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JUSTI FICAC ION 

En Héxico afortunadamente no se ha reportado la pre

sencia de esouistosoma,sin embargo,la experiencia lograda 

en esta tesis puede ser extrapolado a cualquier parasitosis 

importante en nuestro medio como cisticercosis (. Cisticercus 

cellulosae ) y amibiasis (Entamoeba histolrtica),en especial 

para lograr la producción de anticuerpos monoclonales de una 

gran especificidad,ya que hasta ahora el diagn6stico inmuno-

16gico de estas infecciones se ha visto impedido en su avan

ce porque no se cuenta con anticuerpos con alta especifidad. 

En Israel ~· mansoni representa un problema de salúd 

pública solo en el sur del país (frontera con Egipto),ya que 

en el resto del pals los dep6sitos de agua son escasos y por 

lo tanto el desarrollo de este par4sito es dificil. 

La acetilcolinesterasa (AchE) es un componente enzim4-

tico fundamental del sistema nervioso de ~· mansoni (Bueding 

E. 1952).Recientemente Goldlust A. et. al., (1986),purifica

ron esta enzima,también se ha demostrado que tiene propied~ 

des antigénicas,ya que los anticuerpos producidos contra AchE 

de Electrophorus electricus (anguila eléctrica) dieron reac

ci6n cruzada con AchE de ~· mansoni tanto en el extracto to

tal corno en la superficie intacta del parásito (Tarrab-Hazdai 

ct.al.,1984) .Además esta enzin~ se ha reconocido como un nue-

vo trasmisor en~· mansoni (Bueding E. ,1952) que controla mo

vimientos de la musculatura e intestino,por esta razón fárm~ 

cos anticolinérgicos contra la esquistosomiasis.Sin embargo, 
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los f5rmacos activos en la sina~sis colinnrnica en los ma

míferos,son casi inactivos en~- mansoni,adcmás producen 

efectos secundarios nocivos (Nordgren et. al.,1P78;Qillco~ 

son W. et. al.,1982;Levi-Schaffer et. al. ,1984).Por esta 

raz6n,es importante la pro·ducci6n de un anticuerpo monocl!:!_ 

nal (Ad') anti AchE de §_. mansoni ,debido a que el sistema 

nerviosos del parásito ha sido propuesto como blanco para 

la acci6n de agentes quimioterapéuticos o inmunotcrapéuti

cos. 
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HIPOTESIS 

Si AchE colina es una enzima presente en los tres es

tados del parásito, es posible la producci6n de anticuer~ 

pos monoclonales que reconozcan este antígeno. 
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OBJETIVOS 

Producci6n de anticuerpos monoclonales dirigidos con

tra un extracto total de §.:. mansoni enriquecido con ace

til colinesterasa. 

Caracterizaci6n parcial de los anticuerpos monoclona

les con respecto a su clase, peso molecular, naturaleza 

química y coeficiente de sedimentación del antígeno que r~ 

conocen, así como su actividad biol6gica. 
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INTRODUCCION 

INMUNOPATOLOGIA DE LA ESQUISTOSOMIASIS. 

Esquistosomiasis o bilariasis es un problema de salud 

pública que afecta de 200 a 300 millones de personas en 

areas urbanas y suburbanas de países subdesarrollados (Smi 

ther, et. al., 1982). 

Esta enfermedad es causada por un helminto, parAsito 

del género Schistosoma. 

La enfermedad causada por Schistosoma !.l?.•• ha sido r!!, 

conocida por largo tiempo como una respuesta inmune patol& 

gica de difícil erradicación. Esto debido a que, un par! 

sitosito multicelular con un ciclo de vida tan complejo 

como aquel de los esquistosomas, presenta a su hospedero 

una multitud de antígenos diferentes en cada estadio de su 

infección, y aunQue se reconoce que la reacci6n granulorna

tosa asociada a los huevos y el dano directo o indirecto a 

los tejidos del hospedero son de gran importancia en la p~ 

tología de la esquistosomiasis, las interacciones entre el 

parásito y el sistema inmune deben de tener otras consecue!!. 

cias relevantes no bien entendidas hasta el momento. 

Inmunopatología durante la penetración y migración de los 

estadios de §.:_ mansoni. 

Durante el tierepo que la larva atraviesa la piel, se 
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.induce una reacd 6n inflamatoria en la dermis y epidermis 

con infiltraci6n de células polimorfonucleares, particula.!. 

mente neutr6filos (Lichlcnbcrg et. al., 1976). Subsecuen

tes re infecciones con cercaria, inducen una in fil traci6n 

celular rápida y mas intensiva (Lichlenberg et. al., 1961; 

1976), por ejemplo, se ha reportado un incremento de ocho 

a nueve veces en el número de cosinófilos en el infiltrado 

celular de ratones infectados con 2...:_ mansoni, comparado con 

ratones controles (Lichlenberg et. al., 1976). También se 

ha observado en los ratones infectados, que durante la re~ 

puesta secundaria se desarrollan mecanismos inmunol6gicos 

de tipo humoral que median la infi1traci6n celular (Colley 

et. al., 1972). 

La dermatitis provocada por la penetración de las ceL 

carias, se desarrolla en dos etapas, una ligera pruri ti_s, 

seguida diez a quince horas mas tarde por el desarrollo de 

papulascJe tres a cinco milfmetros de diámetro, eritema, ed~ 

ma y pruritis (Cort 1950). Las fases inmediatas y tardfas 

de esta clase de dermatitis recuerdan las observaciones he

chas por Colley e~. al., (1972) en la piel de los ratones 

experimentalmente infectados y rexpues.tos a antígenos de la 

cercaría de .§..:_ mansoni. 

Al igual que las cercarias, la infecci6n primaria por 

esquistosomulas de §..:... mansoni y 2...:_ japonicum parece causar 

pocas alteraciones en su paso por los pulmones, mientras 

que las migraciones secundarias provocan reacciones celul!!_ 
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res más rápidas y severas (Hsu et. al., 1965). 

Etiología de la esquistosomiasis aguda (Fiebre de Katayama). 

La llegada de los parásitos adultos a su destino en el 

sistema porta y vasos urogénitales y el eminente inicio de 

la ovoposición, provocan cambios de enorme importancia ta~ 

to en el parásito como en su hospedero. Los efectos prov2 

cados por una primera infección muy severa son: fiebre, u~ 

ticaria, hepatoesplenomegalia, linfadenopatía, dolor abdo

ninal, náuseas, diárrea, y eosinofflia en un periodo com

prendido entre dos y once semanas (Hiatt et. al., 1979). 

La hepatoesplenia por esquistosomiasis, es provocada por 

una reacción inmunológica nociva que resulta en inflamación 

y obstrucción del flujo sanguíneo en el hígado y el bazo. 

La infección en humanos por ~~ mansoni y ~ japonicum, 

tiene dos órganos blancos, el hígado y el intestino respe~ 

tivamcnte, distinguiendose dos distintos síndromes clínicos: 

esquistosomiasis intestinal y la menos común pero mas seve

ra, hepatoesplenia. El desarrollo de la hepatoesplenia por 

Schistosoma es insidiosa y crónica y en casos avanzados se 

caracteriza por hepatomegalia, esplenomegalia, ascitis y 

anemia, y la formación de varices esofágicas que pueden TO!!l 

perse y causar la muerte. Sin embargo, los síntomas mas i!!l 

portantes parecen ser la fibrósis del hígado acompaftada por 

hipertensión de la porta y esplcnomegalia. Los estudios 

rcali:adcs por Cheevcr en Brasil (J96S) y en Egipto (1977), 

han demostrado que ln fibrosis se puede relacionar con la 
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intensidad de la infección, Warren (1974) encontró que el 

grado de la hipertensión del.a porta se encuentra. directa-
·. 

mente relacionado con el tamaño de ·]"os granulolllas; Sfn C!!l 

bargo no es claro aún si e'xiste rel¿ción entre la ~ipcrtc~ 

sión de :ia porta y la espleí1omcgal ia' pues el crec_im'icnto. 

tlc el bazo puede. ocurrir en ausencia de prcsión:~·l~~ac\a'c11· 
la porta. 

Después de el hipado, el intestino es el siguiente. t~ 

jido mas afectado en la infecciones de§_,_ mansoni y§_,_ iJ!.

ponicum. Existen reportes de mala absorción intestinal en 

el hombre (Warren 1969). Sin embargo exper.imentos con ra-

tones indican que la absorción intestinal no parece ser un 

problema para estos animales (Domingo y Warren, 1973). Se 

sabe también que la poliposis contribuye a la p{;rdida de 

proteina (Lehman et. al., 1970). La pérdida de sangre du

rante hemorragias intestinales se puede deber a la presión 

en la porta, o al daño a los capilares durante la excresión 

de los huevos. En el humano la obstrucción intestinal por 

?_:.. japonicu~ es común y se atribuye a la reacción inflama

toria, en contra de la acumulación masiva de los huevos 

(Ch-en y Ch-en, 1957; Warran 1969). En las infecciones in· 

tensivas por §_,_ haematohium se presentan ulceras y uropatía 

obstructiva. 
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RESPUESTA INMUNE. 

Las relaciones parAsito-hospcdero, varían considera

blemente de acuerdo a la combinación de hospedero y de e~ 

pecic de esquistosoma de que se trate, por ejemplo, Cioti 

et. al., (1977) describieron dos clases de hospederos di

ferentes: el hospedero permisivo que es aquel que permite 

a la esquistosomula completar su ciclo de vida hasta la m~ 

durez y realizar la ovoposici6n por un largo período en 

las venas mesentéricas, por ejemplo; el hombre, rat6n, ham~ 

ter, monos como Babuon y Rhesus; y hospedero no permisivo 

~ue el que, en contraste con el anterior, no permite el d~ 

sarrollo completo de la esqui.stosomula o interrumpe la OV!!_ 

posición dentro de un corto tiempo, siendo este el caso pa

ra cobayo, conejo y rata. 

En el hombre y otros hospederos permisivos, el gusano 

adulto sobrevive y deposita sus huevos por meses o aftos. 

En la mayoría de los hospederos, incluyendo al hombre (Bra~ 

ley y Mac. Cullogh 1973; Who 1974), hay un desarrollo gra

dual de la respuesta inmune a la reinfecci6n, esta respue~ 

ta se debe a la presencia continua de una alta población 

de gusanos adultos. Al fenómeno en el cual los gusanos 

adultos son resistentes a la respuesta inmune que ellos 

mismos provocan, se le conoce con el nombre de inmunidad 

concomitante (Smithers y Terry 1969). Este concepto ha di!_ 

do.pie a dos campos de investigación; uno relacionado con 

la inducción y los mecanismos de la respuesta inmune y el 
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otro con la habilidad del parásito para evadir esta respuc~ 

ta. 

Se ha demostrado que la esquistosomula tres horas de~ 

pués de la penetración, es susceptible a diferentes meca

nismos inmunes que tienen que ver con factores celulares y 

humorales. Sin embargo en estudios in vitro e in vivo, se 

ha demostrado que después de las primeras horas de la pen~ 

traci6n, la esquistosomula se vuelve menos vulnerable a la 

respuesta inmune. 

Se sabe que el hospedero presenta una respuesta inm~ 

ne vigorosa en contra de la infecci6n por esquistosomula 

(Scmithers y Terry 1969; Phillips y Colley 1978), pero no 

esta claro si la protecci6n es dependiente del timo o si 

el mecanismo efector se basa en una inmunidad humoral o m~ 

diada por células. Existen estudios que parecen indicar 

que un anticuerpo dependiente de un mecanismo efector de 

tipo celular, que tiene un papel importante en la destrus 

ci6n dcesauistosomulas, posiblemente los eosin6filos sean 

las ·células efectoras in~· En afios recientes, el de

sarrollo de pruebas mas sensibles y especializadas, ha pcL 

mitido el análisis de varios de los componentes específicos 

de la respuesta inmune y ha facilitado también la identifi 

cación de los dafios provocados en el parásito y su total 

destrucción. 

Se ha demostrado con estudios in ~. la existencia 
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de efectos citotóxicos del complemento debido a la presen

cia de anticuerpos, Santoro et. al., (1979,1980), observ6 

efectos citotóxicos en la superficie de esquistosomulas 

recien transformadas cuando eran incubadas con un suero 

normal y complemento activado. La esquistosomula después 

de un corto tiempo pierde la capacidad de activar el com

plemento, así el dafto provocado por éste, puede ser el re.!. 

ponsable de la muerte de una porci6n de esquistosomulas 

que recientemente han penetrado por la piel del animal. 

El efecto de complemento-anticuerpo en esquistosomula, fué 

descrito pro Clegg y Smithers en 1972, usando suero prove

niente de monos Rhesus, infectados con §._,_ mansoni. Ellos 

observaron que, después de uno o dos días en cultivo con 

suero normal y eritrocitos, o en un período de tiempo si

milar en la piel del hospedero, el parásito se volvía re

sistente. Este tipo de anticuerpos citot6xicos se han en 

contrado en sueros de pacientes infectados y en varios ho.!. 

pederos experimentales (Capron et. al., 1979; Pérez et. al., 

1974; Tavares 1978; Ramlho-Pinto et. al., 1979). Al pare

cer, los anticuerpos part.icipan en la inmunidad adquirida 

in vitro y estan en cooperaci6n con otros componentes del 

sistema ·inmune. 

Diferentes tipos de células participan en la respues

ta dafiando a las esquistosomulas en presencia de anticuer

pos y de complemento. Se ha demostrado in Yi..!.!:.Q., que el 

eosinófilo, es la célula mas eficiente a este respecto y 

es capaz de fijarse a la superficie aún cuando sean la mi-
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noria en una poblaci6n de células (Me Laren 1980). Los 

eosin6filos se adhieren a la superficie de esquistosomulas 

j6venes en presencia de sueros de.diferentes hospederos i~ 

fectados (Guterworth et. al., 1975, 1977; Capron et. al., 

1978; Ramalho Pinto et. al., 1978). 

Buterworth (1979), demostró que los linfocitos no tie

nen una actividad citotóxica directa, sino más bien las c~ 

lulas efectoras son neutrófilos, macr6fagos y plaquetas, 

que se adhieren a la superficie y dafian a las esquistosom,!! 

las directamente (Dean 1974 1974; Capron 1975, 1979; Joseph 

et. al.. 1983). 

La habilidad para evadir la respuesta inmune se desa

rrolla rápidamente después de que la cercarla ha penetrado 

por la ¡iel. Una explicaci6n de este fenómeno es la adqui

sici6n de moléculas del hospedero, las cuales enmascaran 

los antígenos del parásito, a estas moléculas se les cono

ce como "antígenos del hospedero" y fueron descritas por 

primera vez por Damian (1964). El y Capr6n et. al., (1965), 

demostraron que el parásito tiene la capacidad de adsorber 

ciertas moléculas del hospedero a su superficie, Smiths et. 

al., (1969) trasplantó§....,_ mansoni de ratón a monos inmuni

zados contra antígenos de ratón, encontrando que los pará

sitos fueron rapidamente destruidos. Estos experimentos i~ 

dicaron que §...:_ mansoni, adquiere pasivamente los antígenos 

del hospedero y éstos enmascaran los antígenos propios del 
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parásito, protegiendoJos de la respuesta inmune espec{fica 

del hospedero. Las esquistosomulas j6venes, no tienen tiem 

po de adquirir estos ant[genos y son mas vulnerables a la 

respuesta inmune del huésped. 

En estudios posteriores, se encontr6 que algunos de 

estos ant{genos pueden ser glicoprotefnas como las que fo~ 

man parte del complejo de histocompatibilidad de rat6n (Scher 

et. al., 1978¡ Gitter y Damian 1982). El mecanismo exac-

to para la adquisici6n de estos antígenos no esta claro, se 

propone que los antígenos se liberan de las células del ho~ 

pedero porque la m~mbrana los expone o por la presencia de 

enzimas secretadas. Un dato contradictorio sin embargo, 

fué reportado por Tavares (1980), quien observ6 que los e~ 

quistosomulas recientemente transformadas y cultivadas en 

un medio definido, desarrollan la habilidad de evadir la 

respuesta inmune en ausencia de molEculas del hospedero. 

Samuelson et. al., (1980), ha sugerido que puede deberse 

a la¡1;rdida expont4nea de los antígenos y receptores de la 

superfice del parásito. 

Los cambios intrínsecos en la membrana de la esquist2_ 

somula, también pueden ser responsables de la adaptaci6n 

exitosa del parásito, el cual puede sobrevivir muchos aftos 

en contacto con la sangre del hospedero sin sufrir dafto, 

por ejemplo Rumjanek y Simpson (1980) observaron que la e~ 

quistosomula tiene la habilidad de incorporar lípidos neu

tros en la superficie, Pércz y Tcrry (1973) en experimentos 



in vitro, observaron que gusanos adultos de h manson_l pu~ 

den reparar pequefios daños en su superficie. 

Otra explicaci6n que se puede dar para el fenómeno de 

inmunidad concominante es que la infección por esquistoso

ma podrfa inducir a un bloouco inmunol6plco penera1 (Phi

llis 1975; Kemp et. al., 1977) debjdo a la presencia de 

productos liberados por la csquistosomula que bloquean el 

mecanismo efector, por ejemplo 1as enzimas proteoliticas 

(Ariault et. al., 1981) y los factores que inhiben las fu!! 

ciones de los linfocitos (Dessaint et. al., 1977; Capron 

et. al., 1980). Sin embargo, en una situación donde hay 

una exposición continua de los antígenos del parásito, la 

respuesta inmune sería controlada através de mecanismos de 

regulaci6n normales que incluyen células supresoras y fa~ 

tores humorales (Ramalho-Pinto et. al., 1979; Ramalho-Pin

to y Smithers 1981), por lo que es difícil diferenciar los 

mecanismos inmunoregulatorios normales, de los efectos in

ducidos por los productos de la esquistosomula los ctiales 

especificamente ayudan al parásito a sobrevivir en el hos

pedero. 
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LA SUPERFICIE DEL PARASITO. 

1.os estudios de la respuesta inmune del hospedero a la 

infecci6n por esquistosomula !!l. ~ e !!l. ~ han revela

do que la superficie del parásito no solo provoca sino, que 

al mismo tiempo es el blanco del ataque inmunol6gico. 

La cercaría posee un tegumento trilam~nado cubierto 

por un glicocalis cuya presencia se asocia con la supervi

vencia de este organismo en el medio acu,tico. DespuEs de 

tres horas de haber penetrado a la piel del hospedero, es

ta membrana trilall'.inada se transforma en una doble membra-

na (Hockley 197Z, 1973; Hockley y Me Laren 1973). En los 

gusanos adultos la membrana puede estar constituida por e~ 

pas multiples (doce capas) y puede contener canales, Me L~ 

ren y Hockley (1977), propusieron que esta membrana es una 

adaptaci6n a su habitat intravascular. La membrana que.en 

vuelve al tegumento presenta las características típicas de 

una membrana plasmática como son por ejemplo: que se encuen 

tre cargada negativamente (Stein y Lumaden 1973) y que co~ 

tiene carbohidratos en la superficie exterior (Binnet y Seed 

1977). 

La composición de las proteínas totales de la membra

na de cercarías, esquistosornulas y gusanos adultos, resul

taron similares cuando se probaron en electroforésis en ge

les de acrilamida (Snary et. al., 1980): Sin embargo, Brink 

et. al., (1980) demostró que existe un ligero cambio en las 
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proteínas de laº cercarla y de la csquistosomula y ésto se 

atribuye a la pérdida <le la cola y el glicocalis. En va

rios trabajos se ha demostrado que en todos los estadios 

de diferenciación en ~ manson:i,_ se expresan carbohidratos 

complejos en la superficie (Bennet y Seed 1977; Murrell et. 

al., 1978; Simpson y Smithcr 1980; Simpson et. al., 1983). 

Se ha encontrado que existen también alteraciones cuantit~ 

tivas y cualitativas en los azúcares de la superficie en 

el parásito maduro. Los oligosacáridos de la superficie 

son mas complejos y parecidos a los expuestos en las célu

las de la sangre de los mamíferos (Simpson y Smithers 1980) 

Estos anál;sis estructurales son consistentes con las ob

servaciones inmunológicas de la superficie del parásito. 

uso_,pE ANTICUERPOS MONOCLONALES EN EL ESTUDIO DE ~ mansoni. 

La utilización de anticuerpos monoclonales en la de

tecci6n de ant!genos ofrece ventajas en comparaci6n con las 

técnicas comunmente utilizadas con anterioridad, por ejem

plo: un anticuerpo monoclonal puede identificar antígenos 

que se encuentran poco expuestos o aquellos que no se pu~ 

den cuantificar externamente. 

Existen reportes de la producci6n de anticuerpos mo

noclonales, que reconocen antígenos en la superficie de la 

esquistosoma (Smith et. al., 1982; Taylor et. al., 1982; 

Gryrch et. al., 1982; Zooda y Philips 1982; Norden et. al., 

1982; Horowitz et. al., 1983; Arostein et. al., 1983; Ta-
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vares et. al., 1984; Harn et. al., 1984), los anticuerpos 

se adhieren a la superficie y la seftalan como blanco para 

la respuesta inmune. Se ha demostrado también que la alta 

concentraci6n de anticuerpos en contra de cierto antígeno 

puede proteger de la infección, por lo que son de partícu 

lar interés los antígenos que son reconocidos por un anti

cuerpo monoclonal capaz de tener algún efecto citot6xico 

Zodda y Philips (1982) precipitaron con un anticuerpo mon~ 

clonal dos antígenos con un peso molecular de 160 KD y 130 

KD de un extracto yodinado de cerca ria, Horowi t z et. al., 

(1983), identificaron antígenos de 60 KD, 50 KD y 19 KD, 

en un sonicado de cercaria. Este anticuerpo present6 efe~ 

tos citot6xicos en experimentos .!.!!. ~· Los anticuerpos 

producidos por Taylor y Butterworth (1982), Norden et. al., 

(1982), Arostein (1983), reconocieron antígenos de esquis

tosomulas de pesos moleculares de 24 KD, 120 KD y 180 KD 

respectivamente. Norden con el mismo anticuerpo monoclo

nal posteriormente pudo identificar una glucoproteína de 

170 KD de un extracto de gusano adulto, indicando la exis

tencia de reacciones cruzadas entre diferentes estadios 

del parásito y dando la primera prueba experimental del f~ 

n6meno de inmunidad concomitante. 

El anticuerpo monoclonal producido por Gryzch et. al., 

(1982) precipita un antígeno de 38 KD. Además se demostró 

que este anticuerpo me<l:la la respuesta po·r cosin6filos in 

vitro. El monoclonal de ratón producido por Tavares et. al 
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(1984) -quién medi:a la respuesta por eosin6filos y comple

mento- precipitó un antrgcno de 20 KD en ambos casos los 

niveles de toxicidad logrados fueron comparables con aque

llos sueros hiperinmunes. Los dos monoclonales, el anti 

38 KD y el anti 20 KD, reaccionan con antíFenos precipita

dos de sueros de un hospedero infectado, lo cual los hacen 

candidatos para pruebas de digcsti6n. (Dissous et. al~, 

1982; Simpson et. al., 1985). 

Aden:ás algunos autores como Tavarcs (1984) y Smith 

(1982), encontraron que los anticuerpos monoclonales rec~ 

nocen antígenos específicos de la especie. 

Bickle et. al., (1986), produjo dos anticuerpos mono

clonales en contra de la superficie de esquistosomulas de 

~ mansoni que confirieron protecci6n para ratones M7B3A, 

del 28 al 78\ y del 14 al 58\ para ratones M22H12C; el pr~ 

mero reconoció un antígeno de 16 KD y el segundo de 32 KD. 

Por otro lado Pino 1-leiss (1986), produjo cuarenta y seis ª!!. 

ticuerpos monoclonales en contra de secreciones de la glá!!_ 

dula preacetabular de cercarla, uno de ellos result6 ser 

específico para cercaría y se unía a un antígeno obtenido 

de un extracto crudo de las secreciones y cuyo peso mole

cular era de 30 KD. 
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MATERIAL Y METOQQ§. 

Para la clañoraci6n de esta tesis, se utilizó la ce

ra Puerto Rico de Schistosomula mansoni, cuyo ciclo de Vi 
da se mantiene rutinariamente en el laboratorio de la Dra. 

Ruth Arnon (Departamento de Inmunologra Weizmann Institu

te, Israel). Los par§sitos se mantuvieron en caracoles 

Riomphilaria glabrata y en ratones CD-1 IC~ (obtenidos de 

laboratorios Jackson USA). Las cercarías se obtuvieron 

desués de 90 minutos de someter a los caracoles a la luz 

artificial. Las esquistosomulas se prepararon por trans

formación mecánica (Colley y Wickel 1974) y se cultivaron 

en una concentración aproximada de 1000-1500 organismos por 

mililitro en medio sintético definido (MSD), a 37ºC en at

mósfera húmeda con 10\ de C0 2 en frascos para cultivos de 

tejidos de 50 ml (Cornin~ Medical and Scientific Medfield 

Ma.). Los gusanos adultos se obtienen por pcrfusi6n hepá

tica en ratones de 7 a 8 semanas de infectados, (Smithers 

y Terry, 1965). 

TRANSFORMACJON MECANICA DE CERCARIA A ESQUISTOSOMULA. 

Se concentr6 en el fondo de tubos cónicos de 50 000 a 

100 000 cercarías agregando 0.5 a 1 ml de Ficol 400 al 15\ 

(Sweden) en MSD. Las cercarias se centrifugaron durante 

3 min a 1200 revoluciones por minuto, el precipitado se r~ 

suspendió en MS!l (de 4 a S ml) y se pasaron 16 a 18 veces 
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ntravés de una jeringa de 3 ml con una aguja No. 21, esto 

con el fin de desprender mecánicamente los cuerpos tic las 

colas (Colle y liickel, 197-l). Posteriormente se lavaron 

aproximadamente 10 veces con MSD ~ara separar los cuerpos 

con colas desprendidas. Para el lavado se agregaron 10 ml 

de medio estéril dejandolos sedimentar por 10 min, desecha_!! 

do el soórenadante y conservando el sedimento (que contie

ne las esquistosomulas) (James y Taylor 1976), se incuba

ron a 37°C en una atm6sfera h1meda y 10~ de C0 2 por tres 

horas. 

OBTENCION DE GUSANOS ADULTOS. 

Estos se obtuvieron de ratones con 7 a 9 se•anas de 

infecci6n mediante perfusi6n hepática con MSD que contenía 

10 unidades de heparina por mililitro (Organon, Holland), 

seg6n el método de Smithers y Terry (1965). Los gusanos 

fueron inmediatamente lavados y separados mediante sedi

mentaci6n con S ml de MSD que contenía suero normal hwnano. 

RATONES. 

Se utilizaron ratones GD-1 ICR (Jackson Laboratory) 

de dos meses de edad para mantener el ciclo de vida y ra

tones de las cepas BALB/C (Laboratorios Jackson, USA) para 

inmunizar y hacer la fusf6n celular y para la producción 

de ascitis. 
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PREPARACION DE ANTIGENOS, 

Se utilizaron tres diferentes fracciones antig~nicas 

de ~. mansoni: un nomogeneizado total, una fracci6n solubi 

lizada con detergente y· una fracci6n semipura enriquecida 

en Acetil-colinesterasa. 

PREPARACION DE EXTRACTOS TOTALES. 

Un matraz que contenía aproximadamente 1 x 10 6 cerc.!!_ 

rias, se coloc6 durante dos horas a 4°C para permitir la 

sedimentaci6n de los parásitos, Una vez sedimentados, se 

centrifugaron por 3 minutos a 1200 revoluciones por minu

to para concentrarlos. 

El precipitado se resuspendi6 en 5 ml ~e amortiguador 

TRIS O.OS M y pH 7.5, éste contenía Jos siguientes inhibi

dores de proteasas, leupcptin 40 µg/ml, pepstatain a 20 µg/ml, 

bacitracin 1 mg/ml y aprotinin 0.2 u/ml (Sigma), Los pa

rásitos se expusieron durante dos minutos en un sonicador 

(Heat System ultrasonic, Plain view N. Y.) a SO\ de los 

ciclos repitiendose por triplicado alternando la sonicaci6n 

con agitación. 

Las esquistosomulas (aproximadamente 5 x 10 5 ) se ho-

mogenizaron bajo las mismas condiciones. Los gusa11cs adul 

tos (200 a 250 aproximadamente) se resuspcncUeron en 2.5 ml 

<le aJRortiguador TRIS 0,05 M pi! 7.5, se.sonicaron de 6 a 8 

veces. Durante todo el procedimiento el bafi0 del sonicador 

se n1aT'.t:.1vo a 4ºC. El m<!todo utilizado pa~·a cuantificaci6n 
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,te prnteína, fué el método de Lowry. 

PRFPARACION JlE EXTHACTOS SOJ.llBLES, 

Los sonicados de cercaría, esquistosomula y gusano adu!. 

to, se solubilizaron mediante una incubaci6n por 30 min a 

temperatura ambiente en amortiguador TRIS O.OS M pH 7.5 que 

contenía 0.1% de Triton X-100. Las diferentes preparacio

nes se centrifugaron a 100,000 X G durante 4 horas a 4°C y 

se conservó el sobrenadante a -20°C hasta su uso. 

FRACCION ENRIQUECIDA EN ACETILCOLINESTERASA (FEAchE). 

La fracción antigénica scmipura se ohtt•vo de Bertha 

Espinoza (Departamento Chemical Inmunology Weizmann Insti

tute of Science. Israel). Esta fracción consistía de 4 -

bandas proteicas, una de las cuales era la de la enzima Ac~ 

tilcolinesterasa. La metodologfa para obtener esta fracción 

ha sido reportada con anterioridad (Goldhist et. al., 1986). 

INMUNIZACION. 

Ratones hembras BALB/C de 6 a 8 semanas de edad, se in

munizaron con la fracción enriquecida en acetilcolinesterasa, 

aproximadamente SO µl de FEAchE con una concentración de 

1 µg/ml, se inyectaron subcutaneamente en el cojinete plan

tar de estos ratones en 3 ocasiones cada 15 días. En las 

dos primeras ocasiones se utilizó también adyuvante completo 
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de Freud (ACF) en una porc i6n 1: l. Finalmente en los días 

4 y 3 antes de su sacrificio, se les aplicaron otras dos 

inyecciones del antígeno sin adyuvante. 

CELULAS. 

Para la fusi6n se utilizaron dos clases de células, una 

línea de mieloma cepa NSO llGPRT(-) y célula.s de bazo de ra

tones inmunizados con la fracci6n enriquecida con la enzima 

acetilcolinesterasa. 

Células de Mieloma.- Las células de micloma utilizadas en 

la hibridaci6n, fueron las NSO HGPRT(-) variante de MOPC 21 

obtenidas por el Dr. Milstein. Estas líneas de células no 

producen ninguna inmunoglobulina. 

Las células se cultivaron en botellas de SO ml (Nure 

Bio. Med. Lab. Finlandia) a una concentraci6n de aproxima

damente S x 10• células por mililitro. Una semana antes de 

la fusi6n se agregó al medio y-azoguanidina (30 µg/ml) pa

ra evitar la presencia de células que pudieran crecer en 

medio HAT (células revertantes). 

Células de Razo.- Los bazos de los ratones inmunizados se 

extrajeron en una campana estéril y se colocaron en cajas 

de Petri que contenían MEMD. Se trahaj6 teniendo cuidado 

de evitar contaminación debido al pelo del animal. Las c~ 

lulas se disgregaron con un bisturí, resuspcndiendolas en 

medio MEMD estéril en un tubo cónico y col ocandolos a 4 ºe 
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durante JO mi~ en rosici6n vertical, dejando que los peda

zos de tejido se sedimentnran y transferiendo la suspensión 

.de células a un nuevo tubo, aqui las células se centrifug~ 

ron a 2000 revoluciones por minuto y resuspendiendose el 

paquete célular en MEMD estéril. Finalmente se tomó una 

muestra y se contó el n6mero de células obtenidas. 

FUS 1 ON CELULAR. 

Fusión.- Se mezclaron linf"ocitos y crlnlas NSP en una pr2_ 

porción de S: t en un tubo de SO ml (no 111ás de 1 o• células 

de bazo), se agregaron 40 ml de MEND, se centrifugó a 1500 

rpm, se quit6 el sobrenadante cuidadosamente y se agit6 el 

tubo ligeramente para evitar la formación de precipitado. 

Se agregaron z.o ml de Polietilenglico~ (PEG) (a 37°Q gota 

a gota con una pipeta, resuspendiendo ligeramente por 1 min 

tratando de no destruir los pequefios agregados y se incul::6 

1 min a 37°C. Se agreg6 entonces el MEMD (a 37°C) para 

diluir el PEG, esta adición se hizo lentamente y mezclando 

suavemente las células, se centrifug6 a 1500 rpm desecha~ 

do el sobrenadante y tomando una muestra para contar las 

células vivas, Se resuspendieron las células fusiona~as 

en una concentración de aproximadamente 5 x 10- de células 

NSO vivas/mi de MEMD-SC-HAT y se distribuyeron en alicuo

tas de 0,1 ml de cada uno de los 96 pozos de una micropla

ca (Nune Bio Med Lab. Finalandia), incuhandose a 37°C en 

8\ de 02 en una incubadora humidificada. Después de 24 h 

se agregaron 0.1 ml de MEMD-SC-HAT (precalentado a 37°C) 
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a cada pozo. Cinco dias m5s tarde se sustituyó el medio 

viejo por medio fresco (a 37°C), esta operación se repitió 

cada 3 6 4 días. El crecimiento de las células híbridas 

se inspeccionó frecuentemente. Después de aproximadamente 

10 días los sobrenadantes se revisaron para localizar la 

presencia de anticuerpos. Dos semanas después de la fusión, 

el medio HAT se reemplazó por medio HT y una semana después 

por MEMD-SC. Los pozos que contentan anticuerpos, se tran~ 

firieron a placas de 24 pozos (Nure Bio Med Lab Fi•landia) 

y después en botellas para cultivo de tejidos. 

CLONACION. 

Se diluyeron 1as células híbridas por el método de di

lución limitante, hasta obtener una célula por pozo y se 

a~regaron células de bazo de ratones no inmunizados en una 

concentración de 10 5 , como células acompaftantes; Días mas 

tar~e se verificó la producción de anticuerpos. 

PRODUCCION DE ASCITIS. 

Para obtener suficientes cantidades de anticuerpos m~ 

noclonales, las clonas productoras de anticuerpos se expa~ 

dieron y se inocularon en la cavidad peritonial de ratones 

BALB/C que hablan sido previamente tratados con Pristan 

{Aldrich). Aproximadamente diez días después de la inocu

laci6n, los ratones presentaron liquido ascfticn en la ca

vidad abdominal. Este líquido se drcn6 por punsi6n peri

toniar. 



Células 
inmunes 
de bazo 

.. zc, -

Fusión 

(; ... > 

1
Cultivo de células 
de mieloma HGPAT 

••• Célulasde 
..... Mieloma 

l,.-J..1-1r-.lr::i.ftei.f~f Microcultivos con 
!\a~ ~r.. \.Y '9' clonas fusionadas 

1 2 a 3 semanas 
.. en medio HAT tAJ R MI 1 ~~f;nu~~vos con clonas 

1 Buscar anticuerpo 
•en el sobrenadante 

- Clonar cultivos positivos 
'"""'..__,.......___,._~ ..... .A--""-.- por dilución limitante 

Expander las 
clonas positivas~ • 

~ 
/e ascitis 

~i~. 3 PTocedimiento general para la ~roducci6n <le 

anticuerpos monoclonales en Tat6n, 



-27-

t:NSAYO IN~IUNOENZH!ATICO EN FASE SOLIDA (ELISA). 

Se usaron placas titcrek (Flow laboratory) a los cu~ 

les se adsorbieron 100 µl por ppzo de antígeno disuelto en 

amortiguador de carbonatos pH 9.S. La concentraci6n de a~ 

tígeno utilizado fué de S µgr/ml extracto crudo de parási

tos, se incubaron dos horas a 37°C. Después cada pozo se 

lav6 3 veces con soluci6n salina amortiguadora de fosfatos 

(SSAF) pll 7.S que contenía 0.1\ de Tween 20 (Sigma) el mi:?_ 

mo lavado se repite después de cada paso. Para bloquear 

uniones no específicas, se utiliz6 albumina de bovino al 

1\ en SSAF (100 µ1 por pozo) durante una hora a 37°C. De:?_ 

~ués se agregaron SO µl por pozo del anticuerpo monoclo

nal y se incubó durante dos horas a 37°C. Posteriormente 

se agregaron SO µl por pozo de proteína A-S-galactosidasa 

(Amersham International) diluida 1: SOO, se incubó tres ho

ras a 37°C o a 4°C toda la noche. Finalmente se agregaron 

100 µl del sustrato ortonitrof~nil S-D-galactopiranosida 

3 mM (Amershan International), incubandosc a temperatura 

ambiente una hora. Para parar la reacción se utilizaron 

SO µl de carbonato de sodio 1 M. Se leyó a 405 nm en un 

espectrofotómctro (Titertek ELISA render Jllultiskan MC, Flow 

laboratories). 
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HAD101NMUNOENSAYO (.RJ Ej. 

A placas de cloruro de po1i.estiréno (llrifly Falcon 

No. 3911 Bacton Oickinson), se adsorbieron 100 µl del an

tígeno (5 µg/ml) diluído en SSAF pll 7.5. Se incubó dos 

horas a temperatura ambiente. DespuEs de cada raso se la

vó tres veces con albumina al 1'!. en SSAF, con el fin de 

bloquear uniones inespecíficas, se arregaron zon ul por P!! 

zo de albumina al 1'!. en SSAF y se incubó dos horas a temp~ 

ratura ambiente y después a 4°C toda noche. Posterior-

mente se agregaron 50 µl de proteína A marcada radiactiva

mente con I 12 ~y conjugada a suero de borrego anti ratón. 

Aproximadamente 100,000 cuentas por minuto en cada pozo. 

Se incubaron a temperatura ambiente durante dos horas. Fi

nalmente se lavó, se secó a temperatura ambiente, y se co!!. 

tó en un contador gamma (Gammamatic Kontron). 

DETERMINACION DE LA CLASE DE LOS ANTICUERPOS. 

La clase de los anticuerpos se determinó por el méto

do de Ouchterlony (Ouchterlony, 1958). 

INMUNOPRECIPITACION CON Staphylococcus aureus. 

En éste trabajo la inmunoprccipitación se realizó de 

acuerdo al método de Kessler .(1975). 

Se utilizó ª' aureus inactivado en formol aJ 10~ y su~ 

pendido en SSAF. El cual se centriCugó durante un minuto a 
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1200 revoluciones por minuto (rp111) el precipitado se rc

suspendi6 en 800 J.Jl de amortiguador A (TRIS-ácido clorhí

drico 50 mM pll 7.4, EDTA cloruro de sodio 150 rnl), se in

cuba 15 min a temperatura ambiente, y se repite ésta misma 

operaci6n una vez más. 

Preabsorci6n.- Se mezcl6 extracto de cercaria marcado ra

diactivamente con 1 125 con 25 µl de~· aureus previamente 

lavado como se ind:icó anteriormente, se incub6 10 min a OºC 

se centrifug6 a 1200 rpm durante 60 seg, se toma el sobre

nadante para usarse como antígeno en la inmunoprecipitaci6n. 

Inmunoprecipitaci6n reacci6n antígeno-anticuerpo.- Se me~ 

cló antígeno con el anticuerpo y se llevó a un volumen to

tal de SOO µl con amortiguador A, se incubó una hora a OºC 

se agregaron 25 µl de la bacteria y se incuharon-a OºC du

rante 10 min. Posteriormente se lavó tres veces con amor

tiguador B (Sacarosa 5\, TRIS/ácido clorhídrico SO mM pH 

7.4, cloruro de sodio 500 mM, EDTA/S mM), mediante centri

fugación a 1200 rpm durante 30 seg. Finalmente se lavó de 

la misma manera con amortiguador C-(TRIS-ácido clorhídrico 

SO mM pll 7.4, cloruro de sodio SO mM, EDTA/ 5 mllf). 

Los precipitados obtenidos fueron analizados por me

dio de electrofor&sis en gel de poliacrilarnida-SDS. 
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PRECTPlTACTON HE INMUNOGLORULlNJ\S CON Slll.I',\TO IJE AMONIO. 

Se precipitó ascitis de ratón ouc contenía anticuer

pos monoclonales. Estos ascitis,· se centri1n[!aron a lfl,000 

rpm durante 15 min para eliminar agregados. Se mezclaron 

volumenes iguales de ascitis y sulfato de amonio concentr!!_ 

do f.imil de 40'!. pfl 7.0. I.a adici6n de sulfato de amonio 

se realizó lentamente con agitación constante, esta mezcla 

se incubó durante doce horas a 4°C y se centrifugó a 10,000 

rpm durante 15 minutos, el precipitado se rcsuspen~Ic en 

solución de sulfato de amonio al 40'1. pll 7.0 y se centrifu

ga nuevamente tres veces en las mismas condiciones anteri2 

res. Finalmente el precipitado se resuspendió en SSAF en 

la mitad del volumen original, se dialiEó amortiguador TRIS 

HCl lOmM pi! 7.5, hasta la eliminación del sulfato de amonio. 

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

Para la construcción de la columna, se suspendieron 

SO g de DEAR en 400 ml de TRIS-ácido clorhi¿rico 200 mM 

pH 7.8 y se empacaron en una columna de 22 cm de largo y 

2.5 cm de diámetro. La columna se lav6 para equilibrar la 

solución amortiguadora TRIS-ácido clorhídrico 10 mM de el~ 

ruro de sodio. Se colectaron fracciones de 4 rnl se leye

ron a 280 nm en un espectofotómetro (Carl Zeiss Alemania). 

Las fracciones que contenían proteínas se colectaron y se 

dializaron contra solución amortiguadora de TRIS-ácido clo.!:_ 

hldrico 10 mM plf 7.5. Esta fracción de anticuerpos puros 
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se mantuvo a -20°C hasta su uso. 

COLUMNA DE PROTEINA A. 

La preparaci6n de la columna asl como la elusi6n de la 

muestra se describen a continuaci6n: 

En S ml de SSAF se suspendieron 1 .s gr de protelna A 

(Janssen Pharmaceutica) y se agit6 durante JS min. A con

tinuaci6n se construyó la columna y se lavó con SSAF SO mM 

pH 8.0 hasta alcanzar éste pH. A ésta columna, se le agr~ 

garon 5 ml de inaunoglobulinas en SSAF y se incuba por 30 

minutos a temperatura ambiente. y se lav6 la columna con 

amortiguador de fosfatos 0.14 M pH 8 hasta que la lectura 

en absorbancia fue menor de 0.2 - 0.1 a 200 nm. Se eluyó 

entonces con 20 ml de amortiguador de citratos pH S.O y se 

colectaron fracciones de 2 ml cada una, se continu6 la elu

si6n con aproximadamente 20 ml de amortiguador de citratos 

pH 3.0 y se colectaron fracciones de 2 ml. A todas las mue~ 

tras se les deterain6 proteína a una basorbancia de 280 nm. 

Finalmente se dializaron contra SSAF durante 2 días y se 

guardaron a -20°C hasta su uso. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRJLAMIDA. 

El análisis de polipeptidos, se realizó en geles de p~ 

liacrilamida con una concentración de 7.si a 15% (gradiente) 

con dodccilsulfato de sodio (SOS), SO ~1 de buffer TaIS-ác~ 

do clorhídrico en O.OS M, pH 6.8 que contenín EDTA 0.002 M, 
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J~ B-mercaptoctanol y 10\ de glicerol calentandolas a ebu

llici6n durante 5 min. Los geles se tiñieron con O.ZSt de 

azul brillante de Cromassic R250 en 7\ de ácido acético y 

50% de metanol y se destiñieron con 7\ de ácido acético y 

20% de metanol. Los estándares utilizados en orden decre

ciente de peso molecular: fosforilasa b(94KD). albumina de 

suero de bovino (67KD), ovoalbwnina (43KD). anhidrasa car

b6nica (30KD), inhibidor de tripsina de soya (ZOKD), lacto

albumina (14 KD). 

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA (Wes

ter Blot). 

El extracto total de cercarla se someti6 a una electr!!_ 

forésis en gel de poliacrilamida-SDS y posteriormente se 

transfiri6 a papel de nitrocelulosa (Membrananfilter BASSO. 

45 mm Schleicher y Schiill Germany) utilizando un aparato 

para Western blot. Los estándares de peso molecular (los 

mismos que utilizaron para la electroforésis en geles de 

poliacrilamida), se tiAieron con amido azul al 0.1\ (Sigaa) 

en metano! al 50\. El papel que contenia el extracto de 

cercarla se bloque6 con hemoglobina al 1\ en SSAF a 4°C P.!!. 

ra evitar reacciones inespccíficas. Posteriormente se lav6. 

para quitar el exceso de hemoglobina, con SSAF que contenía 

Tween 20 al 1\ (el lavado se repite después de cada incuba

ci6n), se incub6 con el anticuerpo monoclonal en una dilu

ción 1:15 en hemoglobina al 1\ en SSAF durante tres horas a 
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temperatura ambiente, finalmente se lavó varias veces pa

ra eliminar el exceso de radiactividad. Durante todo el 

tiempo de trabajo con material radiactivo se tomaron las 

debidas precausiones para evitar posibles contaminaciones. 

OXIDACION CON PERYODATO. 

Para determinar si el anttgeno reconoc~do por los ant~ 

cuerpos monoclonales era una glucoprotetna, los antígenos a!! 

sorbidos en las placas para ELISA, se trataron de la siguien 

te manera: 

Se lavaron con amortiguador de acetatos SO mM pH 4.5 y 

se incubaron con 100 µl de per)·odato de sodio S mM en amor

tiguadores de acetatos. Después de una hora a temperatura 

ambiente, la reacci6n se detuvo mediante tres lavados con 

amortiguador de acetatos, finalmente se agregaron 100 µl de 

glicina al 1\ en SSAF se incubó 30 min a temperatura ambien 

te, se lava con SSAF tres veces . 

. 
Después de este tratamiento al antígeno, se continu6 

el ELISA en la misma forma reportada con anterioridad. 

COEFICIENTE DE SEDIMENTACION. GRADIENTES DE SACAROSA. 

Los coeficientes aparentes de scdimentaci6n se deter

minaron de acuerdo a Martjn y Ames (1961) mediante sedimen

tación de gradiente de sacarosa del S al 20% peso/volumen 

.en TRIS O.OS M pll 7.5. Las proteínas marcadoras fueron 
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13-Galactosidasa de ,g_. coli (Jó S), cat:alasa de hígado de 

bovino (_Jl S). La sedimentaci6n se llevó a cabo a 4°C, 

usando un rotor Tll'5l a una velocidad de 34 rpm, durante 

16 hr en una ult:racentrifuga Beckman L-5. 

El primer marcador se determinó de acuerdo al método 

de Craven et. al .• (1965) utilizando 8-o-galact:opiranosa 

como sust:rat:o y cuantificando la absorbancia a 420 nm (ver 

más adelante seccí6n reacciones enzimáticas). La catalasa 

se localizó al determinar la absorbancia a 407 nm de cada 

una de las fracciones. 

REACCIONES ENZIMATICAS. 

Actividad de la acetilcolinesterasa. 

La actividad de la acetilcolinesterasa se determin6 

bajo las condiciones descritas por Johnson y Rusel1 (1975), 

usando como sustrato acetilcolina marcado radiactivamente 

con Tritio (~H)-acetilcolina a una concentraci6n final de 

3 mM, fueron incubadas por 2 h a temperatura ambiente. La 

reacción se detuvo al agregar 100 ~l de una soluci6n que con 

tenía ácido cloroacético 1 M, hidr6xido de sodio 0.05 M y 

cloruro de sodio 2 M. La radiactividad producida se extra

jo en 4 ml de solucí6n centillante (alcohol isoamílico al 10\ 

.. Kilaflour al 9\ y Xileno al 8\) y fué cuanti.ficada en un con 

tador Beta Parckard}. 
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Actividad de la B-galactosidasa. 

La actividad de la enzima 8-galactosidasa se determi

n6 según el método de Craven, et. al., (1965). Se tomaron 

20 µ1 de muestra problema y se agreg6 el sustrato p-nitro

fenil 8-D-galactopiranosido 5 M en SSAF (100 µl) mas 100 µl 

de agua destilada, se incub6 durante 15 mina temperatura

ambiente. La reacci6n colorimEtrica se ley6 a 408 nm en un 

espectrofot6metro para ELISA (TITERKER ELISA reader Multis

kan Me. Flow laboratories). 

ENSAYO CITOTOXICO. 

La susceptibilidad de la esquistosomula a los anticueL 

pos monoclonales en presencia de complemento, fué determin~ 

da como lo describe Levi Schaffer y Smolarsky (1981). Bre

vemente, 100 µl de medio MSD que contenía 250 esquistosom!! 

las de 3 h después de transformadas, se incubaron con volQ. 

menes iguales de los sobrenadantes del cultivo de hibrido

mas o con suero normal. Después de 30 min de incubaci6n a 

37 ºC, se agregaron 100 µ1 de suero de cobayo como fuente de 

complemento .(el complemento diluido 1: 1 en suero normal de 

conejo). Los controles consistieron en muestras con anti-

cuerpo y complemento que había sido previ<1mente desactiva

do a 56°C por espacio de 30 min. Las muestras se incubaron 

con los anticuerpos monoclonales y el complemento por 24 h 

a 37ºC y en una atmósfera de 10% de C0 2 • Finalmente, sed~ 
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terminó el porcentaje ele muerte de las esquistosomulas ba

sandose en el criterio de inmovilidad y con la ayuda de un 

microscopio óptico. 

PURIFICACION DEL ANTIGENO RECONOCIDO POR EL ANTICUERPO MO

NOCLONAL IC23C21. 

Brevemente el método fué como sigue:l.S ml de Affi-Gel 

se lavaron con tres volumenes de agua desionizada fria (4°C) 

teniendo cuidado en no dejar secar el gel. El gel húmedo 

se trasladó a tubo y se agregaron 45 mg de anticuerpos pu

ros IC23C21 disueltos en BFS pH 7.5 a 4°C, agitandose sua

vemente por una hora a temperatura ambiente. Después de 

este tiempo se filtró el gel para quitar los anticuerpos 

no unidos al gel y se incubó h a temperatura ambiente con 

1 M glicina pH 8 para bloquear cualquier ester que pudiera 

haber quedado activo. Después de este bloqueo, el gel se 

transfirió a una columna (jeringa de 3 ml) y se lav6 con 

SSAF pH 7.4 y con amonio 0.1 N i~as 0.1\ de TRITON x 100 que 

se usaría posteriormente para eluir la proteína especifica

mente unida a la columna. Después de esto, la columna se 

volvió a equilibrar con SSAF pH 7.4. 

Después de preparar la columna, se procedió a purifi

car el antígeno reconocido po~ el anticuerpo IC23C21 para 

lo cual 600 µl de la fracción de cercaría solubilizadas con 

triton, se marcaron con 1 125 y se aplicaron a la columna de 
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Ai'fi-Gel JO anticuerpos IC23C2l .en tot:al se aplicaron JO .x 

Jo 6 cpm. se incub6 por 30 .min a t:emperat:ura ambient:e, po¿ 

teriormente se lav6 con SSAF pH 7,4 hast:a que t:odo el exc~ 

so de ant:ígeno fuE removido •. Finalment:e se eluy6 con amo

nio 0.1 N mas o.J\ de t:rit:on x 100, la elusi6n se monit:oro 

en un contador Beta Pachard. 

El material obtenido de esta columna, .se redujo con 

a-mercapt:oetanol y se electrotransferi6 en un gel de acril~ 

mida SDS. Finalment:e el gel se sec6 y la radiactividad se 

localiz6 sobre una película de rayos X (Agfa-Gevoert:). 
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RESULTADOS 

1 NMUNI ZACION CON FRACCION ENRIQUECIDA CON ACETI LCOI.INEST~ 

RASA (FEAchE) • 

El antfgeno enriquecido en AchE, que se utilizó para 

la producción de los antic::uerpos monoclonales, se obtuvo 

siguiendo la técnica reportada por Goldust et. al., {1986). 

según esta técnica, la utilización de la columna Sefarosa 

acoplada al 
0

inhibidor de AchE (N-(6-aminocaproi1-6-amino

caproil)m-aminofenil) trimetil amonio, separa una fracci6n 

enriquecida en la concentraci6n de AchE. La presencia de 

esta enzima en la FEAchE, se comprobó midiendo 1a activi

dad enzimática por el método reportado por Johnson and Ru

ssel (1975). Una muestra de esta fracción, se marc6 con 

I 125 para su análisis mediante electroforésis en gel de P2 

liacrilamida. Como se observa en la figura 4 en condicio

nes reductoras, se encontraron tres bandas de aproximada

mente 67, 40 y 16 KD, en la autorradiografía original se 

observaron dos bandas tenues, la pri.mera correspondía apr2 

ximadamente a un peso de 90 KD y la segunda a 30 KD. Este 

material se utilizó para la inmunizaci6n de seis ratones 

hembras de la cepa BALB/C para su posterior utilizaci6n c2 

mo donadores de células de bazo en la producci6n de los ªE 

ticuerpos monoclonales. 
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Fig. 4 Autorradiografía de electroforésis en gel 
de poliacrilamida del antígeno utilizado 
para la producci6n de anticuerpos monocl~ 
nales. La electroforésis se efectu6 en 
condiciones reductoras, encontrandose pri~ 
cipalmente dos bandas polipeptídicas de 67 

y 40 KD. 
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RESPUESTA INMUNE A LA FRACCION FEAchE POR RATONES BALB/C. 

La presencia de anticuerpos anti FEAchE, se prob6 me

diante radioinmunoensayos utilizando como antígeno un ex

tracto total de cercarlas. En la fig. 5 se observa el re

sultado obtenido con el suero de los seis ratones inmuni

zados. Como se observa en dicha figura los 6 ratones inm~ 

nizados produjeron anticuerpos anti la fracci6n FEAchE, t~ 

dos ellos tuvieron títulos de hasta 1:800. 

Para saber contra que proteína estaban dirigidos los 

anticuerpos de estos ratones, se utilizó la técnica de in

munoprecipitaci6n con los sueros murinos utilizando como 

antígeno extracto total de cercarías marcado con 1125 • Se 

encontr6 que los anticuerpos eran principalmente contra dos 

bandas de aproximadamente 94 y 67 KD, aunque también se re

conocieron otras dos bandas menores de aproximadamente 45 KD 

y 30 KD de peso molecular (Figura 6). Dos proteínas contra 

las que los ratones respondieron, corresponden a los pesos 

moleculares de aquellas que les fueron inyectadas. Cabe 

hacer notar que las proteínas de 94, 67 y 30 KD que conte

nía el antígeno, fueron las más inmunogénicas independien

temente de su concentración, provocando una fuerte respue~ 

ta en los ratone inmunizados. 
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Fig. 5 Radioinmunoensayo de suero de ratones inmunizados 
contra la ~racci6n enriquecirla con acetilcolines
terasa. El antígeno se adsorbió en la placa en 
una concentraci6n de 10 g/ml como primer anticue!:_ 
po se utilizó respectivamente: 

• Suero normal de rat6n (suero preinmune) 
• Suero hiperinmune anticercaria 
D Suero de rat6n 1 • Suero de rat6n 4 
6 Suero de rat6n 2 o Suero de rat6n S 
" Suero de ra t6n 3 • Suero de ra t6n 6 

Como segundo anticuerpo se utilizó suero anti ra
t6n obtenido en carnero marcado con ! 125 a una 
concentraci6n de 80,000 cpm/pozo, el ensayo se 
ley6 en un contador gamma. 
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PIWIJUCCION DE LOS ANTICUERPOS MO'.'\OCl.ONAJ.ES. 

Los experimentos de fusi6n se llevaron a cabo usando 

las c6lulas de ba:o de los ratones n6mero S y 6, que cont~ 

nían las células productoras de anticuerpos anti la frac

ci6n enriqu~cida con Ach. Se reali~aron dos fusiones, de 

las cuales solo la segunda tuvo 6xito, y se logr6 el cree~ 

miento de las c6lulas h!bridas de 10 a 12 días después la 

fusi6n. Al doceavo día, el medio de cultivo en el que se 

encontraban las cElulas h!bridas, fud probado por radioin

munoensayo (RIE) para la detección de anticuerpos anti ~ 

mansoni. Los extractos totales de cercarla, esquistosomu

la y de gusanos adultos en una concentración de 10 g/ml 

se adsorbieron a placas de poliestireno. Se encontr6 que 

de aproximadamente 573 pozos con células híbridas, el 10\ 

respondieron a algún antígeno del extracto total de cerca

rla, 6\ de las mismas respondieron a antígenos en el extra~ 

to de gusano atlultn y 4. 5\ a antígenos del extracto total 

Je esquistosomula. llabía 1.3\ de células híbridas que re

conocieron antígenos de los 3 estadios del parásito. 

Las células híbridas anteriores se separaron del res

to de células y se cultivaron en placas para células de 24 

pozos. se realizaron dos radioinmunoensayos más para reco!!. 

firmar la positividad de estas células. Debido a proble

mas de contaminaci6n por hongos, s6lo se pudo continuar tr~ 

bajando con una sola clona, ésta fue seleccionada y clonada 

bajo condiciones de diluci6n limitante, seleccionandose 4 
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·Fig. 6 Autorradiografia de una inmunoprecipitaci6n 
de un extracto total de cercarla por los su~ 
ros de ratones BALB/c. Se utiliz6 s. aureus 
para precipitar los complejos imnunes forma
dos por los sueros de los ratones inmuniza~ 
dos con la fracci6n enriquecida en ac~tilc~ 
linesterasa. 
a Suero de rat6n 4 
b Suero de rat6n S 
e Suero de rat6n 6 
d Control negativo, suero preinmune. 
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subclonas denominadas IBSZC4, ICZ3CZ1, IE14F2 y IP1Z6B1 

que resultaron positivas a los tres estadios del parAsito 

aunque mostrando diferencias entre ellas como se pueden o~ 

servar en la Tab1a 1, por ejemplo la clona IBSZC4 result6 

fuertemente positiva al extracto de gusano adulto, por el 

contrario la clona IF1Z6B1 reconoce mejor al extracto de 

cercaria. 

CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES. 

Para determinar contra que antígenos estaban dirigidos 

los anticuerpos monoclonales producidos por estas cuatro 

clonas, se intent6 hacer inmunoprecipitaci6n, pero despuEs 

de varios intentos fallidos, se procedi6 a determinar la 

clase de inmunoglobulina de que se trataba, encontrandose 

que tres de estas clonas producían antic~erpos de clase IgM 

(IE14FZ, IP126B1, IBS2C4), la clona IC23C21, produjo anti

cuerpos de clase IgG. La figura 7 ilustra una placa de do

ble inmunodifusi6n; que fue la tfcnica empleada para deter

minar los isotipos de los ant·icuerpos; ·Estos resultados 

explican el porque de los resultadosnegativos con la ·tfcni

ca de inmunoprecipitaci6n, ya que se sabe que la inmunoglo

buliila IgM se une debilmente a la proteína A del Staphyloco 

ccus aureus·, que fuf usado como agente precipitante. Por 

lo tanto se trat6 de caracterizar los antígenos reconocidos 

por 1os anticuerpos monoclonales, por medio de la tfcnica 

de transferencia a papel de nitrocelulosa (Western blott). 
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Tabla 1.- Radioinmunoensayo de hibridomas anti 
§_. mansoni utilizando tres estados de 
diferenciaci6n del par4sito. 

HIBRIDOMA CERCARIA ESQUIS TOSOMULA GUSANO ADULTO 

IBS2C4 1726 5852 

IC23C21 736 1322 1174 

IE14F2 828 1058 1534 

IF126B1 2962 1676 936 

Los antígenos utilizados fueron extractos totales con una 

concentraci6n de Sµg/ml por pozo. 

Los resultados est4n reportados en cpm del segundo anti

cuerpo: borrego anti rat6n marcado con 1 125 • 
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Fig. 7 Determinaci6n de la clase de inmunoglobulin.as 
producidas por los hibridomas IC23C21. IE14F2, 
IF126B1. IB52C4. La clase de cada una de las 
inmunoglobulinas producidas por estas clonas 
fue determinado por dobleinmunodifusi6n. En 
·el pozo central se coloc6 suero anti IgM de 
·rat6n obtenido dn carnero. 

Anticuerpo producido por la clona IC23C21 
2 Anticuerpo producido por la clona IBS2C4 
3 Anticuerpo producido por la clona IE14F2 
4 Anticuerpo producido por la clona IF126B1 
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Cuando se utilizaron los extractos totales de los tres 

estadios del parásito en "Western blot .. , se encontr6 que el 

anticuerpo IBSZC4 no reconoci6 a ninguno de los antlgenos 

presentes. Sin embargo la clona IC23C21 reconoci6 la mis

ma banda de aproximadamente 67 KD en los tres estadios del 

parásito, además, este anticuerpo ·reconoci6 tres bandas m4s 

una de mas de 100 KD en esquistosomula, una de 10 KD en gu

sano adulto y esquistosomula, y una de 21 KD s6lo en gusano 

adulto. Los anticuerpos IE14F2 e IF126B1 reconocieron una 

banda de _32 KD de gusano adulto y esquistosomula,_ de 25 ·KD 

y 10 KD en gusano adulto, y ninguna protelna en cercaria •. 

(Fig. 8) 

COEFICIENTE DE SEDIMENTACION. 

Para tener una caracterizaci6n mas completa del antí• 
. . .· ·. . . 

geno que reconocían estos anticuerpos monoclonales, se Eras_ 

cion6 el extracto total de cercaria por aedio de gradien~es 

de densidad de sacarosa. Cada fracci6n del_gradiente, se 

adsorbi6 a microplacas de poliestireno y el antígeno se d!, 

tect6 mediante los anticuerpos monoclonales, utilizando c~ 

mo segundo anticuerpo antirat6n obtenido en carneros• mar

cado con 1 125
• - Como se observa en la figura 9 los anticue~ 

pos IBS2C4 y IE1452 no mostraron ningdn reconocimiento es

pecifico. Sin embargo, el anticuerpo nonoclonal designado 

como IC23C21, reconoci6 principalmente una sola proteína 

de 13.6 S. En contraste, cuando las mismas fracciones se 
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Fig. 8 Autorradiograffa de Western blot de los anticuer
pos monoclonales IBS2C4, IE14F2, IF126B1, IC23C21. 
Los extractos totales de cercaria (1), esquistoso
mula (2), y gusano adulto(3) fueron transferidos 
a papel de nitrocelulosa, el papel conteniendo el 
antfgeno se incub6 con cada uno de los hibridomas, 
posteriormente se agreg6 anticuerpo anti rat6n ob
tenido en carnero, marcado con I 1 2 5 • 

a· Control negativo, anticuerpo monoclonal anti s~ 
perficie de células bas6filas. 

b Control positivo, anticuerpo monoclonal anti s~ 
perficie de ~· mansoni. 

c Anticuerpo monoclonal IC23C21. 
d Anticuerpo monoclonal IF126B1 
e Anticuerpo monoclonal IE14F2 
f Anticuerpo monoclonal IBS2C4. 
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F~g. 9 Radioinmunoensayo de los anticuerpos monoclonales usando como antlgeno extracto de cer
caria fraccionado en un fradiente· de sacarosa. Extractos de cercaria solubilizados con 
trit6n X-100 se fraccionaron en gradientes de sacarosa. Cada una de las fracciones del 
gradiente fue adsorbida a las placas de poliestireno, posteriormente se agregaron so µl 
de protelna A-1 125 (80,000 cpm/pozo) y se ley6 en un contador .gama. Las flechas indi
can la posici6n de los marcaaores B·galactosidasa de E. coli (16 S) y catalasa de higado 
de bovino (11 S). La linea indica el valor del blanco sin anticuerpos. A IE14FZ 
BIBSZC4, CIC23C21, O.suero hiperinmune de rat6n. 

. 
·• . '° 
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usaron para revelar un control positivo. que consistía en 

un suero de rat6n hiperinmune. se obtuvieron multiples pi

cos lo que indic6 la presencia de anticuerpos dirigidos co!!. 

tra varios antígenos en el extracto de cercaría, con un 

intervalo muy amplio de coeficientes de sedimentaci6n. 

OXIDACION CON PERYODATO DE SODIO. 

Con el ftn de reconocer la naturaleza química del ep.[ 

tope específico para anticuerpos monoclonales producidos 

en este trabajo, se efectu6 una oxidaci6n leve con peryo

dato de sodio a un pH de 3. El extracto total de cercaría 

adsorbido a placas para ELISA, se someti6 a la oxidaci6n, 

empleando diferentes concentraciones de peryodato como se 

describe en material y métodos. Se probaron en este ensa

yo las clonas IC23C21 y IE14F2, que habían resultado posi

tivas en ''Western blot". Se encontró que al tratar el ex

tracto total de cercaría· con una concentraci6n de 10 mM de 

peryodato de sodio por espacio de 10 minutos, se logr6 una 

inhibición del 61\ en la uni6n del anticuerpo IE14F2 al a~ 

tígeno de~· mansoni (Pig. 10). En el caso del anticuerpo 

IC23C21, se inhibi6 la unión al antígeno en un 59\, con una 

concentraci6n de 7.5 mM de peryodato de sodio (Fig. 10). 

Lo anterior indica que los antígenos que reconocen estos 

anticuerpos son gluc:oprotetnas. 
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Fig. 10 Oxidaci6n con peryodato de sodio de los antígenos 
reconocidos por los anticuerpos IC23C21. IE14F2. 
Extracto total de cercaria fue adsorbido a micro
placas para ELISA y tratado con diferentes conce!!, 
traciones de peryodato por 10 min •• se agregaron 
los sobrenadantes de las clonas IC23C21 e IE14F2 
se reincubaron por dos horas a 37ºC. Después de 
lavar'el exceso de anticuerpos se agreg6 proteína 
A galactosidasa incubandose dos horas a 37°C fi
nalmente se agreg6 el sustrato p-nitroBDgalactop~ 
ranosida A Control. antígeno sin tratar; B• Antí
geno tratado con 7.5 mM de peryodato; B•• Antíge
no tratado con 10 mM de peryodato. 
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EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES. 

Los anticuerpos_ monoclonales fueron probados para co

nocer su posible efecto in Y.!!.!:2. sobre el parásito, se in

vestig6 la capacidad de los anticuerpos IC23C21 (IgG), 

IB5234, IE14F2 y IF126B1 (IgM), para intervenir en la mue!:_ 

te de esquistosomula por citotoxicidad dependiente del com 

plemento .!!! ~· Se utilizó el suero de ratones normales 

e infectados con cercaria como controles negativos y posit~ 

vos, resl'ectivamente. Los experimentos se realizaron usando 

como fuente de complemento suero de cobayo fresco y calen

tado a S6°C por 30 min (completamente inactivo) como con

trol interno. El porcentaje de muerte se interpretó como 

la deferencia entre el porcentaje de esquistosomulas muertas 

en presencia de complemento activo, menos el porcentaje de 

esquistosomulas muertas con complemento inactivado. Como 

se puede ver en ·1a Tabla II, el efecto de los anticuerpos 

varían de anticuerpo a anticuerpo, encontrándose que el ª!!. 

ticuerpo IC23C21 mat6 al 26\ de los parásitos y el anticue!:. 

po IF126B1 mató el 38\ de las mismas, el anticuerpo IE14F2 

mat6 al 20\ y finalmente el anticuerpo IBS2C4 solamente lo

gr6 afectar al 10\ de los parásitos. 
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Tabla 2.- Efecto de los anticuerpos monoclonales 

y complemento sobre esquistosomulas de 

3 horas en cultivo, 

ANTICUERPOS* PORCENTAJF. DE MUERTE** 

IBS2C4 

IC23C21 

IE14F2 

IF126B1 

Suero hiperinmune de rat6n 

Suero normal de rat6n 

X : a 

10 s 

* La fuente de anticuerpos fue sohrenadante de medio de 

cultivo,diluci6n final 1:~ 

**Estos valores son la diferencia entre el valor absol~ 

to de esouistosomulas muertas ohtePidas en ~resencia de 

comnlemento activo menos los valores obtenidos con co~ 

plernento inactivado, 

Cada valor representa el promedio de cinco experimentos 
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PURIFICACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL IC23C2. 

La clona IC23C21 se seleccion6 para ser propagada en 

ratones BALBC y producir ascitis para la purificaci6n del 

anticuerpo monoclonal. La ascitis se precipit6 con sulf~ 

to de amonio como se detalla en Material y Métodos. Los 

anticuerpos precipitados, se dividieron en dos partes y 

cada una de ellas se purific6 por diferentes métodos, ésto 

con el fin de encontrar la metodología más adecuada para 

esta particular clase de anticuerpo monoclonal. 

Una parte (14 mg) de anticuerpos puros IC23C21 se apli 

caron a una columna de intercambio i6nico DEAE, el anticueL 

po fué eluido en un gradiente de 1.0 M a 0.001 M de cloruro 

de sodio, cada una de las fracciones obtenidas se almacena

ron, para posteriormente probar su grado de pureza. Por 

otro lado, la segunda parte de anticuerpos IC23C21 precipi 

tados con sulfato de amonio, se aplic6 a una columna de pr~ 

teína A de Staphylococcus aureus. La elusi6n de esta colum

na con ácido cítrico pH 3 di6 como resultado dos fracciones 

de anticuerpos monoclonales de subclase IgG 2b. 

Las fracciones de anticuerpos se pasaron por una co

lumna, se sometieron a la electroforésis en gel de acryla

mida con dodecil sulfato de sodio (SOS) y 2-mercaptoetanol 

para comprobar su pureza. La figura 11 muestra las frac

ciones obtenidas de la columna de intercambio i6nico y las 

dos fracciones de la columna de proteína A. Como se puede 
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observar en la figura 11.2 el empleo de la columna de pro

teína A produce un anticuerpo puro que s6lo contiene un 

borde de 50 KD y otro de 25 KD que corresponden a las ca

denas H y L respectivamente de las inmunoglo&ulinas de el!. 

se IgG. La columna de DEAE también produjo- una fracci6n 

que contenía inmunoglobulina pura (fracci6n 59, Fig. 11.10} 

Para comprobar que estos anticuerpos <lespués del pro

ceso _de purificaci6n continuaban reconociendo al antígeno 

de §. mansoni, se adsorbi6 el extracto total de cercarla a 

placas de poliéstireno y se prob6 cada una de las fraccio

nes de las columnas de DEAE y proteína A por RIE. La Fig. 

12 muestra los resultados obtenidos en RIE con algunas de 

las fracciones obtenidas de la columna de DEAE. Tres fra~ 

ciones reconocieron al antígeno hasta una diluci6n 1:20 

(fracciones 68, 69 y 70). Las fracciones 69 y 70 también 

contenían la mayor concentraci6n de anticuerpos aunque con 

algunos contaminantes. (Fig. 11.6-7) 

En el caso de la fracci6n obtenida de la columna de 

proteína A, el RIE muestra que este anticuerpo puede reco

nocer el extracto total de cercarla hasta una diluci6n de 

1:40 (figura 13). Esta misma fracción se encontró comple

tamente pura, como se puede ver en la figura 11.2. Por lo 

tanto, esta fracci6n se eligió para unir a una columna de 

afinidad y así tratar de purificar el antígeno al cual se 

une el anticuerpo monoclonal IC23C21. 
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Fig. 11 Gel de poliacrilamida de les inmunoglobulinas pu
rificadas de las ascitis del hibridoma IC23C21, 
Las inmunoglobulinas precipitadas con sulfato de 
amonio de ascitis de la clona IC23C21 se pasaron 
por una columna de proteína A de DEAE. Diferen
tes fracciones obtenidas de estas columnas se tr~ 
taron con dos-mercaptoetanol y sometidas a elec
troforésis en geles de poliacrilamida para cono
cer el grado de pureza. 
1 Inmunoglobulinas después de precipitación con 

sulfato de amonio y antes de ser cromatografi~ 
das. 

2 y 3 Dos fracciones obtenidas de la columna de 
proteína A. 

4 a 11 Diferentes fracciones en la columna de DEAE: 
4) fracción 72; 5) fracción 71; 6) fracción 70; 
7) fracción 69; 8)fracci6n 67; 9) fracción 64; 10) 
fracción 59; 11) fracción 56. 
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Fig. 12 Radioinmunoensayo de las fracciones obtenidas de 
la purificaci6n del anticuerpo mediante una co
lumna de afinidad DEAE. 

• Fracción No. 68 
o Fracción No. 69 

A Fracción No. 70 
o Fracción No. 71 

•Control negativo, anticuerpo monoclonal anti 
superficie de células basófilas. 
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Fig. 13 Radioinmunoensayo de las fracciones obtenidas de 

la purificación de anticuerpos mediante una co
lumna de afinidad sefarosa proteína A. 

• Fracción IgG2b eluida con amortiguador de ci
tratos pH 3. 

a Control negativo, anticuerpo monoclonal anti 
superficie de células basófilas. 
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PURIFICACION DEL ANTIGENO RECONOCIDO POR EL ANT_ICUERPO 
MONOCLONAL rc23c21. 

El anticuerpo monoclonal IC23C21 purificado por medio 

de la columna de proteína A, se uni6 a una columna de Affi 

gel-10 (Bio Rod), como se describe en la secci6n de mate

riales y métodos. A esta columna se le ap~icaron 600 ~l 

de extracto total de ccrcaria marcados con 1 125
• El mat~ 

rial eluído de esta columna con amonio O.lN con el 1\ de 

Triton X-100, se trat6 con 2 mercaptoetanol y se someti6 

a electroforésis en geles de acrilamida (7.5 - 15\). Co

mo se observa en la figura 14, el anticuerpo IC23C21 rec~ 

noció principalmente una proteína de aproximadamente 60 KD 

mas unas bandas muy cl.ifusas de menos de 20 KD. 



-60-

kD 

94 
-67 

---~ 43 

3.0 

20 
1 4 

a b e: 

Fig. 14 Autorradiografía de la purificación del antígeno 
reconocido por el ·anticuerpo monoclonal IC23C21. 
Extracto total de cercaria marcado con ! 125 fue 
aplicado a una columna de affi-Gel 10-anticuerpo 
IC23C21. El material eluído de esta columna sé 
trató con ~-mercaptoetanol y se aplicó a un gel 
de poliacrilamida (7.5-15~) con SDS. El antig~ 
no radiactivo se localizó sobre película para 
rayos X. 
a, b y c son tres diferentes fracciones obteni
das de la colu::ma de áffi-Gel-anticucrpo IC23C21. 
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DISCUSION 

La fracci6n de extracto total de cercaría enriqueci

da de AchE para inmunizar a los ratones donadores para la 

fusión, estaba constituida por dos bandas específicas que 

correspondieron a los pesos moleculares reportados para 

AchE en ~· mansoni (aproximadamente 10 KD ~ 30 KD) (Gold

lust et. al., 1986) con una pequefta contaminaci6n. Se ut,!_ 

liz6 esta fracción semipurificada ya que existen dificul

tades para obtener una fracción pura que con una concentr~ 

ción de AchE suficiente para inmunizar varios ratones. Sin 

embargo, una de las grandes ventajas de la técnica de pro

ducción de hibridomas es que la pureza del antígeno usado 

como inmunógeno, no es crucial para la generación de anti

cuerpos monoclonales (AcM) (Eshhar, z., 1985). 

Se realizaron dos fusiones de las cuales, sólo en la 

segunda se logró el crecimiento de las células híbridas, 

después de 12 días el medio de cultivo donde crecieron, se 

probó en radioirununoensayo (RIE) con los tres diferentes 

antígenos: cercaría, esquistosomula y gusano adulto, las 

células que resultaron positivas a este ensayo, se separa

ron del resto y se probaron nuevamente para confirmar su 

positividad, ya que es frecuente obtener resultados falsos 

positivos. Debido a problemas de contaminación fdngica s~ 

lo se pudo continuar trabajando con una clona, la cual se 

subtlonó bajo condiciones de dilución limitantc (Eshhar z., 
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1985). Aqu~ es importante señalar, que en el empleo de 

AcMs existen muchas condiciones limitantes como son: la 

baja frecuencia de fusión en la preparación de hibridomas, 

que aunado a la facilidad de contaminaci6n fúngica ybacte

riana dan como consecuencia un rendimiento bajo de clonas 

en crecimiento, algunos AcM son sensibles a cambios peque

ftos de pH, temperatura, congelamiento y descongelamiento, 

dependiendo de su estructura, y pueden inactivarsc duran

te su purificación o durante su empleo. (Barden R. H. et. 

al., 1984). 

De a-cuerdo a los resultados de los radioinmunoensayos 

(Tabla I), se seleccionaron cuatro clonas designadas como 

IBS2C4, IC23C21, IE14F2 y IF126BI. Estas cuatro clonas 

por lo menos reconocían uno de los estadios de diferencia

ción de ~· mansoni. Las clonas IB52C4 reconocieron antí

geno presente en el gusano adulto, las clonas IC23C21 e 

IE14F2 reconocieron antígenos en los tres diferentes esta

dios y la clona IF126B1 parecía tener preferencia por an

tígenos de cercaria (Tabla I) 

El siguiente paso fué determinar por el método de 

Ouchterlony la clase de los anticuerpos monoclonales que 

estabamos trabajando. Los anticuerpos monoclonales JE14FZ 

y IF126B1 resultaron ser de la clase IgM y solo el anti

cuerpo IC23C21 fué clase lgG subclase 2b. Estos resulta

dos eran de esperarse, pues es común encontrar durante la 
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producci6n de anticuerpos monoclonales anti §_. mansoni que 

. la clase de éstos generalmente IgG o IgM. Posiblemente d~ 

bido a que durante el proceso de inmunizaci6n de ratones 

.con antígenos de §_. mansoni, se da un incremento conside

rable en los niveles de estas mismas inmunoglobulinas (IgM, 

IgE; e IgA) (Ramalho-Pinto, P. J .•. et. al., 1979; Bout, et. 

al., 1980), 

Los primeros intentos para determinar el peso molec~ 

lar aproximado de los antígenos reconocidos por estos an

ticuerpos, se hicieron mediante inmunoprecipitaci6n. Esta 

técnica result6 ser inadecuada en el caso partícular de 

estos anticuerpos monoclonales, seguramente debido a la 

clase de la mayoría de los anticuerpos, ya que se sabe que 

las inmunoglobulinas de rat6n de clase IgM se unen solo d~ 

bilmente (22\ a pH 3) a la proteína A del Staphylococcus 

aureus (Lindmark, R., et. al., 1983) que en este caso, fué 

el agente inmunoprecipitante. 

En cambio, cuando se utiliz6 la técnica de electro

~ransferencia a papel de nitrocelulosa (Western blot), se 

pudo determinar el peso molecular de los antígenos recon2 

cidos por estos anticuerpos monoclonales. En el caso del 

anticuerpo monoclonal IC23C21. se encontr6 que éste reco

nocía una proteína de aproximadamente 67 KD en los tres e~ 

tadios del parásito (Fig. 11.C). Estos resultados son muy 

alentadores, ya que este peso molecular es el mismo que se 

ha reportado con anterioridad para AchE de ~· mansoni (Gou~ 
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dust, et. al., 1986). Además el hecho de que el anticuer-

po reconoci6 la misma proteína en los tres estadios de d!!, 

sarrollo del parásito concuerda con los datos de que la 

enzima AcltE, por ser un componente enzimático fundamental 

del sistema nervioso del parásito se encuentra presente en 

todos los estadios del parásito (Torral-Hazdai, et. al., 

1984). El mismo anticuerpo IC23CZ1 reconoci6 una segunda 

banda de 21 !CD en el gusano adulto y otra banda mayor de 

100 KD en esquistosomula. 

El hecho de que este anticuerpo reconociera más de 

una molécula en el mismo estadio del parásito, nos sugiri6 

laposiblidad de que se tratase de una degradaci6n del mis

mo antígeno (Barden y Von Knepperberg, 1984), o de que es

te anticuerpo pudiera estar reconociendo pequetios epitopes 

Je una glucoproteína, siendo este el caso, como se demos

tr6 posteriormente (ver mas adelante) . 

Por su parte el anticuerpo IE14F2, reconoci6 una mo

lécula de 32 KD en gusano adulto y esquistosomula y otra 

mas de 25 KD en gusano adulto. El anticuerpo IF126B1 re

conoci6 muy débilmente los mism~antígenos de 32 KD y 25 

KD en gusano adulto. Estos anticuerpos resultaron también 

muy interesantes ya que reconocen un atígeno de 32 KD, va

lor muy ap,roximado a aquel del fragmento de AchE que com

prende el sitio activo de la enzima (Gouldust, et. al., 1986). 

El estudio de antígenos en las etapas no juveniles 
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del parásito resulta vital para tratar de controlar esta 

parasit6sis, pues se sabe que la mayor!a de los componen

tes antígénicos de ~· mansoni se pierden durante las pri

meras 24 h de cultivo (Samuelson, et. al., 1980; Dessain 

et. al., 1981), lo que probablemente también ocurre!!!..!!. 

~· También se ha reportado que esquistosomulas de mas 

de 24 h se vuelven resistentes al efecto citot6xico del 

complemento (Tavares, C. A. P., et. al., 1980), ésto se

guramente está relacionado con la pérdida o transformaci6n 

de los antípenos de superficie que junto con otros meca

nismos constituye su defensa a la respuesta inmune (Simpson 

A. J. et. al., 1984). 

Cuando se trat6 de analizar al antígeno específico p~ 

ra el anticuerpo monoclonal IBS2C4, los resultados fueron 

negativos, encontrándose que ningona molécula transferida 

al papel de nitrocelulosa pudo ser reconocida por este an

ticuerpo. Este resultado en el caso del gusano adulto, 

parece ser muy extrafto, puesto que en los radioinmunoensa

yos este anticuerpo reconoci6 al extracto total de gusano 

adulto (Tabla I). Una posible explicaci6n para este fen6-

meno, puede ser que este anticuerpo s6lo reconoce las pro

teínas del gusano adulto en su forma nativa (proteínas con 

su extructura tridimensional). En el "Western blot", los 

antígenos primero son desnaturalizados con B-mercaptoetanol 

y lucpo ~lectrotransferidos (separados por cromatografía) 

en geles de poliacrilamida con SOS que separa los corepone~ 
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tes prote[cos provocando la desaparici6n de determinantes 

conformacionales y exponiendo solamente los secuenciales 

(Girard, 1981). Por lo tanto, probablemente el anticuer

po IBSZC4, no reconoci6 al antigeno por estar desnatura

lizado. 

Para caracterizar aun mas al ant[geno reconocido por 

los AcMs, se determinó el coeficiente de sedimentación. 

Se encontró que el AcM IC23C21 reconoce específicamente 

a un antfgeno de 13.6 S que result6 diferente al coefi

ciente de sedimentaci6n 8 S, reportado para acetilcoline~ 

terasa de cercaría de ~· mansoni extraída en presencia de 

un detergente no i6nico (Triton X-100) (Tarrab Hazdai et. 

al., 1984). Sin embargo, se puede mencionar aqui que es

ta forma de 8 S de la AchE solo se encuentra en cercaría 

cuando se utilizan detergentes para su solubilizaci6n, p~ 

ro la AchE en el gusano adulto, esquistosomula, o en ex

tracto de cercaría sin detergente, presenta un coeficiente 

de sedimentaci6n mayor (Tarrab-Hazdai et. al., 1984). Es

te hecho puede reflejar diferencia en el estadio y compor

tamiento de esta enzima a lo largo de la vida del parási

to, lo que tal vez puede también estar relacionado con 

la alta sensibilidad del gusano adulto a varios Fármacos 

antiesquistosomiasis incluyendo agentes acetilcolinérgicos 

(Kim et. al., 1981; Pereira et. al., 1975; Cioli y Knoff 

1980). 
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En lo que respecta a los AcMs IE14F2, los resultados 

obtenidos demuestran que éstos son especificas para un ep! 

tope compartido por varios antlgenos o reconoce varios an

tígenos en el extracto total de cercarla (Tarrab Hazdai et. 

al., 1985) • 

En experimentos preelirninares en los que se efectu6 

ena oxidaci6n leve del antigeno con peryoJ~to de sodio, PA 

ra modificar la fracci6n glucosidica de las glicoproteínas 

(Woodward et. al., 1985), se demostr6 que los AcMs IC23C21 

e IE14F2, son específicos para la facci6n glucosidica del 

antígeno, pues al aplicar este tratamiento se logr6 una 

reducci6n en la afinidad por el antígeno de 59.1\ y 61.1\ 

respectivamente. Con base a estos resultados podemos con

cluir que los antígenos reconocidos por estos dos anticue~ 

pos son glucoproteínas. También parece ser que los anti

cuerpos estan dirigidos específicamente contra la fracci6n 

glucosídica de dichas glucoproteínas, lo que hizo que es

tos anticuerpos pudieran reconocer la msima molécula de 

azúcar en diferentes proteínas, explicando así la aparici6n 

de más de una banda en los experimentos de electrotransfe-

rencia. 

El hecho de que el antígeno reconocido por el anti

cuerpo IC23C21 fuera una glucoproteína, fué un criterio 

más que indujo a pensar que se estaba trabajando con el a~ 

ticuerpo que identificaba a la . .\chE de ~· mansoni toda ve= 

que esta molécula tambi~n es una glucoprotefna (Tarrab-Ha~ 
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dai, R., et. al., 1984). 

Recientemente se han descrito varios anticuerpos mo

noclonales que reconocen la superficie de §.· mansoni com

probandose en algunos casos que éstos produjeron protec

ci6n pasiva en ratones o ratas (Gryzch, et. al., 1982; 

Zodka y Phillips, 1982; Tarrab-Hazdai, et. al., 1985). En 

el caso de los anticuerpos IC23C21 y IF126B1 se us6 una 

prueba de citotoxicidad para demostrar actividad biol6gica 

.!!l ~. es decir, su capacidad para mediar la muerte de 

esquistosomulas mediante citotoxicidad dependiente de com 

plemento. El efecto citot6xico de los AcMs es significa

tivamente alto sobre todo en el caso de AcMs IF126B1 con 

un 38\ de esquistosomulas muertas en 24 h y IC23C21 con un 

26\, sobrepasa el porciento reportado para otros AcMs, que 

es en promedio de ZZ'l. de esquistosomulas muertas (Pino-Heiss 

et. al.• 1986¡ Tarrab-Hazdai et. al., 1985). Los resulta

dos encontrados para el anticuerpo IC23C21 coinciden con 

los de Ramalho-Pinto, et. al., (1979) quienes demostraron 

que el efectu citot6xico del complemento sobre la superfi

cie de §.. mansoni era mediado por anticuerpos de la clase 

IgG Za. Sería de gran interés realizar el estudio del an

ticuerpo IFl 26B1, que es de la clase IgM, ya que hasta el 

momento no existen reportes de que anticuerpos monoclona

les de clase lgM puedan conferir alguna clase de protección 

ya sea .!!l ll.Y2. o in Yl.!!E. (Capron M, Capron A, et. al., 

1978). 
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Basándose en que el anticuerpo ICZ3CZ1 reconocía una 

glicoprote~na de 67 KD, lo cual coincidía con dos de las 

características de anticuerpo anti de §.. mansoni (Tarrab

Hazdai et, al., 1984; Gouldust et. al., 1986) y en que ade 

más este anticuerpo presentaba efectos citot6xicos sobre 

el parásito, se procedi6 a purificarlo para unirlo a una 

columna y poder purificar por afinidad el antígeno que r~ 

conocía. El antígeno obtenido con dicha columna de afini

dad fué una glucoproteína de aproximadamente 60 KD. Dicha 

glucoproteína es evidente cuando se extrae de un extrac

to marcado con ! 125 , lo que indica que se encuentra pre-

sente en muy baja concentración en el parásito. La dife-

rencia entre el peso molecular obtenido cuando se purifi

có el antígeno y el obtenido por el "Wester blot", es re

lativamente peque~a y se puede explicar, ya que existen 

algunos detalles técnicos que pueden modificar ligeramen

te la apreciación real de los pesos moleculares obtenidos 

en electrotransferencia; por ejemplo, los marcadores de 

peso molecular no se tratan en la misma forma que el papel 

de nitrocelulosa que contienen el antígeno más los anticue!:_ 

pos. 

La posibilidad de contar con la columna de afinidad 

con el anticuerpo ICZ3CZ1 permitirá en el futuro purificar 

mayores cantidades de antígeno, y así poder llevar a cabo 

las pruebas difinitivas para determinar si se trata de AchE 

de.;?_. mansoni. Otros estudios que pudieran hacerse en un 
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futuro para estos anticuerpos son por ejemplo; electrofo

résis en gel de dos dimensiones para determinar si las di 

ferentes bandas obtenidas en el "blot" corresponden a la 

misma proteína lo cual llevaría a conocer el peso molecu

lar y por ende, determinar si se trata efectivamente de 

AchE. Las pruebas de competencia entre antígenos y entre 

anticuerpos: en el caso de antígenos se puede desarrollar 

en un sistema "ELISA" fijando uno de los antígenos en com

petencia, a la placa y agregando una soluci6n que contenga 

al anticuerpo previamente unido a el otro antígeno, si exi~ 

te competencia indicaría que los determinantes se encuen

tran por igual en ambos antígenos, este mismo ensayo se pu~ 

de aplicar a los diferentes AcMs para verificar que no es

ten dirigidos al mismo antígeno; otras de las pruebas que 

se pueden hacer a este anticuerpo es si este es específico 

de espacio o no, es decir, probar su actividad sobre antí

genos provenientes de §.. japonicum o §.. hematobium por eje!!!. 

plo, debido a que estas pruebas son de vital importancia en 

inmunodiagn6sticos en el caso de ser ésta la aplicaci6n fi

nal de los AcMs producidos en este trabajo de tesis. 

Finalmente, es importante haber demostrado que un an

ticuerpo monoclonal, que seguramente reconoce un solo epi

tope en el antígeno, puede tener un efecto nocivo sobre el 

parásito y la identificaci6n y caracterizaci6n del antíge

no reconocido por este anticuerpo será de utilidad para el 

mejor entendimiento de la inmunidad contra §_. mansoni y de 

sus posibles mecanismos de evasi6n. 
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Cabe señalar que los estudios de este tipo pueden ser 

aplicados a cualquier otra clase de parásitos en nuestro m~ 

dio podría ser: Cisticercus cellulosae o 'En't'amoe&a histoly

!is.!.• con el objetivo final de desarrollar una posible va

cuna utilizando el antígeno puro o semipuro identificado 

por el AcMs o en la producci6n de sueros, que reduzca la 

incidencia de estas enfermedades parasitorias en los pai

ses del tercer mundo. 
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RESUMEN 

Este trabajo consiste en la proJucci6n de anticuerpos 

monoclonales obtenidos después de una inmunización de rat~ 

nes con un extracto total de cercaria enriquecida en la pr~ 

sencia de AchE, previamente purificada. El AcM IC23C21 de 

clase IgG 2a, en particular muestra un reconocimiento esp~ 

cífico de 4 bandas en gel de poliacrilamida (100 KD, 67 KD, 

24 KD, 10 KD) en los tres estadios del parásito que coinci

den con las bandas que presentó el antígeno utilizado en 

la inmunizaci6n. En los experimentos preliminares con una 

oxidación leve del antigeno con peryodato de sodio se de

mostró que este anticuerpo se encuentra dirigido contra una 

glucoproteína, cuyo coeficiente de sedimentaci6n es 13.6 S 

El efecto citotóxico de los AcMs IF126B1 (38\) y IC23C21 

(26\) medido por el porciento de esquistosomulas muertas 

en 24 h es significativo, comparado con el reportado para 

otros AcMs. Sobre estos anticuerpos quedan por hacer va

rios estudios para su caracterización total y abren la po

sibilidad de desarrollar una vacuna utilizando los antíge

nos puros y semipuros id~ntificados por estos AcMs o el d~ 

sarrollo de sueros en los que participen directamente los 

AcMs producidos en este trabajo. 
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CONCLUSIONES 

Se obtuvieron cuatro anticuerpos monoclonales (IBSZC4, 

IC23C21, IE14?Z, 1?1Z6B1) y se logr6 a lo largo de este 

trabajo caracterizarlos parcialmente. 

El anticuerpo ICZ3CZ1 (IgG) reconoce una glucoprote! 

na cuyo coeficiente de sedimentaci6n es de 13.6 S y prese~ 

ta una banda específica en gel de poliacrilamida 67 XD, c~ 

rresponde al peso reportadopara la enzima acetilcolineste

rasa en §.. mansoni. Adem!s tiene una actividad biol6gica 

in ~ significativamente alta. Por otro lado, el AcM 

IF126Bl también presenta una actividad biol6gica alta a 

pesar de ser un anticuerpo de clase IgM. 

Dadas las características de estos anticuerpos, pue

den tener en un futuro una amplia aplicaci6n en el estu

dio de §.. mansoni. 
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