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RESUMEN.

La giardiasis es una parasitosis intestinal causada en
humance  por  Giardia Jambliz wn  protozoaric del orden
Diploncnadida. La distribucion de esta enfermedad es cosmopolita
y dentro de los sintomas mic severos de esta se encuentran la
la diarrea y la mala absorcion intestinal,

Recientemente se hz enfatizade en la importanciz de
Ilevar a cabo estudios acerca de la biniogfa de este pari%ita,
de ios mecanismos responsables de 1a patogenia de la enfernedad
asi comc de la respuesta inmune que se desarrolla durante la
infeccidn. En este contexto, la caracterizacion de antigenos de
§. lamblia y el estudio de su papel en la relacion huésped--
pardsito results muy relevante.

En este trabajo se establecieron cultivos axericos de
B. lamblia de la cepa Portland-1, le cual pernitié'cnntar con el
material necesario para -llevar a cabe la caratterizacidh de
antigenos de este pardsito.

El  andlisis electroforético de los extractos de
trofozoitos obtenidos por solubilizacidn con diferentes
detergentes, mostrd una gran complejidad antigenica. Sin embargo
el uso de técnicas de marcaje radiactivo de superficie empieando
125}, mostro que e} nimero de componentes suceptibles de ser
marcados es muy reducido,Asimismo, se  obtuvieron anticuerpos
monoclonales en contra de antfgenos de superficie de 6. Tlamblia.
La reactividad de estos anticuerpos monoclonales en ensayos de
inmuofluorescencia empleando trgﬁoznftcs de 5. lamhlia sugiere
que existe heterogeneidad antigeénica en la superficie de estos.
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Por otre lado, alounos de loc  componentes del parasito
obtenidos por solubilizacién con detergentes, asf como por
marcaje radiactive, fueron reconocidos por sueros provenientes
de animales experinentales (conejo y ratdn) inmunizados con
trofozoftos de L. lanblia, Los resultados presentados en este
tratajo proveer informacioh relevante que permitira 1levar a cabo
estudios posteriores en cuanto a la participacidn de antfgenns
del pardsito en la relacion con su hudsped.
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INTRODUCCTON

A partir de Tloc descubrimientos de Van Leewenhoek en
relacion a los Drganismos micrnscdﬁitns que vivlan er las gotas
de agua, se han ampliado los estudios referentes a las formas ¥
¢! corportamiento de loe protezoarios.

Les protozoarios son organismos unicelulares, que
1levan & cabo funciones binldbicas y fisioluéicas que en los
erganismos superiores dependen de muchas células especializadas.
# pesar de su supuesta simplicidad Tos protozoarios han podido
invadir gran diversidad de habitats. Estos crganismos contribuyen
en las cadenas troficac de las conunidades donde habstan, yz que
existen formas ‘futosint€ticas las cuales nutren 2! medic de
compuestos organicos. Otros absorben alimentc a travée del cuerpe
contribuyendo con esto a la reduccidh de restos de plantas y
animales, ésimismo, exicten algunos que se nutren de productores
microscopicos o descomponedores, actuando como  consumidores
grimarios, evitands as{ e aumento de estas poblaciones; alounos
mic se alimentan de consumidores primarics o se sitdan en un
nivel mec alto de la cadena trd¥ica (1),

La mayor parte de los protozoarios son de vida libre,
pero algunos de ellps son parasitos y se han adaptade a vivir
dentroc de sus hugcpedes. Los protozoarios parasitos pueden ser
tante intracelulares comc extracelulares y pueden parasitar desde
una célula hasta organos enteros y desde un insecto hasta
organismos mas complejos.

Giardia lamblia (Kofoid y Christiansen, 19135), es un
protezoaric de! orden Diplomonadida (2}, el cual parasita al
hombre y algunos otros animales causando en eiles ia enfermedad
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denorinada giardiasis., 6. lamblig, se ha identificado en todos
los clinas y el mecanisno de transnisidh de este organisme se
considera variabie depencdiendo, fundamentalmente, e los habitos
de higiene de las comunidades. E! mecanismo mac frecuente de
infeccioh se realiza por la ingestion de agua y alimentos
centaninados con quistes de este pardsite. Se ha sugerido tambien
la transmision por contacto de persona a perscna en indivicios
homocexvales 43,4} y por observaciores de giardiasis en
guargerias (3).

Et ciclo de vida de este par;sito ec refativamente
sencillo y presenta dos estadios, el de quiste y el de
trofozoite. Este se inicia con 1a forma infectante de quiste, el

cual despues de ser ingerido por el hueiped, llege al tracto
digestivo y se establece en el Tumen intestinal, donde se divide

por mitesic para  dar luger a dos 4formas  trofozoiticas.
Postericrmente los trofozoftos recien formades se dividen
mediante un complicado procesc de fision binaria longitudinal. La
nultiplicacich de los trofczoftps se ve influenciaca por el ph
intestinal, siendo mas rapida cuando existe un medio alcalino,
cobre todo cuando hay aclorhidria y una alimentacion rica en
carbohidratos (6). La iocalizacion de trofozoitos en el intesting
delgado se observa en los segmentos correspondientes al duodeno
y veyuno principalmente. El cicle finaliza con el enquistamiento
de los trofozoltos y su expulsion en las heces al medio anbiente
7,8,9).

La giardiasis actualmente representa un problema de
salug plblica por el hecho de que 6. lanblia es unc de los
parasites intestiqa]es enronttgdas con mas frecuencia en
enfernedades diarreicas (10), asi como por su ampliz distribucion



y su facil prnpagacinﬂ (11,

La incidencia de esta para5|t0515 intestinal se ha
reportadc que es del 2 al 254 de la poHIacton mundial (12), En
Latinoamerica las 4recuencias son cercanas al 23.1%4 (13) en
escolares de zonas rurales, Para la Republica Mexicana se
cbeervan frecuencias del orden del 194 ¥ en estucios llevados a
cabo en Ciudad Nezahualcoyotl, 1z frecuencia encontrada 4ue’ de!
214 (14),

MNNIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD.

Los pacientes con giardiasis pueden experimertar
sintonas severos incluyendo: diarrea, dolor abdominail, distension
abduqsna. arorexia, nausea ¥ pf'd1da de peso (15,16). La
pobiac:on infantil padece con mayor frecuencia que los adultos de
enterftis agudz o crohica con sintomas digestivos . variabies.
Estoc padecimientes tieren efectos muy marcados en el desarrolle
del nifc, Otros de los efectos que produce la enfermedad es el
sindrone de mala absorcion intestindl que resulta de los dafios
estructurales y funcionales producidos por el parasitc a nivel de
intestinc delgade. Estudios realizados por Anand y colaboradores
(17), en donde se 1levo a cabo la infeccion de ratones con
con quistes de G, LaanuLobtenidns de un paciente, demuestran
que existe una disminucion en la tasa de transpnrte de nutrientes
ademas de un decremento en los niveles enzinsticos en el epitelio
intestinal. Debido a estos efectos se sugiere que existe un
desarreglo en la menbrana, de 1as celulas epiteliales. Esto
resulta en una disminucion del nimero de sitios de transporte
especificos rnuelucrados en la transln:acaon de varios nutrientes

dentro de la celula epitelial, asi como en las enzimas presentes
en el epitelio intestinal.
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En otros estudios 1levados a cabo en ratones de 1a cepa
CF/1 infectados con quistes de G. muris (18), en los cuales se
siguio” el curse de la infeccion, se encontrc’que los efectos
histcpatold@icos mas severos, localizados en las areac del yeyuno
en la Uitima etapa de la infeccidn, estan asociados con el pico
naximo de deteccion de trofozoftos en el intesting, Asimismo, se
observd” que la disminucion de dafos histopatologicos, tanto en
grupos de ratones infectados con dosis altas de quistes comc en
aquellos infectados con dosie bajas fue similar, Aun cuande el
mecanismo exacto por el cual se presenta la histapatologfa
intestinal <e desconoce, se sugiere que posiblemente lac
alteraciones observadas se deban tal vezr a uma 'toxfna del
parfsi!n o bien a la respuesta del mismo huesped para
contrarrestar la infeccion (5), Este (ltinc punto podria quedar
descartado por los resultados obtenidos en los experimentos de
Anand y col. en 1985 (19). Estos autores incuban  cortes del
intestino delgade de ratores con trofozoftos de . lambliz
observan un dafio directo sobre las celulas epiteliales del
intestinc concluyends que este efecte no esta mediade por
factores cono la proliferacion bacterial, desconjugacion biliar y
reacciones inmunologicas. En humanos ha sidc posible demostrar el
dafio estructural del intestino mediante microscopfa electronica
(20).

DIAGNOSTICO.

Los métodos usados para el diagnostico de la giardiasis
se basan principaimente en los ensayos coproparasitescepicos y
biopsias ducdenales. Sin embarge, estos no presentan un grade de
confiabilidad aceptable y se practican cuande se presenta unz
sintomatelogia franca. Por otro ladc en el caso de las biopsias
intestinales, estas pueden causar traumatismos importantes en los
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pacientes. ﬁsimisno, se debe tomar en cuenta que e:|=1en
individuos asintomaticos, los :uales excretan pocos o ningun
guiste, dando lugar a que el andlisis ccprepar5|toscuptco sea
menos certero (5,15,21),

Recientemente <e han desarrollade otros  ensayos
inunclogicos que se han aplicado en el diagndstico de la
giardiasis, entre estos se incluyen: inmunofluorescencia,
radioinmunoensayo y ELISA (del ingleS Enzime-Linked Immunosorbent
Assay) (22,6,23), Sin embargo aun no han podido ser perfectamente
evaluadas.

Por tode 1o antﬁrlor se puede decir que no se cuenta
con un metodo de dnagnnstlco eficiente y confiable que pernite
evidenciar la existencia de giardiasis ya sea en pac:ente= o en
individuos asintomatices,

Respecto al tratamiento de la giardiasis, el uso de
algunos compuectos quumuc05 @ principies de sigle han side
probados para la resolucion de la enfermedad. Entre estos estan
tetraclorurc de carbono, mercurio y bisputo. E1 primer compuesto
efectivo contra la giardiasis fue la mecaprfna y no fue sino
hasta principios de los 6Es tuando este compuestoc dejo” de
utilizarse por la aparu:uon de los derivados del inmidazol. El
primero de ellos y el mas usade es el metronidazel. Otro farmaco
usado ampliamente es la qU|natr:na. Sin enmbargo, el trataniento
con estas d"ugas tanbien reguiere que exista una 5|ntomatologla
clara, Ademas su uso en grandes dosis puede traer como
concecuencia efectos colaterales para quienes lo usan (24,



RESPUESTA INMUNE EN GIARDIASIS.

La infeccion del hombre con 6. lanblia y de ratones con
E. muris, es con frecuencia autolimitante (25,26), Sin embargo,
en aigunos individuos y en ratones inmunclogicamente competentes
se establece una fase crohica debide tal vez a deficiencias en

os mecanismos inmunes que se activan en el intestino.

A pesar de su alta prevalencia, pocc Se conoce acerca
de la patologfa de la enfermedad, de la interaccion huesped-
pardsitc y de los mecanismos de Oefensa involucrados en la
recistencia a la infeccion y a subsecuentes infecciones.
Observaciones epidemiclogicas, clinicas y experimentales 1levadas
a cabo tanto en humanos como gn ratones infectados, indican la
exictenciz de una respuesta inmune del huesped en contra de
fiardia <p.. Dichac cbservaciones se refieren al hecho de que en
individios expuestos repetidamente 2! para@ttﬂ, hay -resictencia
a la infeccion y los cintomas que presentan son memos severos
que en 2quellos ingividuos que adquieren por vez primera la
infeccion con este organismo (5). Estas observaciones sugieren
gue el primer contacto del hui%p d con este para%ito, puede
conferir resictencia a la reinfeccion y proponen la participacicn
de ia respuesta inmune en el control de 12 enfermedad. Por otro
lado e] hechc de que individuos inmunodeficientes Sean mas
susceptibles a la infeccion por este organismo proporciona
evidencias schre la importancia de la respuesta inmune-humoral en
lz giardiasis (27).

En ratones neonatos que se infectan experimentalmente
con quictes de B. muris, se ha eq;un!rado que desarrollan
proteccion limitada contra la infeccion. Esta es pasivamente
trancferida por la ingestiﬁn ge leche de madres inmunes y su
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efecto protector esta mediado por anticuerpos del tipo Igh e Igt
especfficos contra G. nmuris, tos cuales se encuentran en la leche
Sin embargo, ] efecto protector de estos anticuerpos, adema de
ser limitado acti? solo en una fase temprana del procese
infeccioso (28).

Varios estudioe realizades por Smith et al en los 80s
(12,25,30), sucieren que er €] hombre se desarrolla una respuesta
inmune en contra de 6. lanblia., En uno de estoc estudics se
detectaren anticuerpos circulantes del tipo Ig6 en un 607 de
individuos con giardiasis. Dichos anticuerpos parecen estar
dirigidos contra los antfgenos de superficie del trofozofto. Sir
embargo, el titulo de anticuerpos detectados en pacientes con
infeccicnes recurrentes es muy uar|ab¥e, por 1o que se sugiere no
Jueguen un papel importante en proteccioh.

En otro de los ectedios realizades por e! misac
investigador en el aflo de 1982, sugiere la participacion de
respuestas de tipo celular en humanos. En estos se ha demostrade
que nacrnfagns ubtenldos de personas normales son capaces de
causar dafo a trofozoftos de B. lamhlia en ensayos in vitrp. Este
fenomeno ocurre espontaneanente y parece no involucrar Tinfocitos
sensibilizados, Otro mecanismo que se ha propuesto y que
participa en la prnteccidﬁ contra la infeccion por Biardia, es la
citotexicidad dependiente de anticuerpos en 13 cual los
granulocites pueden presentar citotoxicidad para §, lanblia en
presencia de anticuerpos dirigidos contra este parasito (31). En
estos estudios se propone que 1a citotoxicidad espontdnea mediada
por células, en este caso monocitos nacrn{agos, puede ser el
primer nivel de defensa para la eliminacion del parasito. Cuando
los trofozoltos vencen esta respuesta y se induce la producc:on



8

de anticuerpos anti-6. lanblia, la citotoxicidad celular mediada
per anticuerpos se pone en juego como un segundo nive! de defensa
del hue'sped contra 6. lanblia, Esta posibilidad es congruente con
el hecho de que tanto celulas monociticas como granulocitos son
m&s numercsas en la mucosa intestina) de algunos individuos con
giardiasis (19). Asimismo, se ha reportado que en el lumen
intestinal de ratones infectados con G, muris, se encuentran
ceiulas linfoides unidas a los trofozoitos, sugiriendo que esas
pueden tener un papel efector en contra del parasito (32). Sin
embargo, un mejor entendimiento de la relacion hueSped-pardsito
en esta infeccion implicarfa la caracterizacion y purificacioﬁ de
/ : ; b
antigenos biologicamente relevantes de Giardia,

bracias a la facilidad de poder-mantener en cultivos
axenicos a los trofozoitos de B. lamblia y asi poder trabajar con
el parasitc libre de contaninantes (33-37), se han reglizade
estudios acerca de wvarios aspectos del metabolismo de este
protozoaric (38-40). Esto tambien ha hecho posible llevar 2 cabo
otros a fin de caracterizar antigenos de Giardia.

En un estudio realizado por Smith y colaboradores (41),
se caracterizaron tanto las prntefnas conc el perfil antigéhicn
de una cepa de 6. lamblia (WB). Pnr medio de electroforesis en
gel de pnllatrllamlda se encontro que los trofozoitos contenfan
26 bandas proteicas con pesos moleculares entre 12 y 140
Kilodaltones. Por inmunoelectroforésis cruzada bidimensional, se
observe’ que dicha cepa contenia 3? antigenos anddicos ¥ uno
neutral. Al comparar el patron antigenlcu con cepas de diferentes
localizaciones geugra{scas por inmunoelectroforesis cruzada,
se encontraron varias diferencias. Con estos hallazgos 1los
autorec sugieren que dichas diferencias pueden contribuir a2 la
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variacion en la respuesta del hueSped.

En otros estud:os realizados por Nash y colaboradores
(42), se identificaron ar*igenus excretados o secretados por 6.
lamhlia, En estos mediante el uso del marcaje de la superficie
con 1251, se mostro” que la naturaleza de estos antrgenus es
similar a lce que se encuentran en la membrana del trofozofto.
Por octrz parte, Einfeld y Stibbs en 1984, encuentran que una
banda de 82,000 daltones observada en su patron de antigenos de
syperficie marcada con el mismo isotopo, es precipitable usando
sueros nonaespecf{iccs (43},

Estudios como estos. pueden conducir a un mejor
entendimiento de la biologia del pardsito asi como la naturaleza
de las respuestas inmunologicas del huésped.

PERSPECTIVAS DEL USC DE ANTICUERPOS MONDCLONALES.

K¢hler y Milstein en 1975 (44), obtuvieron celulas
hibridas que producian anticuerpos especifices. Esto 1o lograron
a partir de fusiones de células de mieloma y células linfoides
productoras de anticuerpos. Estos estudios constituyeron el
inicio de la tecnologfa de hibridomas para la produccich de
anticuerpos monoclonales. Estos (ltimos son producides por
celulas hibridas que poseen caracteristicas de las celulas.
parentales Por un lado, presen;an ur crecimiento indefinido;
caracter{stica dada por, la celula de mielona y por otre producen
anttcuerpus nunoespetiilcus lo cual esta determinado por lz
célula linfoide.

La nnnn:lgnalidad de los anticuerpos se basa en el
hecho de que cada celula B produce un selo tipe de anticuerpo,
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capaz de reconocer uno solo o pocos determinantes antigeﬂicus.
De esta manera se logra una especificidad en cuanto al
reconocimiento de antigenos, 1o cual presenta algunas ventajas en
relacion al usoc de sueros peliclonales obtenidos de animales
inmunizados.

Ctro aspecto importantie en la produccion de anticuerpos
monoclonales es la seleccion de una 1inea celular de mieloms
adecuada, Dicha 1inea debe cumplir  de inicio con la
caracteristica de ser no secretora de ningun tipo de cadena de
inmenogiobulina, La tabla | muestra las diferentes 1/neas de
mieloma y su produccicn de moleCulas. Una de las Ineas nde
usadas en la fusion con celulag linfoides productoras de
anticuerpo es la X43-Ag8.453; el proceso para su aislamiente se
nuestra en la tabla 2 (43),

La seleccion de les hibridos despues de la fusicn, se
hace usando €] medic de HAT (medic para cultive de células que
contiene hipoxantina, aminopterina y timidina), debide a que las
células de mieloma han pasado por un proceso de seleccion primero
para que usen una via de "salvamente® en la sintesis de acidos
nucleicos mediante la adicion de WAT al mecic. Las celulas que
poseen la enzima hipoxantin-guanin-fosforibosil transferasa
(KGFRT) wusaran 13 thoxantfna para convertirla a guanosin
fosfate, como uma via alterna. De esta manera, una celula
deficiente en 1a HGFRT morira’en un medic con WAT. Por ltino,
lac celulas HGFRT™ se seleccionan usando la 8-azaguanina, un
andloge de guanina y que es incorporado por la HGFRT,

- . . *
Aci, empleando el mismo sistema de seleccion con HAT,
(‘_ . ' "‘ - ‘
cuande se usan celulas de mieloma HEFRT estzs moriran a&! ne
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presentar 1a enzima que les permita incorporar la hipnxantfﬁa del
medio. Los linfocitos, por su parte, moriran al no estar en un
medio adecuado para su propagacion. Por lo tanto, los hibrides
reciben por parte de los linfocitos ademds de 1a caracteristica
de producir anticuerpos, los mecanismos para la produccion de la
enzima necesaria para su crecimiento (46).

4 traves de los atos se han empleado diversos 4uso§enos
en la hibridizaciones realizadas por varios investigadores (47).
Actualmente se emplea el polietilenglicol (PEG), con el cual se
han logrado mayores rendimientos en cuanto a la produccioh de
hibridos (48,49),

La utilidad de los anticuerpos monoclondles se ha
reflejado en el canpo de T parasitologfa, particularmente en la
identificacion de antigenos relevantes de pardSitos taies como

sor. Trichinella, Toxoplasma y Plasmodiur (5¢,51,52),

El  enpleo de anticuerpos nonoclonales en la
caracterizacion y purlficaclﬂg de antfgenos relevantes de §.
]imblna cunst:1U|r|a una herramlenta muey valicsa. Esto es, los
antfgenos asi purificados podrian ser evaluades en el papel que
jueguen en ta relacion huesped- parasltc. Le cual traeria como
consecuencia, un mejor entendimiente de esta parasitosis. Otro
aspectu que es importante determinar es el papel que'}uegan los
* antfgencs de 5. lantlia ennmecanismos de proteccion, en la
adherencia a celulas blanco y en la patogenicidad del parasutn

Por otro lado, el contar con antigenos purificados y
caracterizados permitira' evaluar su uso en el desarrollo de
nétodos de inmunodiagnostice para giardiasis. De esta manera
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’ 5 o & W
podria ser pesible determinar con mayor confianza la presencia
o ausencia de este protczoario en las enfermedades intestinales
producidas por pardsitos.

En el aspecto de profilaxis para contrarrestar 1la
enfernedad causada por B. lamblia, los antigenos purificados
y caracterizados podrian ser usados en ensayos de prutecci&h y
con esto ver 1z pesibilidad de evitar la infeccion producida por
este parasitc.
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TABLA 1. LINEAS CELULARES DE MIELOMA USADAS EN FUSIONES CON
CELULAS LINFGIDES (44),

MIELOMA CLASE Ig FUENTE
RATON

Xé3-Ag8 Yik MGPC-21

(mieloma)

NS1-Ag4/1 K, intracelular  Xé3

MPCi1-45.6T61.7 yae, ¥ BALB/c

Xé3-AgB.433 ninguna Xé3-Ag8

SF2/0-Agl4 nirguna (Xé3-AgBxBALB/c)

(hibridoma)

FO ringuna i Clona de SP2/0-Agi4
§194/5:40.BU.1 ninguna BALB/c
RAT

21C.RCY3.Agi 2.3 ==,k rata Lou
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TABLA 2. AISLAMIENTC DE LA LINEA DE MIELOMA HAT-SENSITIVA
X63-Ag8.453 (44),

MIELDMA CADEMAS MARCADOR CARACTERISTICAS
MOPC-21 14, K ———— In vivo mieloma
P3 i1 K . In vitrc mieloma

F3Aé3-Agk Ji, K HBFRT L_t_hnea
seieccionada por
re=s5ten;ia 3
g-azaguanina,

P3%83-AgE.é ==y K HGFRT teflido con FITcEanti
Ji. Las variantes
negativas tefiidas por
Fluorescencia. B3/ de

clonas k-,
P3Xé3-Ag6. 63 =y K HEFRT AgB.45 se reclonc 2
' de células fueron k*.
P3X43-Ag8.453 = HGFRT estable no productor,

HAT-sensitivo.

- e /
¥ Isotiocianato de flucrosceina.
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OBJETIVOS,

A fin de contribuir al entendimriento de la giardiasis
.se plantearen los siguientes objetivos.

1, Caracterizar el perfil protéico de los trofozoitos
de G. lanhlia cepa Portland-1

2, Obtener anticverpos nonoclorales en contra de
.antigenos de trofozoftos de €. lanblia cepa P-1.

3. Determinar la reactividad de los anticuerpos
monezlonales,



METOROLOGIA.

ANIMALES,

Ratones de la cepa BALB/c de 4-é <emanas de edad y
conejos Nueva Zelanda de 2 meses de edad fueron obtenidos del
Bioterio del Centro de Investigacicn y Estudios Avanzados de!
Institute Politetnico Nacional (CINVESTAV-IPN), Ectos animales se
empiearon en diversos ensayos experimentales. Los ratones fueron
mantenidos en cajas de pli%ticn con aserrin esteriiizade en
autoclave a 120°C por 20 minutos y se les adeinistrc alimento
corercial pars ratones, esterilizads por calor seco a 152°C por
20 nminutos. E} agua que se les dic fueacidificada (p 2.9) ¥
suptempntada con vitarinas. Los conejos por st parte se
mantuvieron en jauias fabricacas en el CINVESTAV-IPN, El alimento
adrinisirado fue” esterilizade igual que el alimento para ratones
y el agua preparada con las mismas caracteristicas mencionadas
anteriormente.

CULTIVO DEL PARASITO 6. lanblia. ,

Trofozoftos de G, lamblia de la cepa Portland-1 (P-1),
donads por el Dr, Weinbach del National Institute of Health se
crecieron axenicamente en medio TYI-8-33 (38). Las botellas de
cultivo conteniendo los trofozoftos se incubaron a 37°C (ver
anexo ). Los trofozoftes crecidos bajo estas condiciones fueron
cosechados cuande alcanzaren la fase logaritmica de crecimiento.
La cosecha se realize” por enfriamiento de las botellas en un
bafio de hieio-agua por un periodo de 30 min, Las botellas se
invirtieror y los trefozeftes ya despegados de las paredes
se colectaron en tubos Faicon de SC m! y se lavaron con una
solucioh de amortiguador fosfate salino (AFS) pk 7.2, E! paquete
celular {ue empleado para diversos fines cono 12 inmunizacion de
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aninales, obtencion de antigeno soluble y el marcaje de los
componentes de superficie.

PROTOCOLC DE INMUNIZACION DE ANIMALES,

Tanto para la obtencich de hibridomas come para la
obtencion de suero inmune, se usaron ratones de la cepa BALB/c 2
les cuales se les iryecto intraper:tonealmente con trofezsitos
a intervalos de unz semana. Le primera inoculacion se llevo a
cabo en adyuvante completo de Freund’s empleandelo en unma
rejacioh 1:1 (v/v) con AFS. Lac dos siguientes en acyuvante
incompleto. En el caso de los ratones que fueron empleados para
la obtencion de hipricoras, la ditima inoculacion se 1leve”a caho
con trofozoftos resuspendidos en AFS y por via intravenosa. Para,
ratones de los cuales se obtuvc” suero inmure, la inoculacicn'
final se realizo"en adyuvante incompieto. La inmunizacioh de
conejos se realizo’ de igual manera que pare ratones, -

PREPARACION DE ANTIGENCS SOLUBLES.

Las betellas conteniende los trofozoftos en fase
logarftmica de crecimiento, fueron colocadas en un bafic de hiele-
agua derante 30 min con la finalidad de despegar las célules
adheridas a las paredes de las botellas. Despues de invertir
varias veces lac botellas el contenidc se vacio er tubos Falcon
de 50 ml y se centrifugarcn durante {10 min a 2,000 rpm a 4*C En
una centrffuga con sistema de refrigeracion acoplado (anexe 1J.
Les trofozoftos se lavaron tres veces mediante centrifugaciones
con AFS pH 7.2, En la centrifugacion finzl el paquete celular se
resuspencic en I ml de una solucioh de tris-base 10 mM pH 8.13
conteniendc 25 mM de N-etil-maleimida (N-BM) y | m¥ de
flyoruro de fenil-netil sulfonilo (FAMS) como inhibideres de
preteasas. Despui% de tres sonicaciones & 12,000 micrones de 15
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segundos con 30 segundos  de descansc cada una en un aparate de
ultrasonido, se adiciong, segcn el casoj triton X109 al 0.5/, DOC
al 2 para sclubilizar 12 muestra y la mezcla se sonicd tres
veces mas en Tas condiciones antericrmente mencioradas. ASimismo,
se cbtuvieron extractos en ausencia de detergente ciguiendo el
mismo protocoio. EV extracto sonicado se centrifugs por SQJnin a
12,000 rpn ¥y el scbrenadante se guardo hasta usarse en analisic
de electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
cuodecil sulfato de sodio (EGPA-DSE) y en ensayos de ELISA.
125

MARCAJE DE SUPERFICIE DE TROFOZOITOS DE B. lanblia CON 1.

Lo trofezeitos crecidos axenlcamenta se lavaron de
acuerde &l prntﬂcho mencionado anteriormente. el paquete
celuiar obtenido se resuspendic en un uolumen de 250 ul de AFS ¥
Jos trofozoftes se contaron en un hemcc|101etra. El narca-e de
los componentes de superficie se realizd por el nétodo de
lactoperoxidase €53), de acuerdo 2! siguiente protocclo: en un
tubc de ensaye de 13 x 1C0 previamente tratado durante 24 horas
con mezcla cromica, se adicionaren 0.5 nCi, de 1251-Na (anexo 1),
Con el fin de neutralizar el medio de marcaje se adiciond !
vclumen igual de AFS 2X conteniendo HCY 0.1 N . Despues de esto,
se adicionaron secuencialmente; I ul de ﬂFS K1 0.027 H 100 u!
de lactopercxidasa (lmg!nl;, la suspensidn de tro{o*oltos y #FS
hasta completar un volmen de 1 ml. A la mezcla se agregaron 25
ul de H, 0,2l 0.3% por dos vecec agitando durante 2.5 min
despues de cada adicion. Esto con la 4inalidad de catalizar li'
reaccion de la lactoperoxidasa. El tnrtenlde de! tubo se coloco
en un tubo Falcon de 13 ml vy se centra{ugo a 2,000 rpm durante
10 min . Para eliminar e1 1251 1Yibre se lavo” 3 veces en una
solucidn de AFS-KI  0.001 M meciante centrifugaciones,
Posteriornente el paguete se resuspendii'en 1nl de la solucion
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con inhibidores de proteasas y se obtuvo’el antfgenc soluble por
conicacioh (ver seccidh de obtencioh de antfgeno soluble). El
tubo conteniendo el antigeno marcado se guardd™a -20*C en viales
de plome  hasta  usarse er  ensayos de  EEPA-DSS,
inmunoelectrotransferencia e inmunuprecip}taciuﬁ.

ANALISIS ELECTROFORETICO DE ANTIGENGS SOLUBLES. )

Cor e! fin de caracterizar el perfil proteico de ios
trofozoltos de G, lanblia, los antfgenos sofubles (tanto el
mancads cone €l nc marcade) se procesaron para llevar a cabe
elctroforesis en geles de poliacrilamida de acuerdo al mnétodo de
Laepli (34), en la cual se erplearon geles al 104 y primeranente
la muestra se hirvio” por 3 minutos con e} objeto de evitar que
con 1z adicion de 2-mercaptoetanc) (agente reductor) se activaran
los inhibidores de proteasas y se observara degradacion en las
prutefnas dentrc  del  gel, Posteriormente ce adiciend
2-mercaptoetancl de tal manera que quedara a una concentracion
final del 24 y la muestrz se hirviddurante 2 min mas. Las
nuestras se colocaron en el gel y se efectuc’ 1a electrefordsis a
9 veltios durante 14-14 horas, Con la finalidad de determinar el
nimerc de comporentes en la separacion electroforética, se
procedic” a tefir los geles con el colorante para proteinas azul
de Coomassie (AC). Para ello, el qe! se sumergié’en una selucioh
de AC a) 0.1% por una hora despues de lo cual, se canbid a la
solucion de altc metanol (ver anexo 2) hasta que se hicieron
evidentes las bandas. Por ultimo, e} alto metancl se cambic” por
bajo metanol hasta Tegrar un fondo claro en ] gel. En  relacion
al analisis de los antfbenos marcados, estos fueron sometidos a
electroforesis empleande un nimero de cuentas adecuado (50,100 o
200 x 10%). Una vez terninade el corriniento, el gel fue tratade
para la deteccion de bandas por AC. Con el 4in de efectuar el
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analisic de las muestras, los geles fueron sometides al sigquiente
trataniento: al finalizar la tincion comc se menciond’
anteriormente, la solucion de bajo metanc) se cambic”por agua
bidestilada manteniende al gel en agitacich constante durante 1
hora. Posteriormente el ge! se pasc’a una sclucicn de salicilate
de secdic 1 M (anexo 2) durante 1/2 hora, despuiﬁ de 1o cual se
transtirid 2 una selucidn de glicerol-agua 1% y de ahi se past” a
ur secador de geles (anexc 1) por un lapso de aproximadamente !
h. La radicactividad de loc conponentes e detecto’ por
exgosicicn del gel a ura placa de rayos X. Despues de un tiempo
adecuado de exposicion, la placa se reveld de acuerdo a las
indicaciones de los proveedores (anexo 1).

La determinacion de el peso molecclar de' los
componentes  se determind mediante el ajuste a una curva
estangdzn, hecha car ma~cadores de  pesc molecular (MU) como se
indica en el caialogu del proveedor (55),

CUTIVC DE CEL U_AS DE MIELOMA,

Las celulas de mielona de la fnea Xé3-Ag8.653 aislaca
por Kearney (5é), fueron crecidas en nedlo RPMI-1640 completo
(anexc 2) ester|l|zado por filtracich. Las celulas se alinentaron
con medic fresco cads vez que fue necesario (aproxlmauanente cadea
4 diag), Para 1levar a cabo la fusich, las c€lulas se cosecharon
en fase 1ogar|tuaca de crecimiento y se obtuvieron ndmercs del
orden de 1-2 x 107 celulas.

OBTENCION DE CELULAS ALIMENTADORAS.

Con el fin de crear un medio apropiado para el
crecimientc de los hibridoe  resultentes de la fusion, se
obtuvieron células de exudado peritoneal de ratones. Un dia
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antes de la fusion celular, 2 ratones de ia' cepa BALB/c 4fueron
sacrificades peor anestesia total en uma camara con fter y en
condiciones de asepsia se descubrid la ren}on pe"'tunea mediarnte
un corte longitudinal de 1a piel. Cada ratéﬁ se inoculo intrape--
ritonealmente S ml de medio RPMI-1440- incumﬁletn Se Mmasajearon
apreximadamente durante 30 segundos despues de los cuales, se
extrajc el !:ﬂle' acuuu‘adc con jeringas estériles y ¢ coloce
en tubos Falcon de 50 m1. Las celulas asi obtenidas se lavaron en
PPMI-incompieto a 4.Bﬁu rpr derante 10 min . E1 paguete celular
en resuspendid en nedlo HAT Cver anexo 2) y S0 ¢l age e=ta
susprnanon s¢ agregd @ cada pozo de la placa de micretitulacin.
Lac celulas obtenidas de cada dos ratones fueron suficientes para
preparar 2 placas de microtitelacion,

BTENCION DE RIBRIDOMAS MEDIANTE FUSION CELULAR,

Parz 12 obtencidn de hitridoc  productores ce
anticuerpes monocionaies, e inmunizaron ratonec de acuerdo ai
pretocole des*rutc en i seccion correspongiente. Cuatre cfas
despues de la ditima inmunizacidn se 1levd a cabc la fusidh
celular. Los ratones fueror sacrificados en una cdmar: de €ter ¥
lee bazos ge estos se extrajeron en condiciones de esteriiidad
Posteriornente ce preparc la suspensidn ceiular disgregznco ¢
d?gapa con pinzas de punta roma er megic RPMI-ipcomplete. Las
célvlas se lavaron por centrifugzciones a 1,000 rpm gurante it
min. Con ia $inalidad de eliminar las células rojas (eritrocitos)
12 cuspensioh de célulac de bazo se tratd cor una selucion de
cloruro de amorio (ver amexc 2 ) y se dejd S min a temperatura
anbiente, Posteriormente, se agrecd medic incompiete y lac
télulas se lavaron por centrifugacion para eliminar e! cloruro oe
anonic, Despues de! lavado las célulac se resuspendierer er 10 ml
de megio RPMI inconpieto y se determing su nimero y viabilidad
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enpleando henocitonetro y 12 tincion con azul tripanc (ver anexo
2) respectivanente. Por otro lado, las céiulas de mieloma a la
densidad requerida se cosecharon en un tube falcon de 50 ml y se
lavaron de la misma manera que las células linfcides, para
después resucpenderiac en 1 o mas nl de medic RPMI-incompleto v
determinar el nimero de ellas.

La fusion celular se realizo de acuerde a lc descrite
por Fazekas y Scheidegger (57). En esta, tanto lac celulas de
bazo como las celulas de mieloma lavadas y contadas se coiocaron
en un tubo Falcon de 3C nm' . #Ambac poblaciones celulares se
mezclaron en una proporciﬁh de 1:1 y se centrifugaron. Despues ge
remover todc el lfquidc, se adiciono gota a gota al paguete
gelular, 1 ml de la solucion fusionante de PEG, agitando
constantemente durante 1 y 1/2 min, Posteriormente, el PEG se
diluyc agregande 1,3 y 1é m! de medic RPMI-incompleto agitando en
un periods ge 30 seq para cada volUmer ahadido. La suspensidn
celular se dejo'repnsar y I miny despuJS Se centréfugi 10 min a
£,00C rpm, EI paquete celular se resuspenﬂjﬁ er 13 mi de medio de
KT y se alituctei en volumenes de 50 vl por cada pozo de la
placa de micretitelacion. Los pozos fueron aiimentados a los dfas
5 y 8 después de la fusidn con medio de WAT y al dia 12 con medic
HT €1 cua!, despue’s de 2 cambios se sustituyc por medic RPMI-
completc. Las cajas conteniendc las células se mantuvieron a 37°
en ura atedséerz de 5.24 de CCz en una incubadora con temperatura
y hinedad regulada.

SELECCION, CLONACION Y EXPANSION DE HIBRIDCS.

Despude de la dusidh celular, e colecte el
sobrenadante de los pozes gque presentaren crecimiento celular
y este se reenplazn'pcr nedio nuevo. Con las muestras colectadas
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se llevt a cabo el ensayo de ELISA para determinar la presentia
de anticuerpos.

Les hibridos cuyos sobremacantes resultaron pnsn*iuns
se eligieron para ser clonzgdos. En algunce casos la clomacion de
h{bridos se 1levc’ a cabo directamente en la placa de 96 pozos ¥
en otroc antec de clonarlas se trancfirieron a lac placas de 2¢
pozos, En ambos casos se determing 1a produccidn de anticuerpos
antes de llevar a cabo 1z clonacicn. Esta {1tima se realizd por
dilucion limitante (58). Para ello, se contc el total de células
de los pozos seleccionados y se tond el nimero necesario para gue
en caga pezo de una placa de microtitulacion se colocara 1/2
celula. Lac células asi clonadas se alimentaren despugs_de una
semana con mecic RPHI-1640 y una vez que crecieron a contiuencia
se determint ' progdic ccidn de andicuer po ¥ se expandieron, tanto

u;j:: por cultivo de tejides coms in vive por la inoculacion
de cé€ivias en ratones.

Es inportante qge Lha ver que se pruebe la prndutcié%
de anticuerpos en las células hibridas, estas sean congeladas
para su conservacifn, £ :: nc hacerio acarrearfa prun|emas como son
la p!?dada de p”CdUCtIQﬂ de antlagerpus debide & 1¢ recombinacion
genética (59). Acimisme se eu:tarla ia prall‘eﬂaC|un de hTbridos
no productores. La misma razdn exicte para la congelaC|uu de las
tlcnas obtenidas de ios parentales y que producen anticuerpos

L4
especificos contra Biardia lanblia. Para esto se 1leve a cabe el
A e e i
siguiente protocelo: cuando las celulas alcanzaron un crecimiento
adecuadc fueron despegacdac por pipeteo suave sobre las paredes de
los recipientes de cultivo y 1a suspension 4ue centrifugada i
1,000 rpr durarte IC minutos, El paguete ce1q}ar se resuspendid
en 1 n! de medic RPMI-conpieto y se adicionc C.1 ml de dimetil
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sgi!d@idc (DMSD). La mezcla se paso a un vial para criocultivo de
celulas (siempre manteniendolo en hielo) y se guardd a -70'C por
24 b, posteriormente se transfiric a nitrdgeno 1fquido,

Lac clonas productoras de anticuerpo especifico contra
G. lamblia seleccionadas por ELISA fueron expandidas irn vitroc en
tajas de petri. Una vez que se cunprobf'que seguran produciendo
anticuerpos se  expandieron in vive mediante la inoculacion de
estas en ratones BALB/c, los cuales fueron inyectados dfas antes
con 0.5mi de pristefna, Cada ratén fue inoculaco con 1 i0°
celulas hibridas resuspendidas en RPMI-incompleto, El crecimiento

4 4 . .

Oe lac celulas hibricac en les ratones de lugar & 123 formacior de
tumeres de tipo ascftico. Una vez que se desarrollan estos, el
1{quide producido que contiene los anticuerpes fue colectade por
puncién de Ja cavidad peritcreal con una aguja esteril, La
colecta de ifquido o cade ratcn se realizd varias veces de
manera gque se obtuvo ia mayer cantidad posibie de este,

PURIFICACION DE ANTICUERPDS A PARTIR DE LIGUIDT ASCITICC.

El Ifquidc obtenidc de io¢ ratones inocutades con las
tlonas productoras de anticuerpos $uf procesade para la obtencior
de inmunoglobulinas mediante la pr9tipitac56h de estas con una
solucion saturade de sulfato de amonic (S852) (66). Para ello g
utitize' el siguiente protocolo: i volumen de 1fquido ascitico se
mezeli con 2 volumenes de AFS en hielo,a esta mezcla Se agregaron
volunenes de S554 (anexo 2) goia a gota y en agitacion constante.
Despues de una hora en frio, se colectd el precipitadc por
centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min el scbrenadante se
descarto y la pastilla se disolvic en 2 voldmenes de AFS.
Posteriornente se agrecaror 3 volumenes de SS%& en las

el , 8,
condiciones antes mencionadas y se siguic el mismo procese (3X en
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total). la pastilia flna: se resuspendid es un volumen de 0.5 a |
m! de AFS y se diaiizc extensivamente contra AFS, El contenido
del tubc de dialisis se colectd en viales y se guardd a -20°C .
La deterninacion de prntefna se hizo por e método de Lowry (4i).

Bv3AVE DE ELISA, ,

- La determinacion de la produccion de anticuerpos en las
celulae hfbridac después de una fusion celular requiere de
tecnicas muy semsibles pues el titulo de anticuerpcs en pozos de
placas de microtitulacidn suele ser baje. La tetnica de ELIS4 es
un nétode que permite detectar nanogrames de anticuerpe en una
solucion (42), de ahi que esta haya sido elegide para la

_busqueda de hibridos productores de anticuerpos. El protecolo
iseguido para el desarrollc de este ensayc fue el siguiente: en
placas de microtitulacidn para ELISA (amexo 1), se colocaron 200
vl por opozo de antfgenes sciubles del paré%itc_gé-lanb?€a {ver
seccion de preparacion de antigenos solubles) a una concentracicn
de 10 ug /! en amortiguador de carbonatos pH 9.4 fanexc 2),
Los pozos despues de incubarse por 4 h a temperatura ambiente
(T4) fueron blogueados con AFS conteniendo 0.5 de albumina
sérica bovina y 0.5% de tween 20 (AFS/ASE/T) durante 3 min a
TA. Enseguide se efectuaron 3 Tavados de 3 minvtos cada unc con
AFS/T v se agregn a cada pozo de 50-100 ¢] de sobrenadantes de
cultive, obtenides de los hibridos que crecieron, Como controles
positives se emplearon suerc inmune anti-G. lamblia y el suero
obtenido de los ratones usados en 1a fucion celular anbos a una
dilucion de 1:100, Como control negativo se uso suero de ' ratones
normales dituido 1:250. Las diluciones de anbos controles se
hicieron en AFS/ASS/T, Las placas se incubaron a 37*C durante !
h. Después de lavar comc se mencionz anteriormente se
adicionaron 100 ul de un segunde anticuerpo dirigido contra



24

inmunoglobulinas de raton dilvido 1:3600 en AFS/ASE/T y las
placas se mantuvieron a 'TA por 3 horas mids y posteriornente se
lavaron como antes. Despues de estc se agregaron 200 vl de la
colucion de sustrate de orto-Fenilendiamina, En ccasiones la
reaccion se pard celocands en cade poze 50 vl de una solucicn de
HS) 2.5N.
2 4

La lectura de los pezos fue cualitativa, puec el
interés  real era conccer cuales de las céluias producta
suficiente cantidad de anticuerpos anti-5. lanmbiia y esto ue
detectade por simple chservacidn.

DETERMINACION DE LA REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS MONOCLONALES POR
INMUNOFLUDRESCENCIA INDIRECTA, t

Con e #in de conecer 'a ractividad de loc anticuerpes
moncclonales sobre los trofozeftes vivos de B, lambliz se
realizd la tecnica de inmunofivorescencia indirecta (43).

Las cajac de cultivo conteniendo trofozoftes crecidos
avenicamente se pusieron por 30 min  en un bafo de hielo-agua ¥
se invirtieron varias veces, Luego de asegurarse que los
trofozoftos se han despecade de las paredes de la caja, se
efectuaron 3 lavados en AFS como para la extraccion de antfgenc.
Después de contar Tas celulas se colocaron 8,000 trofozoftos
suspendidos en 100 vl  de AFS en tubos eppendord cuye némero
dependic de las muestras a probar. A cada tubo se agregd 100 vl
de sobrenadante de cultivoy se incubaron a 4°C durante 1 b,
Como controles positivos se usaron sueros inmunes como se seffala
en la parte de ELISA y comc contro! negative medic RPMI-completo.
Las diluciones de los controles se hicieron en AFS. Despues de un
lavado por :entrifuga:idh a 2,000 rpn con AFS se adiciond el
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conjugade FITC-cabra anti-immunoglobulina de raton diluido §:100
en AFS/ASE C.14 y se incubaron 2 4°C por 20 minutos.
Posteriormente se lavaron con AFS/ASE C.1% comc antes y se
hicieron las preparacicnes scbre portachjetos sellando el
cubrechjetos con barnfz transparente. Las preparaciones  ce
cbservarcen en  un nicroscﬁ;in de fluorescencia

Cuando se wuseron er este ensayo anticuerpos
precipitados cor Sulfatc ce Amonic, las diluciones a las cuales
se ytilizaron fueron 1:100.

INMUNGELECTROTRANSFERENCIA.

Con la finalidad de caracterizar aguellos antigencs que
son reconocidos por los anticuerpos monocionales, los antigenos
sclubles de Eiardia se separaron por electrofordsis como se
menciona anteriommente, Lac protefnas sepzradas en el ge! fueron
transferidas a papel de nitroceluicsa de acuerdo al método de
Toubin (64). Después de la corride €! gel se equilibrd en ¢!
amortiguador de transferencia (ver anexe 2) durante 1 hora con
un cambic @ la media hora, Posteriormente en el mismo bafic se
colocaron, el papel de nitrocelulesa frente al gel y 2 hejas de
pape! filtro una a cada lado, asi como fibra scotch. Con este se
formo un “"sandaich” (ver figura ) y se procedid a llevar a cabo
la transferencia. Esta (1time se realizd por 4 horas a 75 voltios
emgleandc una fuente de poder de alto amperaje (ver anexe 1).
Cuidando que e] papel de nitrocelulesa quedara orientado haciz el
polc positivo la transferencia se realizd a 4'C. Una vez
terninada la transferencia se cortd una tira del papel de
nitrocelulosa y se tific con tinta india (anexo 1) con el fin de
asegurarse gue las prntefnas se iransfirieron correctamente, E!
procesc de tincion fuf este: La tira de nitroceiulosa se lavd 2
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veces en AFS/T 0.3 por 10 min cada vez, Posteriormente se le
adiciond tinta india dituida 111,000 en 1la solucidn de lavado y
se mantuvd siempre er agitacion constante durante 1 h. Por
dltimo para quitar el exceso de tinta, la tira $ue”colocada er
agua bidestiladz hasta que quedd 1o mds clara posible.

El resto del papel de nltroceiu!osa trarsferido se
SUWEngB todz la noche 2 TA en unz sclucidn conteniende 3% de AGE
y 0.2% de gelatfna en AFS (AFS/ASB/BEL). Esto con el #in de
bloguear los sitios de) papel dende ro se transfirid ninguna
banda de proteina del gel. Una vez bloqueado el papel se cortd en
tiras de & mr y posteriormente las tiras se incubaron con el
.sobrenadante de  les h{bridos que contentan anticuerpes
monoclonzles, 251 COMD COR  SUEMrDS INMUNES de raton y de coneje
anti-6. jamblia. E! sobrenadante se ut1?rto tal cual, mientras
gue de loc sueros ¢ hizd una dilucion 1:100 y e=to {1tinz 5e
realizc en la solucior blogueadora cada tira de papel se incubg
con I mi. Enseguida gue las tiras se incubaron 2 h & TA con les
anticuerpos, fueron lavadas 3 veces en ‘una solucion de ﬂrS/T
0.05% de 10 min c/v y en g 1af;nn constante, Despuee de} (1timc
lavade, el pape! se incebd 2 h a T A con una dilucicn 1:2,000 de
un coniugadﬁ de cabra anti-Ig de raton © de conejo (segun
caso) acoplade con la enzima peroxidasa. Finaimente ensequida de
ove lac tiras se lavaron 2 veces por 10 min c/u se adiciond la
soiucion de sustrato 4-cloro-i-naftol (ver anexo 2). La reaccion
de los anticuerpos se detectd por la aparicinﬁ de bandac en e!
papel de nitrocelulosa después de afadir el sustrato.

125

INSUNOPRECIFITACIDN De ANTIGENG DE 6. Tamblia MARCADC CON 1.

Los trefozeftos de 6. 1amb1|a fueron marcados con 1251
por el métode de lactoperoxidasa (53), y a partir de ellos se
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obtuvg ant{geno soluh}e Dicho antlgenu fue’ usado en el ensayo de
:nmunprec:pttac;on utilizande sueros inmunes, tanto de conejo
coro de raton. En este nismo ensayo al igual que estos sveros se
uearon los anticuerpos producidos por las clonas seleccionadas
con anterioridad, E) protocolo para la inmunoprecipitacion
indirecta de componentes marcados es el reportadc por Midgley v
Hepburn (65) y se Mevc a cabo de la siguiente manera: en primer
Tugar se celocaron 200 » g cpm por cada tubo de 12 X 100 (anexo
1) usado para cade suerc problema. Despuéc de colocar las
diluciones del suero © les suercs se incubaron toda la noche &
a 4'C. Ensegufda & cada tubo se agregaron 5C vl de ur entisverc
anti-raton o anti-conejo {sequn e case) y se incubaron por & h
mas a 4'C. En cads tubc se usc suero normal a una dilucion de
1:100 como acarreador de complejos inmunes. Finalnehte e}
precipitado resultante se lavd’ dos veces a 3,500 rpr y la
rastilla final se analizd por EGPA-DSS. Los <componentes
inrenoprecipitados por los sueros  se detectaron  por  la
autnrradiugraffa del gel (como se menciona en la parte de marcaje
de superficie) (las soluciones para las dilucones de cada une de
los reactantes se mencicnan en el anexc 2).
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RESULTADCS,

LLTIVG DE TRCFOZDITOS. !

Los trofozoites de G, Jlawhlia, fueron crecides
axenicanente en medic TYI-6-33. Unz vez que I!legaron a la fase
logaritmica de crecimiento, se cosecharon y lavaron en AFS, La
uiahi!iqff de los parasitos se determing por el u{teda de
exclusion con azul tripanc. Cuande se centaren las ceivlas se
chservc cerca del %54 de viabitidad en el contenido de, unz
betella de cultive. El rendiqientn por recipiente fue de
aproximadamente 50 millones de celulas.

OETENCION DE ANTIGENC SOLUBLE. 4

Para la obtencidn de antigeno soluble de 6. lamblia,
ios trofozoitos se cosecharcn en fase locaritmica de crecimiento
y se lavaron en AFS, Posteriormente se resuspendieron en una
solucion de tris-base cor inhibidores de proteasac ¥ Se sonicaron
ya sea en presencia y ausencia de detergentes. La concentracioh
proteica a partir de 5C x 10 cdlulas fue de aproximadamente 3-4
mg/ml  par2 el antigenc preparade con triton x100 &l 0.9%, 2.5-3
mg/ml  para el extracto preparads con deoxicolato de scdio ai 24
y 1.9 aproximadamente para e! extractc preparado sin usar
detergentec,

123
MARCAJE DE SUPERFICIE DE TROFCZ2ITOE DE 6. lantlie CON 1.

Las celulas de G. lamblia fueron sometidas a marcaje
cor 1231 (yer parte de metodclogfa). A1 termino de la extraccion
de an{fgenc marcade, se tone una alicvota de 5 ul vy se midid la
incorpcracid% radiactiva en un contader d; emisiones gamma,
Generaimente se obtuviercn de 200 a 3T » 107 cpr er el volumen
de nuestra analizags. Lot astféenus marcacos fueron analizados
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por electroforesis en geles de peliacrilamide en presencia de
duodecil sulfato de sodio (EGPA-DSS).

ANALISIS ELECTROFORETICO DE ANTIGENODS SOLUBLES DE B. lamblia.

Con el fin de conocer la complejidad proteica de los
trofozoitos de B. lamblia, asi como el perfil de los antfgenus de
superficie marcados con 1231, los extractos scnicados fueron
procesados  por dlictrofondsis & geles  de poliacrilanice
(EBPA-DSS), E1 perdil electroforetico de los antfgenos sotubles
del pardsito mostreuna gren conplejidad e bandas (fig. 2). La
tincioh del gel con azul de Coomassie reveio” la presencia de 48
bandas en un rango de .pesos moleculares comprendidos entre 16 y
147 K, Fué notorio que entre algunas bandas exister diferencias
en cuantc 2 12 intensidad de tincion estc puede indicar que no
tedas iac bandas se encuertran en lz misma cantidad cone
constituyente del trofozofte, .

En la figura 3 se muestra e! iﬂillS!S el ec*rn+ﬂ'e‘tc"
de los diferentes extractos somicados ‘ge trofozoftos de 6.
lamhlia. El extracte obtenido con triton muestra Z diferencias
claras ern comparacion cor los extractos chtemidos ya sea con
deoxicolate de sodic y el obtenidoc sin usar detergente. La
primera es la presenciz una banda cercana a los 534 K y le segunda
son tres bandas muy juntas que migran aproximadamente entre 49 y
y 73 K (anbas diferencias seflaladas con flechas). Cabe mencionar
que no se encontraron diferencias marcadas en y entre los
perfdiles preteicos cuande se usc Z-mercaptoetanol  como agerte
reductor. Los patromes electroforeticos de los diferentes
extractos fueron reproducibies cuando se ensayaron con las
condiciones mencionadas en la parte de material y mé todes.

o
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Con 1z {inalidad de identificar los componentes de
superficie de trofozoftes de G, lamblia que fueron a:cesubie= al
ma'caie con 1231, ¢! extracto celular chbteride se sonetio a un
andlisis electrofordtice. La figura 4 muestra los resultados de
la avtorradiograffa de lot diferentes extractos, El ndmero de
de cuentac wutilizadas por carril para este anaiisis fueron
200 x 10 B patror del extractc obtenido con triton XiGC se
caracterizo por presertar  aproximadamente 16 bandas
identificablec con pesos moleculares de 16 a2 131 K, Este patrcn
fue reproducible y un aspecto importante fue 1a deteccion de una
banda mayorita~ia de aproximadanente 80 K.. A diferencia del
patroh de bandas obtenido con el extracto antigehico solubilizade
con triten, fos mostrados en iios extractos con deoxicolate de
sodio se caratterlzaron por presentar un mencr nimerc de  bandas
de 2'to pesc molecular principalmente. En estos extractos la
banda mayoritaria analizada en condiciones no reductoras tiene un
pesc molecular aproximade dg 114 ¥, En tedos los cacses en que Se
comparc el perfil electroferetico de cada uno de los extrattns en
precenciz y en ausencia de 2-mercaptoetanol la nlgraflnr y
rantidad de bandas fue diferente. Respetto a este se observo” que
en presencia del agente reductor el nlmerc de bzndac era menor
en ausencia de este. Por otro lado la banda mayoritaria de los
diferentes exirafios en los analisis en condiciones reductoras
tuve una nfgracton diferente lo que SLQIE”E que el agerte
reductor afecta de alguna manera las caracter{sticas de nfgrac|o
de los componentes de los Ciferentes extractos de 6. Janblia.

INGEI2ACIDY DE ANIMALES,

Con la fana}idad de preparar ios anticuerpos
menccionales, se p"c'edrc inicialmente 2 la inmunizacich de
ratores cen trofozoftos de 6. lanblia durante 4 semaras y se
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chtuvo, tartc suero irmune come céiclas  linfoides que
posteriormente fueron usadas en la fusion celular para la
obtencion de hibridomas. Los sueros obtenidos fueron analizados
en cuanio a la presencia de ant|cuerpos ant&:ﬁ;kgmhliglenp1eandc
la tecnica de ELISA (ver seccion de metodo! logfa). Los ensayos
fuercn realizades empleandc diferentes diluciones de suero inmune
(1:50-1:500). De acverds a da intencidad de la reaccion ebteride
en el ensayc de ELISA se determino’usar la diluciof de 1:100 conc
ectandar para, el control de suerc inmune en er;ayos subsecuentes,
La titulacion ae les suercs inmunes de raton en |a tétnica de
ELISA dewastru gue con este pretocolc de innenizacich se obtuve”
un buer tftulo producc&d& de anticuerpes er los  animales
enpleados.

CRECIMIENTG DE LAS CELULAS DE MIELDMA. 5

Las :e]u1as enpleades en le cibtercion de -anticuerpes
monoclonales fueron de 1a Iinea Xé“-ﬂg@ 453, las cuzies se
crecieron & contluencia en mecdic RPMi-1640 suplementade con 10%
de suerc fetal bovino. Estas fueron cosechadas en  fase
‘ogarftn*ca de crecimiento. E! rendimientc por botella de cultive
fue de aproximadamente ce 3 x 16% cdiulas. La viabilidad de
estzs ceterninade por el nétode de exclusion con azu! tripanc fue
aproximadamente de 85,

OETENCION DE &NTIC 'u'E 235 MONOCLONWALES,

La fusion celuiar para ta obtenclor ge anticuerpos
mQHQCranaies se 1leve” a caho vtilizando 18 ce:J?as lintpides ¥y
ur ndmerc igual de teIL 'as de mieloma, E! numerc total de pozos
con crecimiento de nibridos obtenides fue oe é1. Los resuitaces
de esta fusidh se resumen en 1a tabla 3, er donde se nJest*a que
la eficiencia de fusion fue” del 21.5%, y e! 28 % de hibeidos
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mostrd’ reaccion positiva en el anailsls por la tecnica de ELIS4,
De estos ¢e seleccionaron agueilos hibrldos que presentaron mayor
reactividad en los ensayos de ELISA, as{ cono por los patrones
cbtenidos en ensaycs de inmurofiucrescencia indirecta.

CARACTERIZACION DE ANTICUERFOS MONOCLOMWALES,

El nurerc de hibridos que resultaron pesitives por
ELI8 fue de 17 y de estoc se seleccionaren i1, los cualec fueron
clonados. Los resultades de la clonacion se encuentran resumidos
er e tehlz &, en conde se muestra que la eficiencia de clonacion
asi como la positividad en ensayos de ELISA para cama hibrido es
variable. De lac cé'ulas clonagdes se seleccionzron cuatro y los
resultados de su caracterizacidn se resumen en la tabla 5. En
esta se sefala que los anticuerpos monocicnaies fueron de los
isotipos IgG! (207D1%), IgBZa (3F4LT) e IghZb (IFICDE y 3FIIG3),
Las clonas ademat de ser pesitivas por la tecnice de ELISE,
presentaron reactividac cuandﬂ se realizd con elios e‘ ensayo de
inunofiuorescencia, En este C1time se usaron trofozoftos vivps,
tos cuales se procesaror come se menciona en la parte de
metcd:!og'a. La reactividad de ios anticuerpos monoclonales se
iocalizo” en ia superficie del tro#uzoftc, as! se cbserva que la
clona 1FI0DE tife pﬂlnclpalnerte la porcion donde se encuentra el
disco adherente del trofozofto. La clcna 207010 reconoce una
17nez ventral a lo largo de! trofozofte. Dicha 1fhea termina
cerca del cuerpo nediano, el cual tambieh es reconccide
(figura 35b}. La t|rc|0ﬂ obtenida con la clona 3F4CS, se observa
en lo que pcd»na ser el cuerpe medianc (fig. S¢). La
fluorescencia que se obtuvc” con la clonz 3F1163 se localiza en
toda la superficie dei trofozofto en forma de parches (fig. 5d).
Por {ltimc en 12 figura Se se nuestra e} patron de fluorescencia
de los trofozoitos cuando se uso suerc inmune, En este el
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recorocimientc se locz!iza en todc el organismo.

PURIFICACION DE ANTICUERPOS A PARTIR Dt LIGUIDO ASCITICE.

Lac clonee seleccionadas despues de cultivarse in yitro
er ca,ac de cultive fuercn probadas en el ensaye de ELISA para
aseguranse que aur mantenian su produccion de inmunoglobulinas
y postreriormente se expandieron in vive mecdiante ia incculacion
de ratones de la cepa BALB/c cen 108 cetulas por raton. Los
resultados de obtencion de anticuerps monocional a partir de
1fquidt ascitico se reportan en la table €. Er esta tabla se
nuestra que la cantidad de protefna varfa en un range de ! a 2.8
mg de praieFﬁa por ri de ascitis,

INMUNGELECTROTRANSFERENCIA,

Con la finalidad de conocer que componentes proteicos
erar reconoccides por los anticuerpos monoclionalec se Hevo z cabo
la trancferencia de protefnas de 6. lamblia a papel de
ritroceluiosa, EV papel con las proteinas trancferidas se puse &
reaccionar con los ‘diferentes anticuerpos y suercs disporibles
pare esta tecnica.

La figura éa muestra el patrdﬁ dg protefras
transferidas al papel de nitrozelulasa, el cuzl fue te¥ide con
tinta india. Los componentes detectados fueron practicamente
similares en cuantoc a nunero y PN a 1os cbtenidos en el andlisis
electroforetico. Las figuras éa y éb muestran ‘1a reaccion de!
pape! de nitroceluloss con los svercs de raton y de conejo
respectivamente,

’ i ’ g ;
Con el suerp de rator se ebservo la tincion de varias
bandas comprendicdas en un range de 22 y 128 K. Principalmente
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existieron § zonas de reconccimiente muy marcade con oS
siguientes pesos molecuiares 31-34, 38-44, 47, 48, 62 y 115-123
K y otras zonas con menor gragc ue tincion, En contraste con el
SUEro inmune de corejo se Iogﬂo ur mayor numero de bandas
proteicas tefidas por enctma de 40 K. No sucedic asf con bandas
de pesc molecular mac bajo de este las cuales no se tiffieron
claramente,

Cuando se hicieron reacciorar  tog  anticuerpos
monccionzies con el papel de nitrocelulosz, las tiras revejaron
ta precencia de variac bandac muy terues, Esta cerie de bandas
ce encontraban ehtre 20 y 160 K, Sir enhzrgo, el corntrol de melic
presento reaccion cor alguras de lag bandas, por lp que este
recenocimiente pude haber side en cierte modo inespecidico,
INMINCFRECTRFITACION DE ANTIGENDS MARCADCS DE G, ‘tambiia,

'utfﬁerc de £, -a*“u~= mancade con 12°0 fue usado en
ercayes de inmuoprecipitacidn siguiende e protocoie mencicnado
er le parte de metnﬂclngfa ‘

1k
E!

La fig. 7 muestra la inmuhoprecipi*atioi ge 108
diferentes extractos de antigenc marcage usande suerc de cun5|c
antlﬁﬁ* lamhtia. EI patrdh EIEttrnfnﬂeiiro de los aﬂtfgenos

extrafdos cor triton x108, <ce caracterizo’ por presentar dos
bandas de gran intensidad. Una cercana a los 113 Kk y otra
de aproyimadamente de 80 K. Con respecto al reconccinmiento de el
cuerp inmune en el extracto solubilizade con decxicolate se logrd
obterer una banda nuy tenue que migra aproximadamente a 103 K,
Asimismo los resultades obtenidos cuande se precipito’el antfgeno
er ausenciz de solubilizadores fueron muy cimilares a ios
precipitados en el extracto obtenido con DOC,
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Er ecte ensayc loc  recultados de  precipitacion
gotenidos usando  anticuerpos  monoclonales no fuercn o
suficientemernte clarpe, por le cua!l no fue” peeible analizarios
adecuadamente.
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FIGUSA 2, Analisis _E!scira4ar;tr:o de los diferentes extractos
solubles de trofozoftos de 5. lamblia extraides en
diferentes condiciones, a) extractc obtenids con triton
X165 0.54 o) antfgenu sclubilizado con deoxicolate de
secic 2l 2 e) ant?genc ehtenidc en ausencia oe
detergentes; en condiciores reductoras, b) igual a a)j
¢) igeal & o y 4) igual a e) perc sin agentes
reductores.
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FiouR~ =, &cts*racsug"a{{a ge? anelisie electroforeticc ce  los

corponentes proteicos de E. !ambiia suceptiblies al
marceie con®l, Usandc como agentes sclubilizantes:
a) triton X100 0.054; b) deoxicclatc de sedio 24 ¥ ¢}
en ausencia de detergentec. R significz er condiciones
reductoras ¥y NR en condiciores no reductoras. La
radiactividad usada por carril fue” de 200,00 cpm.
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TABLA 3. (OETENCION DE ANTICUERPOS MOWGCLONALES CONTRA Giardia
Tanhlia,

INYINT2AT]0n % DE HIBRIDOS % DE ®IBRIDCS POSITIVOS
POR ELISA

Ratones BALB/c inmu-
nizados 4 veces con
560,000 trcfozoltos
de 6. lambiia a in--
tervalos de 1 semana

(o]
wn
Lo
(e8]
(o ]

Ootencicn de anticuerpos monocionales contra B, lamblia, Celulas
de bazo de ratdn obtenidas despui% de inmunizar & los animaies
con trofozeitos de 6. lanhiia fueron fusionadas con células de
mielona Xé3.AgB.653. La produccion de anticuerpos moneclonales
fue deterninada por el encayo de ELISA.

El porcentaje de hfbridos se nbtuuu’diuidien'do el nunero de pozos
con crecimiento celular (62) entre el numerc total de pozos
con que se inicio el experimento (288) X 100,

El porcentaje de hibridos pesitives por ELIS4 se obtuve por la
division de pozes con crecimiento celular y gue mostraron mayor
reactividad en el ensayo de ELISA (18) entre e! total de pozos
utilizados (42) X 160,



TAB.4 4, CLONSCION DE RIBRIDOS PRODUCTCGRES DE ANTICUERPCS AWTI-E,

laphlia,
FIERIDD yARSRIS Sk 7 FOSITIVAE FOR ELISA
108 é.3 £.t
1F9 2.0 1.0
iFil é.5 6.9
1810 14.6 10.4
244 4.5 2.0
204 2.0 2.0
207 2.0 2.0
263 25.0 0.0
3R 6.5 é.5
Ki3H! 16.6 10.4

La clonacion de hibridos prcﬁuctores de anticuerpcs monocionales
se 1levc 2 cabo por dilucion limitante. E] porcentaje de clonas
de los mismos, se calculd; dividiende el nimere tctal de clonas
cbteridas entre el total de pozos usades X 10C. La pesitividad de
estas clonas se determing dividiendo el nlmerc de  clonas
pocitivac ertre el teota! de cleras obteridac X 180,
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TABLA 5. CARACTERISTICAS DE CLONAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES CONTR §. lanblia,

CLON 1S071PO DE Ig ELISA FLUGRESCENCIA
1F10D8 I1g62b 2 4
207018 Igt! + +
3Fals 1g622 + +
1163 lgb2t 24 t

Loc sobrenadantes de las clonas seleccionadas fueron anaiizados
en cuanto a su isotipo por ensayos de ELISA empleande anticuerpos
monoespecificos en contra de las diferentes inmunoglobulinas de
ratdn. Los valores reportados para el emsayo de ELISA fueron
determinados por cruces (+) de acverdoc 2 la intensidad de la
reaccion obtenida en este ensayo. La reactividad de los
anticuerpos monoclenzles en  ensayos de  inmunoflucrescencia
indirectz se reportarcn con cruces cuande resultaron positives.
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TAELA 4, PURIFICACION DE ANTICUERPDS MONOCLDNALEE A PARTIR DE
LIQUID0 ASCITICO,

CLOw VOLUMEN TOTAL DE CONCENTRACION DE PROTEINA
LIQUIDD AECITICO POR m] DE ASCITIS

1F1008 3m 1.026 mg

207010 9 ! o 2,814 mg

3F4CS 9 ml ' 2,074 ng

JF11€3 é ml 2,544 np

Células de Nas cuatro clunas seIECtlunadas fueron inoceladas en
ratones BalB/c. El 1fguido asc:tlfc nb*en'uﬂ de estos se
prec:pnte usando selfate de anonic.

La cnncentraclon de pretefna por mililitee S5t obtuvd realizande
la division de la cantidad total de prn*esna al finai de' la
precipitacidh entre el total de mililitros de ascitis
precipitados.

B
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Fetrpnee de reactividac  obtenidos en  ensayos de

inmunofiucrescencia indirecta con trofozoftos vivos de
6. lanbliz incubadoe con diferentes anticuerpos

monocionales a) iFIGDB: b) 207D10; ¢) 3F4CS; d)  3FLIE3
y €) suerc inmune cde ratch, Las muestras fueron
observadas en ur microscopio de fiuorescencia. X400.
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FlgUR4 4. Reactividad de sueros inmunes anti-g. lamhliz por la

técnica de inmunoelectrotransferencia. a) pape! de
nitroceiulese teflido con tintz india despu#@ de 1a
transéerencia electroforética de proteinas; b) suero
inmune de raton dilucidh 1:100; ) suerc inmune de
conejo dilucidh 1:250,

-
-
.
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Autorradiogradfa de la inmuncprecipitacion de antigenos
ge G. lamblia marcados con “®1, usando suero inmune de
conejo, E! andiisic de precipitados se realizcd’ por
EGPA-DSE, a-e) componentes solubilizades con DOC 2/ ¥
precipitados con &) suerc normal de conejo; b-C)  suere
inmure cde conejc 2,4 y €& ul respectivamente; el
extracte reducidc, Los siguientes paneles (+-j) son les
patrcnes obtenidos con el antigeno solubilizade cor
tritdh X100 y loc cuzies fueron precipitados con )
suerc de conejoj g-i) 2,4y & ul de suero inmune de
conejo; jJ) extracto en condiciones reductoras,
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DISCUSION,

Desde los inicies de este sigle se ha intertade
mentener trefozoites de 6. lanblia en cultive in vitre (&), Este
organisme se logre cultivar en forma moncxénica por primera ve:
en 1940, Estes cultivos se establecieron a partir de aisiados
cbtenidos del hombre (é4), Posteriormente e han  lograde
desarrollar cultivos axenicos (33-37), los cuales har servido
para 1levar a cabo estudios acerca de este parasito, el cual se
puede obtener libre de contaninantes, En el presente trabajo se
11eve a cabe el mantenimiento de trofozoftos de 6. lamblia de la
cepe Portland-1 vsarndo el medio de cultivo TY1-5-33 inicialmente
descrito por Diamond (67) y modificado por Keister :(37). Los
celtivos de B, lanblia constiteyeron un material iddheo para
l1evar a cabo }a caracterizacicn de antfgencs de este pardsito.

El  aislamiente y la caracterizacion de antfgenoe
relevantes de organismos pardsitos ha side de gran importancia er
el carpo de 1z paraciteiogia clfnica. E} contar cor antfgenos
pures de ectos urgaﬂlsmos ha pernit do lleuar a cabe estudies
acerca de la B eieﬂ'a de los pa'asrte as! como e papel que
juequen estos componentes en la relacion huesped parasito.

Con 1la finalidad de caracterizar antigenicamente los
compenentes proteicos de 6. lamblia se siguieron tres estrategias
Por un lade se p"n'ed*e 2 Ta obtencidr de extractos sciubles del
para5|to enpieandc para eilo detergentes comc agentes
soluhilizantes. Otra forma de abordar este estudio fue mediante
el enplec de técnicas de radiomarcaje de superficie con 1257
finalmente se prepararon anticuerpos monocionzles en centra ge
antfoencs del pardeito,
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£! uso de detergentes en la obtencion de antfgenos
spiubles ha sidc bien documentade (68,49). La utilidad que tienen
estos corpuestos es disciver loc complejos  lipeproteicos
principaimente, logrardo con esto solubilizar componentes de las
menn"aﬂas de oﬂganrsqes que pueden ser caracteﬂlzacns por
anaiisis eiectreforeticos. La soiubilizacion de estes puede
variar ﬁepené:endn del detergente que se emplee. En el presente
t"a“ajn a! utilizar doe agentes scivhilizantes en ta extraccidn
de ant! rgence de . lambiig, se observaron diverencias en coarlo a
la cantidad ce prnt9|na total obterida. En el casc de triton XiGl
se obtuvieron 3-4 mg de protefna por mi, mientras que cuandos ce
uso DGC el rendimiento fue menor, apreximadamente 2.5-3 mg de
proteina por. mi. Estos resultados Rl nhtuuie'on er variops
experimentos, en jos cuaies se utitizd el misme nmerc de célutas
soiubilizadas con jos cetergentes menciorados.

e /. . s, . LA
£i analisic electreforetice entre extractos antigénicos
’ vy " - Vot
denostro que - la solubilizecion de proteinas de 8. lambiia <o
- 2 ., ’ .
efectua de manera similar en relacion al numero de eilas, perc
. . . . . . *
exicter ciferencias en cuanto @ 1z intersidad de tincion con el
¥ M . - ~ P . ~
colorante aze! de Coomassie. Asi, cuando se empiec triton XIGD se
observaror 3 bandas gque migran entre 4% y 75 K v otra alrededor
. *
de 354 K, las cuales parecer estar er mayor proporcion en esios
extractos que er los solebilizados cor DOC. Estos recsultados
sugieren que tos detergentes empleados parecen actuar de marera
diferente en soiubilizar componentes de €., lant!iz,
B —

En general e! pat'on de bandas ohservads cop ios dos
deterpehtec usados se caracterize por presaﬂtar similar nfmerc de
bardas (48 en total). Los pescs molecuiares entre ios gue
quedzron conprendides estes componentes Sye' de 14z 147 K, Ern un



estudic 1levado a cabo por Smith y col. (30}, se caracterizaron
lae prutelnas de Giardia de d|4erentes ]DEB]IZ&E!O“!S geograficas
En los andlisis electroforéticos realizados por estps autcres se
vsaron extractos de trofozoitos de 1a cepa P-i obtenidos por
crelos  de congela:idﬁ—desccngeiacidh, encontrandose 24
compenentes entre 12 y 140 K. En otros ectudics realizados por
Moore y cot. (70), se analizaron por EBPA-DSS extractos sonicados
de *rﬂr::nl‘os de G. lamhlia de ta misma cepay el nunero de
prste|na= observadas en este andlisis fue de 20, Lag ciferencias
entre ioc resultados presentadoc en ecte estudic y los obtenides
por ectos avtores pueder deberse @ la maner: de obtener ics
extractos de trofozoTtos. El mayor nimero de handas obtenicos en
ecte trabajc sugiere que la utilizacior de) método ce sor cacion
conjuntaménte con un getergente (en este case triton X:00)
faverece la solulilizaci ion ce antigencs, to cua! da lugar a una
mejor resolucion de estos componentec cuando sor ana!izades por
EGPA-D2S.

Por otre lade la extrema sersibilidac de jos metodos de
rezionarcase  es  generamente escencial en e geteccion de
pequefas cantidades de antigenos presertes en compieics
b1e1db-:ns. En este aspecto e! metodo de iactoperoxides: vsenco
128] es tno de s métodos mas comunes para el marcaje de
p"etEinas ge superticie, Lon el fir de caracterizar antfgence
nresentes en la superficie Oe ios trofozoftos de B, lanniia se
Ve a cabe la radioicdacion de estos componentes, E
caracterizar estos antfgenos resulta de gran importancia, debido
2 cue sor estos ios gue primeratente se exponen al sistemz innune
dei huesped. En este sentido es posible que §. lamblia contenga
en e superficie comporentes que le pernqter reconecer ¥
adherirse a las celuias del eprtelio intestinal.
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Al ser analizados por EBPA-DSS, se chservd que solo un
ndmerc reducido de connonentes de 6. lamblia fue suceptibles al
rarcaje con 1231 er comparacion con los extractos totales, La
giferencia dei vsoc de detergentes er la extraccion de artigeno
soluble marcado pare su analisis en EBPA-DSS fue notable &l
a! observar la avtorradiegraéfa de estes componentes, De esta
manerz, se demostro gue tarto lac bancas de 2lto pesc molecular
come las de bajo pese molecular mostraron mayor recolucich cuande
ce usc’para su extraccicn triten XiC0 corparadas cor aguellas
extraidas con DOC o sin usar cetergentes. Asimisme se presentaron
patrones diferentes en cuante 2 e n:g"a:id% de fpoe diferentes
extractos, La variacién nmds notable fue observada en el
cosponente mayormente marcade ya cue se encontrd en  un peso
melecuiar mas alte en el extracte solubilizade con DOC. De igual
manerz los extractos analizados en condiciones no reductoras
fueren diferentes 2 tes efectrados en cerdiciones reductoras,
Ecte sugiere cque el 2-mercaptoetanc! 2l romper lec enlaces
disulfurc altera la estructura espacial ce las protefnas oe E.
lasbliz y por lc tanto su comportaniente electroforético ec
diferente.

g f
Al comparar les resultades de este  analisis

- /o, . .
etectroforetico de los componentes radiomarcades de £, Tanblia
con los obtenidos por otros autores se ebservaron algunas
Giderencias, En estudzgs reportades por Nash y col. (42),
enpiends marcaje con 291 de trofozoites de la cepa P-! de §,

i e o #
lanbiia, <ce encontro en el andlisic electreforetice le presenciz
de un material polidicperse de alte pece mclecuiar, el cual ne
$u€ detectace en este estudic de antigenps. La ausencia de este
) . , / L4

material se podria debera la manera de evtraccion de antigencs
de trc!echins, yé que estos autores wvtilizan cicics oe
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congelacidn-descongelacion. Por otrc lade Einfeld y Stibbs (44),
reportan la presencia de £ compenentes en un andlisic
I . . 4 .
electroforetice de extractos maﬂcipos de trefozoitos de la nisma
cepa tragrentades por  sonicacion y solubilizacion con triton
X100. Entre eiles uno mayeritario de 80 K aproximadanente. Estos
resuitados son similares a los cbtenidos en el analisis
‘ . ' - Bscch |
electroforetico de antigenos realizado en este trabajo, ya que &
g ' .
igual que estos autores se observo un componente mayoritario de
= n o . s -
aproximadamente BC K de pesc molecular, asi como una serie de
banrdas de pescs moleculares similares a las ohservadas en si
estucic, Ectac similitues podariar geberse & que las condiciones
rara la cbtencidh de antfgenos fue semejante al usar soricacidn
A : ron < n
para 12 fragrentacicr de ceivias  y teiten XIOC pera la
solubilizacidn de antfgenos,

: Lcsfdescubrinieptas ¢ Kinler y Milstein acerca de
lz chtencicr de hibridos que sinteiizar anticuerpos homogenecs
especféicos  (65), ha constituide wha ce las mas valicsas
herramientas usadas en Biclogfa y Medicina. Mediante el uso de
estes anticuerpes monoclonales se han logrado aislar y
caracterizar antfgenos relevantes de organismos  pardsites
importantes en Salud Piblica. Estos antigenos purificados pueden
ser ampliarente usados en pruebas de diagnd%tito y de proteccion
cortra las enfermedades ocasionadas por pari%itos (71).

Mediante la fusion celular entre c€lulas de mielona y
células linfoides provenientes de ratones immunizados con §.
lanblia, er este estudic se obtuvieror varias clonas, de las
cuales se aislaron 4 de ellas que producfan anticuerpos de la
clase Igf contra B, lanblia, Cuande se caracterizaron estos
anticvernos monocicnales se encontrd que " reaccionaban  con
antfgeﬂos sclvbles y de superficie enpleando las tecnicas de
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ELIS2 e inmunofluorescencia indirecta respectivamente, E1 heche
de que estas clonas produjeran anticuerpos de la clase Igf
revicte cierta inportancia, ya que en pacientes que presentar la
erfermedad en un estadc cronico este tipe de inmunoglobulina se
encuentra cor mas frecuencia, as{ como en concentraciones
etevadas (30}, De esta marera el emplec de anticuerpes
monoclonales pernitir{ aislar los conponentes reconocidos por
ectes y estudiar su papel en la infeccion.

Con lz 4inalidad de comocer la localizacion de
antgencs de los trofozoftes de 6. Jamhlia que eran reconccides
por Tos anticuerpos monocionales producides er este trabajo  se
levo” a cabo la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Los
resuitados  de este ensayo demostraron  gque existe un
reconocimiento de componentes de superticie en trofozeftos vivos
de . lazblia. La reactividad con alguros  anticuerpos
monoclonales se opservd en estructuras localizadas en la parte
ventral de! trofezofto, La importancie de estos observaciones
recide en el hecho de que esta pnrcqﬂn de Giarcia es ia que tiene
ure refacidn mds intima con las céivias dei epiteiic intestinal.
Asimisne los d!fereptes patrones obtenidos 5ug|eren que la
superficie de trofozoftos presenta heterogeneidad antigehica. Asi
que 2 anticuerpos morocionaies recenocer el cuerpo med‘u pero
ero adends tifle una estructura diferente al ctro. Una mds de las
clonas reconoce el disco adherente e} cual, ha sido involucrads
en la adhesidn a cfivias del epitelio intestinal (15). Por i1timo
una c!nna reconoce 1o que podrfa ser el reborde lateral del
trofozefto asi cono los |aﬂ5105 y cuerpc mediane del misee,
En este contexto 1la cu"r6|cacrnn de antfgenos de SL"!P‘#C!!
reconpcidos por les anticuerpes nonccienales pernitira llevar 2
2 raho ectudios cobre el papel! de estec antfgenos en la adhesich
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de trofozoitos a céiulac blanco. En este aspecto en el
laboratoric de 12 D"a. Crtega se ha lograde aisiar mediante el
use de c'umatnn"a+|a ge afinidad vsande un anticuerpo monoclional
de la misma 1fnea que 1F10D8 (iF10CIG), un componente de
aproximadamente 67 K € cua) se ha usado en ensayps de  adhesion
de trofozoftos de 6. lanbiia a celuias MOCK. Los restitacos de
ectos estucios sugierer que ecte antfgenc inhibe permanentenerte
ta acresidn de trofozeftos a céluias MOCK.

Por otro lado era de inter€s caracterizar jac proteras
ce! ;ari%ite reconacicos por  los anticuerpos morocicnales. Fara
tal etecte  ce Tievd g cabc el ensayp de
inmunoelectrotransferercia incdirecta usande primeramente cuergs
innunes de rat ﬁ y de conejo. Los resultados de ectoc mostraron
que un gran numerc de conporentes son reconocides por los sveros
usados, Ecte sugiere que lac preteinis parecer no . petgder  sus
propiedades inmunogénicas despuds del tratariente electrotorftice
La reactividad ce los anticverpos nonoclonales se  intertd
cbservar enpieando ei mismo procedimiente, sin  enmbargo, ics
resultados obtenides no fueren concluyentes, La poce claridad en
ta tircidn ce bandas en e' papel de nitrocelulosa observada con
anticuerpes monccionzles podria deberse a! use de  agentes
decnaturatizantes como el DSS, lo cual pndrfa canbiaria

condormacion natiua de les componentes de B, lamblia. De ecta
manera no habria un reconocimiento de estes por }os anticuerpos
monocionales, ya que en ] procese de jnmunizacion se emplearon
trofozeftos completes. La ausencia de reactividad de les
anticuerpos moncclionales con prctefnas transferidac a filtres oe
nttrocelulosa ha sido repertada per otros autores (59). En el
caso de lps anticuerpos policlionales 1tz cesnaturalizacidn de
algunos connonentes parece no interferic con su reactividad, Esto
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puede ser debide a a suc caracterfsticas de policlonalidad,
Acimismo se ha reportadc (é0) que estos sor capaces de reconocer
proteinas aun en estadc desnaturalizante.

Otro de les ensayos realizades en este trabajo para
analizar 2 reactividad de anticuerpos tanto monoci nrales como
poljclonales fue” la tecn*ca de co- prec|p|tac|un de antlgenos de

£, lamt'iz marcades con® 125, Cuande se emplearon suercs de cenejo
Jnmun.zadu con trofozoftos de  §. lamblia, los resultades
mostraron bacicarente 12 precipitaciﬁn de dos corponentes de aite
pesc melecuiar en jos diferentes extractos ctilizados,
denrcstrandc 1z inmunogenicidad de los componenetes. De iguel
manera e! mismc ensayo se lleve a cabe con los anticuerpes
moneclonales obtenidos en este estudio. Sin enbargn, dado que el
{onde encontrade en los controles fue muy alto por lo que resultd
di$fcil €l terer detos concivyentes al respecto.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este
tra.ic, ES im,c"taﬂte enfatizar que el contar con cultivos
axénicos de trofozoftos de §. lawhlia permitid 1levar a cabo una
caracterizacion de componentes de este pardesito. Los datos
resultantes en este trabajo, siguiendo las diferentes estrategias
planteadas, proveen informacion relevarte para llevar & cabe
estudios posteriores en cuanto al aislamiente y purificacich de
antigencs de 6. lambliz, Unz vez obtenidos estos, pueden ser
empleados para estudiar su papel en la relacion huesped-parasito.
Asinisme estas investigaciones ofrecen perspectivas parz el use
de antfgencs aislados en pruebas de inmunodiagndstice y en
ensayos de proteccioh empleando en este yltimo casc modeios
experinentales para giardiasis.



CONTLUSIONES,

3.

Se togrd el crecimiento de trofozoftos ce . iambiia mediante
cueltives axénicos psande el medic TYI-3-33 suplementadc con
10% de suero de terrera y bilic bovine como un constituyente
importante,

- . . N p A
Ei anaiicis electroforetico de extractos selubles de G,
. 4 v
athliz mostro un totel de 4€ proteinas con pesce molecelares
entre 14 y 147 K.

o - o~ . . i
Los antigence de superficie de G, jamciia accesibles al
2 £ b R e
marcaje coi23] gon pocos y su moWilidad er EGPA-DSS  {fue
diferente depenciendc de las conciciones usadas para su
-
gxtraccion

. . r,.
Se obtuvieron anticuerpos monoclonales espectficos contra
v M " .
antigenos sclublec de €. lambiia,

Los ensayes de inmunofivorescencia indirecta ucande cuatro

anticuerpos monocionaies oemostraron que estos estan dirigidos
I ' d .

contra la superticie de trofozoitos viabies.
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ANEXD 1. REACTIVOS Y EQUIPC.
REACTIVOS,

BAKER.

dcido acético, acido cftrico, bicarbonato de sodic, carbanato de
sodic, clorure de sodio, clorurc de potasio, dextrosa, olicerc!,
fosfato de potasio dibasico, fosfato de potasio monobasice,
fosfato de sodic, metanc!, suifato de amonioc.

BEL.
Extracto de jevadura, tripticasa.

BI0-LABS. "
suero de ternera.

BI0-RAD,
acrilamida, bis-acrilamida, duodecil sulfate de scdio, TEMED.

CAPPEL,

conjugacdos:

conjugado-suerc de cabra anti-Ig de ratéﬁ-praxidasa, suero de
cabra anti-1g6! de raton, suero de cabra anti-IgG2a de raton,
suero de cabra anti-IgE2b de raton, suero de cabra anti-Ig63 de
rai&n, suerc de cabra anti-lgM de raton.

SIoMA.

dtido L-ascorbico, albumina sérica bovina, bilis bovina, citrato
férrico de amonio, 4-clorc-1-naftol, gelatina, glicine,
lactoperoxidasa, O-fenilendiamina, persulfato de amonio, pironina
Y, tris-base, tween 20, amvinopterina, timidina, hipoxantina



&9
funpizona,
MATERIAL Y EQUIPD,

PREPARACION DE ANTIGENDS SCLUBLES,
centrifuga refrigerada BECKMAN TJ-6, sonicador MSE, hemocitometro
AMERICAN OFTICAL, centr{fuge EPPENDORF mod. 5414, tuboz FALCON de
50 m1, tubos EPPENDORF de 1.5 ml,

MARCAJE DE SUPERFICIE.

tubos PYREX de 12 x 100, centr{fuga refrigerada TJ-6, centriuga
cifnica 1EC, contador de emiciones gamra PACKARD BELL, sonicader
MSE, centrifuga EPPENDORF mod. 5414, tubos de poliestirenc
cristal 12 x 100.

ANALISIS ELECTROFORETICO, :

fuente de poder 1SCO mcd. N-493, cdnara de electroforésis BRL
U-161, agitador giratoric NBEW BRINSWICK, platTna metlice para
barra magnética CORNING, tubos EPPENDORF 1.5 ml.

OBTENCIDN DE ANTICUERPOS MONDCLONALES.

tubos FALCON de S0 v !Sm!, centrifuga clinica IEC, campana de
#lujo laminar VECC, incubadora con Oy, hinedad y temperatura
regulada FORMA SCIENTIFIC, placas de nmicrotitulacion COSTAR,
pipetas seroldgicas de 1,5 y 10 nl , botellas para cultivc de
celulas COSTAR, propipeta PIPET AID, microscopio ZEISS, viales
para crioceltive NINC, micropipetas GILSON, congelador de -70°C.
REVCO, contenedor de nitrogeno 17quido.

ENSAYD DE ELISA.
micropipetas GILSON, placas de microELISA DYNATECH, estufa con



7%
temperatura reguiada PRESICION, redrigerador ANERICAN,

INMUNOFLUGRESCENCIA

tuocs de 1.5 ml EFF’H"Q#‘-’ centrffuga BE”P‘&‘ To-4, micropipeta
BILSON, microscopio optico OLYNPUS, microscopic de fluorescencia
{EISS, portaobjetos, cubreobjetos de 16 x 18, barnz transparente

ﬂh.h"lE ECTROTRENSFERENCIA,

cimara de electroforfsis BRL, fuente de poder ISCO, micropipeta
EILEDN,  tuboc eppendort, piatfna cor temperatura CORNING,
acitador lateral BcLLCO GLASS, cdmara de transferencia BIC-RAL,
fuente de poder BIO-RAD mo¢. 2.5/25C, tubos de 16 x 150 cor tapen
de rosca PYREX,

PECIEITACIO
n. :J : Hua ..'\

tuboe de pu:-sc"ren" crictai 12 ¥ 100, cc"tadar ganma  PACTKARD
BELL, centrifuge EFPENDORF mod, 5414, cdmare de electroforesis
BRL, fuerte de pooer ISCG, micrepipeta BILSON.
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ANEXD 2: PREPARACION DE MEDIDS Y SOLUCIONEE.

CULTIVC AXENICO DE TROFOZCITLS.
Preperacicr de’ medic TYI-8-33 nmodificadc por Keister (1984,

bilis DOVING severvravssvsnnsss 0.05 9
extracto de levadvre.ivuiunane 1.0 g
tripticasa...... sERwme e EaD g
dextr0saivesvienmnnniirans ey pb g
clorurc de S0diGissassranareses 0.2 g
L-cicteina,.... e sy a2 g
dcido L-ascorbittesuunerininsn, 3.0 g
citrato ferrice de amonic...... 0.02%8 ¢
fosfato de potasio dibdsico.... 0.0¢ g
foséate de potasio monobacice.. 0.0 g i

Se Tlevo a 80 ml, de agua, se ajustd el pK, entre £.8-6.5 ¥y se
$11trd @ travée de unz e une membrana millipere de (.22um, Al
#tnal se reconstituyd con io siguiente:

siero e terneErd.ciiscaneniicns 10 m

AR 25,000 U1
«

EETT‘EFIM.‘EPHE............_..n. U|n25 g

INYNTZACION DE eNIMALES,
amortiguador fosfate saline (AFEY ph 7.2,
cloriro de Soditc.seseecarnuans 8.0

cloruro de potesiciisiininnennn O
fosfato de sodic dibasicOuivnss 2,
$petato de potasiciivvesninanes O

2
8% {dodecahidratado)
2

[[=JT == =]

. smae ; o / 3 4 i
atorar a {002 mi de agua bigestilada despues de ayustar el pH,
s ’
Pare preparer ta sclucior cor ACF c ALF, c& mezclc el
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A ’ ) 2 A
antigeno disuelto en AFS con ur voluner igua! de adyuvante y se
. L
emulsiono vigorozamente.

OBTENCIDN DE ANTIGENDS SOLUELES,

tris 10 mM pH €.13 conteniends inhibidores de proteasas.
Los inhibidores se prepararor  por  separadc en sC
cencentradas como sigue:

!“-E" ||||||||||| R RN NN iﬁt lh': en agl.lé
FFHS-n|tollnlloalooalnnlauall-- 233 moen ISO;?I'GpiﬁC'E.
125

MARCAJE DE SUPERFICIE DE TROFC20ITCS COW 1.

AFS 2¥ 4 (.1 N de KC! (AFS concentrade 2 veces + 3 ui de HCYDY,
AFS-KI C.0Z7 M (AFS + cristales de KI hasta §.027 M),

AFS-KI 0.001 M (AFS + cristales de KI hasta 0.001 M I,
lactoperoyidase ! ng/mt  (cisueltz en AFE,

perdxido de hidrcgeno £.03% (disuelto en AFS)

ELECTRGFORESIS DE ANTIOENES SULUBLES.

GEL ESPACIADOR (30 ml), ;
arrilamida 3. eiriinnnas ares 10 mi
bicacriiamida ZHuvurenansnennes & n
iris-base 1 M pH EB.B...... e 11,250 i
PRS2 v veinvasvenvisnone  Dalg 1]
BOUR s inamii s avaaindee 4,4 mi
TENES iiicasss dmdseseess o013t W

perccidfato de amonic 104,000 009 mi

GEL CONCENTRADOR (10 mi),

acrifarmida 30%.ceienss PP (17 mi.
bisacrilamida Zhisevanssnsrnaes 047 m}
tris-base 1 M pE b.Biuiiens. 125 M



bS8 2hwaisnveniisvvesivase  Bal
A0l swasaaiinsur i dra sin s 6.8
TRHED s visaavaacvivesvienvisane ]
persulfato de ancnio 10%....... 0

SOLUCION DE CORRIDA,
tris=base v iveismuininsis wn, . 3.02
BT T R e

ajtstar PR i .3
D S ZD; fr R AR AR AN R R R R 5
a{gpir a'l'lll||ll'llllllll'l’tlsﬂﬁ

SCLUCION PARA DISOLVER LA MUESTRA (2X).
4 £ ¢ 11 PRSP -
(1] | RSP |
L e 2.0
piroding Yicosvuessasonsavanve D004
aiustar pHocsivanivimiisnenies B
agua cuanto baste para......... 100

SOLUCION DE AZUL DE CODMRSSIE
petant) s iiinees bilizd
arido AR s vvasisvanssnses  TO0,

SOLUCION DE ALTO METANOL.
netanol.eiiiiinninnas . 45.4%
£eido aC€tit0ueeeriineernnennes 7.5

73
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SOLUCIDY DE BAJD METANDL.
pataneY v esninenivisaiaeae 108

$eidn Attt vnmveiianie 5%
Solucion de salicilato de sodio pH é.

r R .

atide salicilicDressssnasnnnnes | M
hidroxido de SOiC..eiesennanes 1 M

Se disolvieron juntos en agua. No se aforc hasta
ajustar el pH a é.0,

CULTIVD DE CELULAS DE MIELDMS.
Preparacion del medio RPMI-1640 inconpletc.

E! contenido de un sobre de medio RPMI-1440 se disoluic
sigyiendo Jas instrucciones del proveeder. Se ajusto.el pH a 7.2
y s¢ aford & 1000 nl de agua. Finalnente se Filtrd & travds de
ura menbrana miltlipare de 0.2Zum.

Para la preparacion del medic completo se adicionaron
@ cade 100 m! de medio incompleto los siguientec componentes:

svero fetal de bovino...ivusaen, 10 nl
R TR T 1 PO m
LT R T P 16,600  U/1
esireptonicdcoiansodvnises mg
fungizora...... S AR A 1 ug

DETENCION DE HIBRIDOMAS MEDIANTE FUSION CELULAR.

Preparacion de mecio de HAT. ,
Cada 100 ml1. de medio RPMI-1440 completo contenia:

hipﬂxin‘:ﬂa------.u'.--..“u-- 10-5 M
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aAMINOPLeriN2esseesnsenses i 10 ¥
1| PR | M
R T R e | M

El nedio de HT se preparo de igual nmanera que el HAT
solo sin amlnapterina.
Preparacion de la solucion de clorure de anonio.
cloruro de amoniG.essssvaseenss 0,06 M
tris-base..iveiinieiiniinnnenas 047 N

Se mezclaron 9 partes de clorurc de amonio con 1 parte
de tris-base. Se ajustd el pK a 7.2.

Preparacion de PEG usado para la fusion: i
polietilenglicol..cuuvuesnnan 2.0 g
mecic RPMI-incompleto.ivvsnenns 2 ni

Se autoclaved a 120°C por 1S min y pusterlnrnente se
adicionaror 0.2 mi de DH4SC,

PURIFICACION DE ANTICUERPOS A PARTIR DE LIGUIDC ASCITICO.
solucion sobresaturada de sulfato de amonio pH 7.2.

sulfato de amonic,.vvvssvnvinns 110.4 g
QYR s seenmsvinssininsanenass 400 nl

Con la finalidad de disolver el sulfato de amonio se
se calento a 70°C. Después de lo cual la solucidn se dejo reposar
Al monento de usd, la solucidh saturada se agito dejandola
reposar por unos minutos. E1 sobremadante se separo y fu€
empleado en la precipitacidh.
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ENSAYD DE ELISA.

Preparacién de la sclucion de blequeo.

AFS/ASE/Tuvune AFS pH 7.2 conteniendo 0.5/ de alblmina serica
de bovine y 0.3/ de tween 20,

Preparaciéﬁ de 1a solucion de lavados.
AFS/T..vveussd AFS pH 7.2 conteniendo 0.5/ de tween 20,

Preparacidn de la solucidh de acoplanientc de antfgenc a las
placas. Amortiguador de carbonatos pH 9.4.
carbonate de S0QiC.assssassesas . 1,99 50
bicarbonato de $02i0..eeisssss. - 2.98 " g
3fOrar CoM aQUa.userasasanasaaa 1000 nl

Solucion de sustrato de O-fenilendianina.
a5 i0s CTtPiCOuarsennnneennnnnes 0.1 | N
fosfatc de’'sodio dibdsicoesie.. 0,10 M

Ectas soluciones . se lprepararnn por separado ¥y
posteriormente se mezclaron 24.3 partes de atido citrico con 25.7
partes de fosfato. Finalmente 'se checd el pH 5.0 y se diluyd
1:2 con agua bidestilada, }

s — -

INSUNDELECTROTRANSFERENCIA,
Preparacifn del amortiguador de itransferencia (BX).
tris-bastoasirunosivenes wae 1 48,44 ¢
" glit s dsssninissassenses § 2O0T2 @
AQUAY s wins viain's SR Vi H,HEU r!
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solucion IX

amortiguador BX..vuvananananas 500 nl
[T 1) PP . 11 n!
AOUR v esinvomnnsms sanmsvuson 29700 nl

Preparacion de sustrato.
solucidh concentrada para revelar las tiras de nitrocelulosa
previamente incubadas con anticuerpos.

éX (4-cloro-1-nattol).eeiinnnns 0.003 g/ ml en metanc!

solucion 1X

AFS civinimim e, ol nl
solicidn Bhacinnansivesvaiaiss é nl
perdxido de hidrdgeno...... vee 0.012 0

CO-PRECIPITACION DE ANTIGENDS MARCADOS DE 6. lanblia.
Solucidh para disolver el antfgenc marcado.

cloruro de S0Ci0.sessarananass 14 M
anortiguador de fosfatos pH 7.0 10 nN
rojo de fenole.ieuninsenannens 10 my/l
gelatfna.,.uovuess senesas sezss 0.1%
azida de S00i0.seresrsnsrnres 25 m

Solucién para disolver el suero problema.
Se prepard igual que la solucidh anterior pero adicionando:
SUBrO NOPRAl.iiuvsnnniiinnaies 1:100 dilucion final
ENQiasnats drbasmrimsississns 30 mM

Solucidn conteniendo el 20. anticuerpe (solucidn para
lavar los complejos finales). ;
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Se prepara corc la primera solucion en ausencia de gelatfna y
rojo de fenol. Pero conteniendo:

azul de bromotenol..iveenrinss 15 mg/L
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