sérica bovina, bil is bovina, citrato 
férr i c:o de a11on i o, 4-c 1 oro-1-naftol, ge 1 at Ína, g li e Ína, 
lactoperox idasa, O-fenilendian1Ína, persulfato de a11onio 1 pironína 
Y, tris-base, hm n 20, ami nopterína , t i11ic!Ína, hipoxantína 

i 
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fungizona. 

K:!TERIAL Y EQUIPO. 

PREPARACICfi DE 1WTIGENDS SOLUBLES. 
centrffuga refrigerada BECl<lit'i~ TJ-6, sonicador HSE, hereocitÓrnetro 
~ERietti O?TlCAL, centrffoga EPPENDORF reod. 5414, tub:is FALCO\ de 
SO rnl, tubos EPPEt-/DORF de 1.S ml. 

~RCAJE DE SUPERFICIE. 
tubos PYREX de 12 x 100, centrffuga refrigerada TJ-6, centrífu ga 
el Ínica IEC, contador de erriisiones. gama PAC KARr BELL , so r: icador 
HSE, centrffuga EPPENDORF 11od. 5414, tubos de pol iestirenc 
crista l 12 x 100. 

~~LISIS ELECTROFORETICD. 
fuente de poder ISCO mcd. N-493, cáÍ!ara de electrofor{sis BRL 
V-161, agitador giratori o Nill BRLN5'i.' ICK , platfna rnet{l ica pa ra 
barra 111agnética CO~HNG, tubos EPPENOORF 1.51111. 

OBTENCI !Ji DE {t,"T I CUERPOS HONOCUlit!LES. 
tubos FALC!J~ de 50 y 15 ~ 1 , cen tr ífuga cl ínica IEC, Cil!pana de 
flujo laminar VECO, incubadora con C01 , húriedad y te11peratura 
regulada FO~ SCIENTIFIC, placas de 11icrotitulacióh {QSTAR, 
pipetas serolÓgicas de 1,S y 10 111 , botellas para cultivo de 
células COSTAR, propipeta PIPET AIO, 11 icroscopio 2EISS, viales 
para criocultivo NltiC, nicropipetas GILS~, congelador de -70'C. 
REVCO, contenedor de nitrógeno líquido. 

ENSAYO DE ELISA. 
11 icropipetas GILS!J~, placas de 11icroELISA DYNC!TECH, estufa con 

\ 
1 
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te~peratura regulada PRESJCJ(lj, retrigerador AMERlCAN. 

H-NIJ•OFLUGRESCE.NCJA ~ 
t 'oo- de 1 e rnl EPP::-.'DílR" centr'1f \(,. BE"•"'A" 'T• ~ ,. : rron ;pet· IJ ~ ,.; º'"",, .. U~d ~ . ·.:~1 1v - r..i, 1¡;! ... , ,.,. \~ 

GILSG'\, rticrcscÓpio Ó~tico OLYMPUS, rn icrcscÓpio de fluorescencia 
ZE!SS, portaobjetos, cubreobjetos de !B x 18, barn1z transparente 

!t-r~l!i OEL ECTP. GTRA'.:SPEPENCJA. 

cániar·a de electrofodsis BRL, fuente de poder ISCO, rnicro~i~eta 
G! LSG'\, t~:os eppenda~ 1, platina ce~ ter1peratura CO~Wi6, 

ag i tado~ laterai BELLCO GLASS, c!mara de transferenc ia B!O-RA[\, 
fuer.te de poder B!O-RA[I mod. 2.5/ 250, tubos de 16 x 150 con tapón 
de rose a PYREX, 

tubos de poi iest ireno cristai 12 X 100, contador ga111rna PACKARC1 

E.!.., cer.trf.fug2 E?P8'~:1 GRF mod. 5414, cámara de ele:trofore's is 
BE, fu ~e.te de pod~r ISCG, rn icropipeta S!LSGN. 

1 
1 
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A"iEXO 2: PREPAR.ACI~ DE NEDIOS Y 501..UCIO'iES. 

CULTIVO l{)'.8-IJCO DE TROFOZO!TüS. 
Preparac iÓ:: de : 1Hé io i Yi -S-33 
b i 1 is bov in a •.. , ..•.•...•••••• 
extracto de le v ad~" ~· . •...••... 
tripticasa .•.....•............. 
de xtrosa ........•....•......... 
clorure de sod io •.••••.••..•••• 
L-c is te Í na .... ,, .............. . 
ác ido L-ascÓrb ic c. ...... . ..... . 
citrato fÚrice: de arr:co r1i o .... .. 
fosfato de potasio dibás i c(C .. .. 
fos1atc dE pohs io rfüiobásico .. 

rnoo: f ica d:: 
o.os g 
l.(i g 
"" g ,!, \] 

:.e ; 
0.2 g 
C.2 g 
O. G 1 g 
0. 022 g 
O.G6 g 
o.~1 g 

71 

p o~ Keiste r (1964 ) . 

SE 11evo' a 80 ll!i. de agua, se ajustó el pH. e~tre é.8-é.9 y se 
f : 1 tro' a tra vés d~ ur1c dE ~n a ll!er?brana mi 11 ipore de O .22ur. . Al 
fina l se reconst 1tu y{ con io ~ 1 g u i e nt e: 
suero d€ ternera ..............• lú m] 

. . , ' pen 'e 1 1 1 na .... ,,, ......... , ... . 
E 

. . I 

:.tr·eptoo '. c1na ......•..... : ···· 
25,0GG U/ ! 

0.025 g 

H-l'.l!ilZA Cim [1E i::t';J MALES. 
amortiguador fosfato salino (AC:S ) 
cloruro de sodio •.•••..•..••••• 
cloruro de p c ti~ i o ............ . 
fosfato de sod io d i bá~ ice ••••.• 
fosfato de potas io . .••••••.•••. 

pH 7 .2. 
8. 0 
0.2 
2.89 
G.2 

g 
g 
g (dodecahidratado) 

º 
aicrar a lD GG rn : de agua bideH i lada d~s~· Js df aju star e; ~H • 

Pa ra p r· epa r- 2~ 1a so l uc i 6r: cor: AC¡: e Ali:, s~ ll!EZc lÓ ei 



antroeno d1suf l to e~ AFS con un 
ernul~ionÓ vigoroza.~ente. 

Oil'TE!;~¡u~ DE R"m GtNDS SG~UBLES. 
tris 10 rrl1 pH 6.13 conten iendo inhibidores de proteasas. 

, .. 
. t 

Los inhibidores se prepa~aron por separado en so i L : i c ~ E~ 

concentradas cooo sigue: 
h-E~........................... 1 GG 111'·: en agua 
FF~S,,., ....................... 200 l'h'!, en i sc1propa.no i . 

125 
KC!RCAJE DE SUPERFICIE DE T?.D~OZOiTOS ccr; l. 
AFS 2X + O. l N de HCl <AFS concentrado 2 veces + 3 u 1 de HC ]) . 
AFS-Kl C.027 M CAFS + cristales de KJ hasta S.027 M ), 
AFS-t<I 0.001 H (AFS +cristales de KI hasta 0.001 M J. 
lactope roxidasa 1 ~g/~l (d i sueit~ en AFS l . 
peróx ido de hidr ógeno 0.03'.í. (disuelto en AFS> 

GEL ESPACIA DOR <30 ~ -1). 

acr i ia.rr;ida 3G;: ................. 10 m1 
bisacr·iiare ida z,:............... 4 !'-1 
tr is-base l H pH 8.6 ......... 11.25 ~1 

CSS 20;·: . ...... , , , . . . . . . . . . . . . . . O .15 re l 
agua............................ 4.4 ml 
TEKEl!.......................... · O .013 m1 
pers ~ 1f a to df a.rr:on i o 10'.,;....... G. 09 mi 

GEL Cet~CENTRADDR < 1 O 111 1 l . 
acriiar ida 30'.I.................. 1.7 rnl 
bisacr 1 lamida ZI....... ... .. .... G.7 111 1 
tris-base l M pH 6.6......... 1.25 ml 



DSS 201. .................... . ... G.O~ !!i1 
agua........................... 6.8 1111 

TEMED.......................... O .01 IT! l 
persulfato de areonio 10/. ........ · O.OS re 1 

SOLUC i Ct~ üE CORRi DA. 
t r· is-base r. 1 •• 1 1 ' •••••••••• 1' •• 

, . f g: 1c1 na .•••.................... 
3.G2 

!4.4í 
g 
g 

agua ........................... 800 n!i 
ajustar· pH..................... 6.3 
DSS 201......................... 5 nl 
afo·a ~· a ....................... 1000 111 

SOLUC!m PAl\A DISOLVER LA MUESTRA <2X). 
tr is-base...................... l.~12 ~ 

gli cerol ....................... 25 11l 
DSS . .•...•. . ••...•...• , . . . • . . . . 2. O g 
piron1na Y..................... 0.004 
a}usta r pH..................... 6.8 
agua cuanto baste para ......... 100 

SOLUCW'~ DE AZUL DE cocriASSlE 
netanol. t 1 ••• 1, •••••• ' '1' •••• 1. so:< 
ácido acético .................. 10/. 
AC . .. , ............... , . . . . . . . . . O. 1~~ 

SOLUCI (J!-.1 DE ALTO METANOL. 
rutanol............... ... .. .. .. 45.4!. 
leido acét ice.................. 7.5'.I. 

rtl 
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SDLUCicr; DE BAJO METANOL. 
reetano l ........................ 10/. 
leido acr'tico.................. ~~ 

Solución de salic il ato de sodio pH 6. 
ác ido salicilico .... ·........... 1 M 
hidróxido de sodio............. 1 H 

Se disolvieron Juntos en agua. No se aforó hasta 
ajustar el pH a 6.0. 

CULTIVO DE CELULAS DE HIEL(l"~. 
Preparac i Ón de 1 ned i o RPHJ-1640 i nccnp 1 e to. 

E1 co;:tenido de un sobre de nedio Ríl'll-1640 se disolvié 
s i ; ~i endo las instrucciones del pro~eedor. Se ajusto'. el pH a 7.2 
~· se afore~ a 1000 111 de agua. Finalnente se filtró a través de 
u~a rne~brana rnil l ipore de 0.22urn. 

Para la preparaciJn del nedio ccnpleto se ad icionaron 
a cada 100 11> 1 df medio incompleto los siguientes cooponentes: 
suero feta l de bov ino.......... 10 nl 
L -g 1 u t al'T1 f na ••••...•. , ••••• , • • • . 2 raK 
penicilÍna ..................... 10,GOO U/J 

• . . , 1 es .. reptoo 1c 1na ..••• ,............ 11g 
f ungizona .•....•..•••..• ,...... 1 ug 

1 

OBTENCI (J-1 DE Hl BRIDCWIS NEO Jrffl'E FUSI (J-1 CELULAR. 
Preparación de-nedio de ~T. , , 

Cada 100 nl. de nedio RPNI-1640 ccnpleto conttn1a: 
h. t' 10 ·'5 ., 1pcxan 1na.. .• . . . • ... • . . . • . . . . . n 

. \ 
.\. 
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' ; lo-1 
aminopter1na .•.•.•.••...••.•••• 
ti11idÍna .•..•••...•...•.••...•• 10-s 
g1 icína ....................... 1 io-3 

M 
M 
H 
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El nedio de Hi se prepar6 de igual nanera que el ~T 
solo sin arn inopterfna. 
Preparac ión de la solución de cloruro de a11cn io. 
cloruro de amonio.............. 0.16 M 
tris-base................... . .. 0.17 N 

Se nezclaron 9 partEs de cloruro de illcn io con 1 par te 
de tr is-base. Se ajustó el pH a 7.2. 

' , 
Preparacion de PEG usado para la fusion: 
pol iet ilenglicol ............... 2.0 g 
ner io RP!'i l- inccnpletc.......... 2 n1 

Se autoclaveó a l20'C por 15 min y posteriornente se 
adicionaron 0.2 mi de IF.iSO. 

PUR!FICACIIJ'1 DE ~!CUERPOS A PARTIR DE Li Gü!DO ASC ITICO. 
solucidr1 sobresaturada de su lfato de monio pH 7.2. 

su lfato de amonio.............. 110.0 g 
ag~ a .. . ........................ 100 nl 

Con la finalidad de disolver e! sulfato de anonio se 
se calentó a 70'C. Después de lo cual la solución se dejo' reposar 
Al mnento de usó, la soluc LÓn saturada se agitó dejandola 
reposar por unos ninutos. El sobrenadante se separó y fué 
enpleado en la prec ipitació'n. 
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ENSAYO DE ELISA. 
Preparaci6n de la solución de bloqueo. 
AFS/ASB/T ...... AFS pH 7.2 conteniendo 0.51. de albÚm1na sérica 
de bovino y 0.51. de tween 20. 

Preparaci~n de la solución de lavados. 

AFS/T ......... AFS pH 7.2 conteniendo 0.51. de U.un 20. 

Preparaci6n de la solucio'n de , acoplareientc 
placas. A¡ortiguador de carbonatos pH 9,6. 
carbonato de sodio .. ;.......... 1.95 .'' g 
bicarbonato de sodio ........... '. 2.98 g 
aforar con agua •••••••••••••••. JOOO ni 

Solución de sustrato de 0-fenilendiamioa. 
a'c: idc cftri_co.................. 0.1 N 
fosfato de 1sodio dib{sico...... O.t i · M 

, 
de ant1geno a las 

Estas so 1 uc iones . se i prepararon por separado r 
posteriormente. se nezclaron 24.~ partes, de a'cido cftrico con 25.7 
partes dE fosfato. Finalnente :Se checd' el pH 5.0 r se diluyo" 
1:2 con agua bidest ilada. ! 

lt-1'\LNOELECTROT!WlSFERENCIA. 
Preparac i 6n de 1 amortiguador de ¡transferencia <IDO. 
tris-base ..... . •............... -~ 48 .44 g 

· g1 icfna .... .... , ............... i 230.72 g 
agua .......................... ~,ooo 111 

'\ 
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solucion lX 
anortiguador SX............... 500 111 
metanol....................... 800 nl 
agua ........................... 2,700 nl 

Preparación de sustrato. 
solucio".~ concentrada para revelar lis · tiras de nitrocelulosa 
previa11ente incubadas con anticuerpos. 

6X (4-cloro-1-naftol) •••.•••••• 

soluc:ion lX 
. AFS •••.••••• , ••• •••••.••.. •• • • • • 
soluci~n 6X .•.• •• , •• ,, ••. , ••.•• 
pedx ido de h idrÓgeno ......... 

0.003 g I nl en netanol 

30 nl 
6 nl 
0.012111 

CO-PRECIPITACI!l'l DE ~mGENOS ~RCADOS DE 6. lmbl ia. 
Soluc:io"n para disolver el antrgenc narcado. 

cloruro de sodio.............. 14 ~ 
anortiguador de fosfatos pH 7.0 10 nM 
rojo de feno1........ ... .. .. .. 10 n!VL , 
gelatina...................... 0.1% 
az ida de sodio.. .. .. .. .. • .. • .. 25 raK 

Soluc:i(n para disolver el suero probleraa. 
Se prepar6 igual que la solucio'n anterior pero adicionando: 
suero noma l.................. 1 :100 dilución final ' 
EDTA.......... ... . . . . . . . . . . . . . • i SO nlfi 

Soluc:i~n conteniendo el 2o. anticuerpo Csolucicfn para 
lavar los ccnplejos finales). 



76 

Se prepara cooc la pr imera solución en ausencia de gelatÍna y 

rojo de fenol. Pero conten iendo: 

azul de br<no1enol ••...••••••• 15 mg/L . 

, 
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