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<lB3 

8D 

GLOSARIO 

AcM en ~entra· de extracto crudo de adultos ·ci.e T •.. 
soliUÍn recuperados de hámster. 
AéM en contra ··de productos de liberac.i6n de 

- cisti-cercC>s :de· .T. sol.lum·. · · 
A.suum Extracto crudo'de 'Asca.ds suum. 
Ac AntiCuerPo··~ ... :.: . . _, __ -. .-.. -},'..: ,:.·_-·.-:-,·.' 
ACF Ad}ruvante' compúito': de ,Fréund ... 
Al:F Adyuvante'. incompleto . de:' Freúnd,. . , . 

m 

AcM Anticuerpo'. moncicl.onal ;e; , :, · : ' 

:a :~i~:ºx~ií~~a~·~~i'' &\:'¡~~Z,~~º ~n, la p~o~ucción de los 
AcM 4B3 y}BD'./< ", · · ; '< :. ; .. ·· . ·. 

AgB 
BSA 
e 

Antígeno ,a· .• ,·.:•:/.·· · ·· · · ·,· ,., ·:•, 
Albúmina Sér1c·~·~~~6~in·a -,_ ;_-.: "'' '_ · ·· -
Extracto 'crudo''dééisticercios dé''.T;:: soliWn 

e. tae. Extracto '.crudo' él.e· éisticeré:os d~.·· Taenia. iae~iaetormis 

~~ ~!;:b~r~~~;t~!#.·<L . .. <.. '· ·;:\:· .... 
ELISA Ensayo '.inmúnoenZimÍiúcó, · del~ ingle~'. "E~~i~e i.i~k:~'d ' 

~;:~:~~~r~:~~~~:ª~:;;~]~;¡;bel'á;~;~; 3/ ;.·"·· .. F.hep 
FITC 
HAT 
IET 
IFA 
Ig 
kDa 
L.mex 
M.hir 
HC 

Isotiocianato de ·Fluoreáceíi:ia; · · · '· 
Hipoxantina, -Ami;i'opteriiia~>'l,.ilñid:fria> -: -3~-

~~:~:~~~~~~~~~~-~~~!f2;-~nc1él{, .-,-~:< >;~ '. -:~)·- .: ,- · 0 .... _. 1,-. 

Inmunoglobulina' · ., \·;··:.,•. '.· 
kilo Daltones 
Antigeno de Leis~'ari.ia: nl~;{iéBná _»·· : ... ; _ .· .. -.~-: ... _ _ _ 

Extracto crudo de: Macrácan'tiiorh,Ynéhus'..Júrodinaceus 
Nitrocelulosa ' "·.',.,: '. ,. 

OPD Orto-Fenilendiamina ,. 
PAGE-SDS Electroforesis .en geles 'de''.po~iaérÚamid~; en 

presencia de dodeéil·. iiuifatc! ·de "sodio· · · 
P.M Peso molecular' · · :: · · ' · 
PEG Polietilenglicoi' ., : ,;. · : :, · 
PLC Productos de liberación: d.é ~tsii~e,rd~s de T. solium 
PLTha Productos decl.ibe.ráci'ón. de: adultos. de T .. solium 

recuperadas ·dé, h~mster' · 



PMCB Sal sódica de p-hidroximercuribenzoato 
PKSP Fenil metilsulfonilfluoruro. ·. 
RIA Radio Inmune Ensayo . . . . 
SPB suero fetal Bovino ·: ·:.. .'.·:' ·; '.·. .." · 
ssAP solución salina am~rti~acia ·,>con fosfatos 
Tha Extracto crudo dé' ·adultos" de; T;sol:iÍJm 'de. hámster 
Thu Extracto crudo de'aciu1t'Ciéi(Ié'T;soliúm"'de humano· 
TLCll: N-a-p-tosil-L-lisina:ciorómetil cetona. 
TPCll: N-tosil-L-fenilalanina ,clÓ_réímeÚl cetona , 
T.sag Extracto crudo de Taenia,.'sagi_na'í:a 

~::;~!":x~:=~~~ ~~!:'de Trichih;;_i'¿,. i;úalis .. ·: .·_.·. 
T. tae Extracto crudo de adultos':de. ·Taenia taeniaeformis 



RESUMEN IV 

El estudio de la fase adulta de T. solium, utilizando 

tecnologia de vanguardia; podria tener repercusióll. en ~~- . 

diagnósticci' y po'3Í.!ll.e~e;,t~. en el control de ésta parF's~tosis. 
Ei mayo~)mpac~C>'}ori~~~:i.do con el estúdio ·de la .tenias is, 

:;::~.:t:¡~~t~~~tf·~:1f~;,:~;t:::::~~!;~:<-:~~:h;;~ ..•. _,_una· de 
las t"ecnologias• de'..vanguardia•podria·•ser, el;·empleo_,de :·: . . •:· 

. :::¡:~:~Jif tf i:~t~ij~~1~~~:iK~i~á;r~~x~·:r·~~: ·-i~:::~:d:: ,.en .. 
• :;,'>. ,· ~~)'. ·-:;· ';,:''.it' , . ·1::.0-· ' "" •• ·.,.;t ..... · ... , .\. ··.'· .. ; . ' 

·contra 'de''anÚgenoá .de·· diferentes estadios' parasitarios de. T. 

soiiw.l.•s~·in~uni~¡;~on ratone~-· de'.la'.cépa;~ai'b/~'con.··· ' , .•.. 

~xtr,ac~,º~ ••• c~f6,~i;'?~}~~~t.~;~\.r7,~u~e.r~~~~:·:i~}j~*·¿~~·i,_i~~'..~~-- \• 
hámsteres •.. ; in~~nos11pt:imidos •.. e• int,ect~dos ~l(peri~~ntalmente 

t~:~~[~~i~t~~if $~~~~lit~~~~~'.. 
y subclase, d<; ilnticuerpos, .o~tenidos ~ostr6 'quf?;ey:an'.'.IgGl. La ' 
. especi.f i~'idad d~ ~~~O~·: a~tic~~,XlJ~B ,'~n~'~i~~ai(J6X' 'ii::is;;:, . ~n '.' 
contra de dif~X'~nté~ .·:~~~·í~er{-6_~. ~o~Ól¿~o~''.~ ~~t~-~6'i6~~~: :, 

mo~tró qué 4B3 réc_~noc_i6i?rincipa1tliente,aió's:,t:aen~dÓs y so• 

resul_tó sér: .;;pecúi.C:~~ d~ especie!. El ; análisis 'del . . . 
·::;.<·, .: ·.: .:· -:-~·.· ... =_ ~ .:, : .• .• ·.':.·"·'·:,:: .. :_< ,_,~;;\·\·/;. __ :,.::;' ::-. '.' .. ·: .;. 

reconcícimientcí' de _los 'Á-éM.: a '.~racciones' antigénk.~,<'' obtenidas 

postedor'.a 'ele~l:.i~p:iz.'.-¿~fs 'eri geles._de aC:rúamida' e •.. · .•. · 
inmunoe1ectrotr.infer.iriciá.; a me'~r~da de N¿ n::a'str6 .que en el 

caso del AcM contra t~nia adulta.• (4B~) ·habÚ ;;;~;~r~~acción 
hacia un_;;i fracción mayor a 206 koa en todos 16~· _a'ntígerios 



analizados, así· como· a 'otra ,de ápro~imadam~nte,.~os kDa. En .el 
caso del A~M prepar~~ci contra productos Úberados por 

:~:t~:;c::. ~::\a~~:c:ru:nd~:o• Td:::e:·····cc:~J.;:s· :t~:i~:c::e:'?rcdc·::oªs: ::·.'h~_ªuib~:o·.~.':sr' he~:a.:c: :c:i;:o_ 
8
n° . ~:OJ y 

contra: de'·::e·x'~·ract·a. ' : hiic'ia'" a 

un.· mayc;r n~mér~ ;:~e,-:::r~iú~§~.~\·AR~·J.~énii:ª~.<§!. 1> :si~u.;;?ªs ...•• 
entre 101Y°'B.9:,kDa>: i:os;afitíg~rios: recoíiocidos 'por~ 4B3 -. 

tantlJié~ ~~';~'?g;~~~~h~~~~-,~~~:·~~~ff~~~~t},~f ~h~e~·~d+te;~ •de 
heces deMmster:~ infe'ct~dos;ires0ultado/'quE!:tuvo ~orrelación co~ io'. ~·~~~~6~.i~6~~~'.6"i2~~;·:.~a'>~:r.~~~é~~~.\~i~-~-i~·~º·~·~~-~;,·_e~~; tiy~ ; in 

vitró.·'.~e ·_f:~n~~ª :i:é~\i~.,·ra:Aas ·de;11_á~á i:~,,.,~,··•i;:·;;· ~º'~·"¡;º~ªYºª . 
irimunoci tcíqÜímicos,. con .c.ri"-cortés;de .parásitos' adultos : y. 

métacéatodos, ma'stra~an'>ciüe' 4B3 •·· recon.oció antí9erios ;. . nivel 
d~· f ~tii~~·:;:;~~'.~-~~-i~~~~~~-~~: ias :·· ~uales _a~a·r~~t~me~~~,: t~e~~n :.'. ~n~ 
élif~rérii:é• di~~~ci~:iciÓn dependiendo· del. estadio pa~~sitário. •El 
AcM. BD solo' reconoció an'Ügenos. a' nivel de espácio ¡· 1/ ;'_. ·'' 

- ·' ··- ·- . - ,:· -. 
intersticial de '.106 'cistiCe-;¿ccís, . Los resuit<i:cia~· áei ;análisis.· 
inmunocitoquímico•poIC° 4B3 .. Y le; olJt'~nid; ~ó~\Íif en' i~i~i;¡¿¡;· a. 
l.afracc.~ón\antig,ériica¡¡:ituada en 105 ·kDa, s_U.9_iér;;,. d{,~~~~::· 

t :_.:•., 

. ::::~::,:::~:ªI::~ª:!·t.::i:alsas•:a1'_:oec' ra·· .. ell,:i.·. 
0

z·.·_:a:c'_':i:.· .. ~6·_mn1.'. t ... eY~.-~;~~:f~ªt~ • \ 
úaccióñ,ffiáyor a: 206:, Í<Da; , ··.· ei. i;>eso';{io~ecu1a,r 
de est~ Úacción; sugiere 'el. reiconocimi'entó hada· algú~ tipo 

::a:~::i~~~~t~:s~~~~l:ds E:o::!f :1ir±!~t:s~:: •. :·::t:a~a~~ ·•· 
P.~-~t~-ín·~:~~; · ási.- 6~~~-;.:~:~:·:i-~~-: ¿-ii·~·¿¡:¿·~:::~:~~·~~~~i;~ai·-~·~;·<;~·~¿~~diado"~. · 
Én .el caso del AcM ~D ~(): f~~ posible esiablede~ "'~ ~pítopo 
reconocido; ni _.su iocalizacióll a nivel de tejido. para~itario 
del .. adulto; · 



INTRODUCCIÓN 

l.1 Generalidades. 

Taenia s_olium es un parásito céstodo hermafrodita,. el . 

cual provoca dos tipos de enfermedad. una es causáda en.el 

hombre, como hospedero definitivo y se denomina. teniosis, la 

otra es causada en el hombre como hospedero·.~í::ci.d~n-i:a{ :Y en. 

el cerdo como hospedero intermediario y se ~~~~riii~~·- . 
. -e~ 

cisticercosis. Este céstodo hermafrodita e ·:se"a:Liment·a· del··· 
.:,, < ·/:>:·-·.::,_:\.:,'.:,::,-·,:.;:_·.:.:.'·:· ,·.:_; 

intestino del hospedero por carE!cer, ~e·~~a_r¡ito:digest~vo 

·:.::::~ ,::::::::·:·:::.~it.~~~~iiili~:' 
támbién por endocitosis a: las· mbléculás':orgÍinicaá de ba)o 

' -· -·-· ..;,- - ' ' ·-· 
peso molecular (71) .La jOÍiasÚ:fc~ciÓ~ taxonómica ha, sidÓ 

establecida como s:Í.g'úe(7-ú'; 

PHYLUM Platyhel~i~~iíes'· 

ORDEN 

FAMILIA._·' - Taenfidáe 
GENERO' Taenia 

·:-;·-

.-. 
'ESPECIE· - Taenia· ·sOli'uñi 

- :, (Lini:iáeU:s; 175Sl 

1 

Los 'temas tX'átadc;~ ,a lÓ largo. de esta i~~~6du~ci6n estarán 

enfocados pJ:'incipalrneni:e haciii iá tenic;sis. ya que la 

cara~-t~~'iz~~Ci~¿~:_.·d~ :; ~-Ó-~ :~·~M·:~-~~ese-~t.ad~~:: ~n e~~~ te:sis·, ·.forma 

parte _-de ~n ~i6}'~~t6 _· en6aciinad6 -~ mej drar el • ciia~'r.6~ t i~o de · -
' . ;_, _- "' -:· 

esta parasitosis. -
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1.2 llor~olog!a. 

El adulto de Taenia solium es un gusano blanquecinó,.qile 

puede alcárizar: hastcl 8 metros de largo (Figura 1·.a) .''~u 'Jnión 

al tubo di'gesu;r.º es a través de un órgano de fija~ión : 
conocido comC>:escólex, en donde se ha descrito que se,··· 

. ·; '. ·:-: 

encuentra ·el'_gai;iglio nervioso del parásito y dos tipos« de· 

esti:-uct~raa·-.d:Í.fe'~entes, que le sirven para fijarse al 

inte".ti~d,\¡i,~ es la doble corona de ganchos y otra la 

cons'tit_uyei:i. 4 ventosas. (Figura 1.A) Posterior al escólex, se· 

"p,;;es.e':'€a·:-~n':·adelgazamiento que da origen a la segunda .reg1ón' 

<'l~rlC:,mirlá<'la:' cuello, la cual es un área no segmentada y poco 

se origina la tercera porción denominada estróbilo', ce,i/• Ei_]."· · 

estróbilo constituye la mayor parte del cuerp,; cl.e':gusa:rl:O·:Y · 
está, formado por una cadena de soo a 1000 áegment~S:be'qu~fios 
llamados proglÓtidos: Esto~ segmentos d~p~~ci'Í.,~~~6;J~0~~/ ' 
cercanía al cuello pÚeclen ser de: tres· tipos::·inniadu;os, ' 

·. ' ¡ ' : :, . -.~ : : . _; • - ' ' - -~ .. ··,: . ,·; ·C - : " ~- ··::.: "..;~ ,~;:;''.: •• "··-·:<. ~~ :~{·:~.·?:-'.:- :-::;-:.:.~,~--:~:>.::-: :·: ·: .' .. ; 
maduros. y. gráv_idos; Los: proglótidos :más 'j ~~~ne~ ',e/inmaduros;. · 

;~~&Ii:i~~1~i~~i~:~~J~i,ii~l~~+ 
C

fe
0

_ncutni/eªn. ce. i .. 6a·_.li}· :·i.a,'~ep~~a.~~~t.6~ ;~E!'.~~~i~_riis~:~~';;·:}§ciií.~· :•· 
ios.:- huevos·',: .. :- roa~·;· c'ua~es.~·'Pú.e'aeii" a1canza·r·;\iri .: ntinieio 

· a~~o~-íf4.~6 :.: _d_~: So~·, Ó''o"o p~~· ',~~~9~~~.t{~~·; .'.kri ~ di:~,~.into~.· ~g~~d~s ~ de 

~d~~ez ~'<]-~)'.~ - '. · .· .. 0 • ) .. 

Los ~~ev¿s de,T. s61i~ mid~n 1 de 30 a 40\ µm•d~ ~¡ámetro y 

poseen varias envol t~ra•/ qu~ le p~rmite~. al_. e~~ióri h~xac~nto 
sobrevivir en ~~ medio ambiente (36). 



Figura l. Fase adulta de Taenia solium. Al Escólex visto al 
microscopio de luz (lOx) de una tenia recuperada de una infección 
experimental en hámster (Tomada de Aguilar, 1994). G: doble 
corona de ganchos, V: ventosas, C: cuello. Bl estróbilo de una 
tenia de origen humano en la que se observan los segmentos 
correspondientes a los proglótidos (Tomada de Flisser, 1988). 
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La oncosfera oembrión hexacanto está formado por un 

epitelio· delgado .. con 'extensiones citoplasmáticas, .:un ·complejo 

sistema musc;',lá~ que opera los ,tres pares de ~anch~:s/ únpar 

de glánd~lasiqu~ le ayudan ~·pe;,etrar de;.,tro dellló~~ede:i:o; 
célul~s g~~:i~~tiy~s a· partir de las· cuales se desarrollar.á .. 

·e1: ái.~i~rit·e·.' ~~'t.ad.i'o larvario Y. un s·istéma ~·erVi?s·~ . ~~i~~.ti Y<=! 

<~i>> i;;i lluevo es el único estadio del parásito ~xpuesto' ai 
m~diÓ :·ambiente; la. desecación y las al tas temper~tuias ~o~: .. 
facto-r~·~:·~~- disminuyen su sobrevivencia. ~~n ... e~'-~rg·?··-,~~ sabe'· 

qi;e:los·huevos son resistentes ya que p':'eden permanecer· 

vi;ililes e· infectan tes en aguas negras, rfos, p_astur~s, pi,r: 

semanas·o meses (26). 

Bl• cisticerco o metacéstodo de T. sÓ~·:;_uii,' es• una vesícuia 
:·'• -···. : . 

'ovalada 'transparente que mide de o; 5 a ciri .de d.Ú~etro, ~oii 
un esc6{-~x ¡nvaginado dentro de : la;. v~sícu:í.2 ;~~t~,,~:~~6~~'.x( ai 

•tt::l~:~~nd~:l:e:::o::u::~~:::::: '.:t~~::kf~~~:b:f ;~;. ·(~). -
' sn'-108 6i6iúiercos: la :,;1Ji/e'i:úé:i'3 ~~ 'r~_¡1.5¡;-,:~Ci:~e-¡;fc;._;1;;r :: 

:S:~~~r~~it~;Ji~~~tí~~H~ij~¡~~,[¡~,., 
'acfal ~o. : ~~re,~r:~~{t'~~:.e~a ~-~g~~~.\¡r_a\<43, )': : ~~i~:~;.~~~.~i~!'rcos 
de· T,' ,·taenia'eformis' las.'.~iCrotriéas' también ·le-' sirVen '_como: 

máéani:s'tna ~~~-::p~~b~.á~i'ói{ :~oiitr:a. la :re·spU~'S~a·: :Ú~~~~; -de1 <~ · ·~< 
hb~p~"~e·io''' <·79>··~><:.~~ -~"·~> .--,~.. d."·~·· · •• , < ;,,:~·' -

:,-·6i~~d~· .üfi~ c¡~éicei·.CO: se, :~~:~~b{:~-é~~-· ~~ : .. ·ei-~.'-~i~t·~~~ :-ri~~ioáo 
dei. ser:'hh~ªºº;<i>~:~~~:aéié¡lliii,:: diferent~s :;!a~~~,~. tamañas 

dependiend();de lá~' regio~es e¡, •que .s'e. encuentre(S9,60)~ 
l;J Cíclo'de vida;(Figu;;'a_• 2) >>. ,.· .... ' - ·.· 

Un~ adulto d~ T. s;,l;~, bC>n;;;~~ente ~la~a~~ ~~litaria vive . 

por pe~Íod~s prcilc;ngadoseri.ei intestinodelg~dc, del ser 
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humano y puede llegar a sobrevivir hasta 25 años. cuando el 

parásito ha alcanzado un tamaño promedio de 2.2 m de longitud 

(aproximadamente 3 o 4 meses después de la infecc~ón): se·· 

empiezan a desalojar periódicamente uno o más.·pr~.glÓti,do.s · 

grávidos. junto con las heces (26) . Si eÍ hoinÍ:,,oe,:.'.'o'."ei: cerdo, 

ingieren huevos de T. solium presentes en los-·~r6giÓÚdos 
, L:·~·. ·' 

grávidos que contaminan la materia fecal. humana._:::.desa.rrollan 

la cisticercosis. (14, 25). Esto se debe. a qlÍ.~"1~~ huev6s 

ingeridos eclosionan por acción del jugo· g~strico,:y· 

posteriormente por el jugo intestinál b:ai:; oesp;,;és de ser 

. 35J,J~tl~~~~f~~~f~~:f 6{2 
:-:il:§iifil~~li~~~\~¡;~;~:;;f ;·::::,:::::: 
hu~~º ~tt~t]JS°'t::tz~d~jl:5J~jº~~~:s~ .• rf rf~:::e::::::t:1 ser 

cocida /.1~.\ cuá1,.·l·.Y0~~~s-;·,~.>'c~i~e6.~,.llt.-...'ei:c>·e~.r~.c~.o~.s~c .•... v·~-1~.ab~.~l~"e:,vs·· ~.ve,,. ··aons~ · ( 14, :zs > • una vez 
en é1'e~t6.~96 . . .. ,, , su escólex 

i;,vagin~f.jó.~~-~~.~j,~~d;o,~,~;·~·~ i~s';enzimas digestivas pepsina y 

tripsi~a;-:_ ~~-!~~-~-~~?,. ias·:·~1a1e·s -~i~·~~·r,~-~··, :·:-~·_¿·_'.·.qu~ ··ocasiona la 

'evagiÍÍ~Ciór\>délescólex\>u?; ,v"'i;quE!· el• escólex .ha evaginado, 

las .. ventosas del'párá~'itó. ~eíiija,ri a: la mucosa intestinal 

pará úvcii'e'cer qt;e' los gandho~' se'' ,;.;jeten á iá submucosa' y 

de éstan.an~.:a, se sujete .~i:p~rá.sit'o y ciréz'ca hasta 

dimensiones importantes (13), 'e'sta inÚcc.ión es éonocida como 

teniosis. (34). 



Figura 2. Ciclo de vida de Taenia solium. Al Fase adulta, la 
tenia se .:encuentra en el intestino del hospedero definitivo. 
Cuando: la.tenia tiene proglótidos grávidos, éstos pueden ser. 
eliminados· ·en .las heces y los huevos alcanzan el exterior . .. 

6 

·Bl Fase:'ae· rnetacéstodo. Los huevos ingeridos por el. hospe.dero 
foterrnediário (cerdo) o por el hospedero accidental· (hombre), se' 
desarrolla'n a· cisticerco. En caso de que el hospedero definit'ivo 
consurna·carne de cerdo infectada con el cisticerco desarrÓlla la 
tenia ·(Tomado de,Aluja y cola, 1987). 
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1.4 Aspectos clínicos. 

La principal manifestación clínica del parasitismo. 

intestinal por T. solium es la eliminación .dá,.; Pl:"oglótidos en 

la defecación (10, 14) . se desconocen· exáctame~te • lÓs .si:ntoinas 

clínicos presentados en la ten~osis .i/~~'.~_7<~'._:·s.:~·~~-~;~·:si~
embargo para T. saginata las manifésta.;ionéiUiíiieden/ . 

.. - ...•.. :·.- ..... -. •. ,. ... __ ... · ... , ... _ .. _,_, •.. ,">,--

consistir en dolor abdominal·;: ª-~~r:~~~~'~:::~~us_~~l:.andigesti6ri 

crónica, períodos al t~rn.o~ de d~arreá':f':; chsúpa~~ón,·. síntomas 

nerviosos d~ origen;~ó~ic'.~:.'yL~~'.flf~l:},~{f 5~df;o/i~~ ,~e]./~o,t ai · 
12't (9). ·Este ,cuadro' clínico/: que ;también podría presenta~se 

::v:: ..... :¡~~ liz¡i~1¿;:f ;;t;~t~~~~¡~:I-~~~:~i,f.º~~:~~:~:~f e~~'.:_ser .·. 
sagiriátá;puedéj causa,J:',~aperidiCitis \(S4), pancreatitis '(SS),: y 

perforación'de1:.iiit:estiiio iiéi9~do~\~~;·;~:: •• \~•/,:\:;)·.~- ~--~- •. 

;~~~~~~~~k~;i~f ~f ilI~~~C 
:~~~~lll~f 11,t~l~¡~~~}=~~~~'" 
problema;·. ~e.r.ic>• co1110 · enf e~~ciéld · ~ara si taria •O' sin embargo un 

adulto ·d~'_'T; :·sol:ÍtÍln,'es'•.e1'«igent;.e 'ca:¿,sal ·directo de .la -

cistici~;c:c;s'I~.<i~c~ál lo·hace realment~ d~iÍino ~ara la. salud 

de fo~ iri;i';:,;J.d~os 11~ •. 2s ~ 5'~> . , 



1.5 Bpidemiología. 

La transmisión de T. solium entre los diferentes 

hospederos, es más frecuente e fntellsa eri corríunfdades 
. ... :.·: . :.. ,-· .'' 

rurales, ya que allí el ciclo:de.vida·es_tá asoci~do. a 

B 

·condiciones ambientales favorables;:• por. ejemplo: : crianza 
libre ae cerd.os con acc·~~-0 a .. l°a~·-~··:h~:6e~·::·hJ~ri~·~·- ··i~'.~.~~ta~aa~:·· la 

faltá de letr.in.as :.:i?s'~~los•~á~i~o~~~;igfé~i~'ó~·'de i~~-······ 

·.~~~~lllliilii!lli~;~i··io 
BrasÚ'sor{ib~ paíse~ ~ª.~ af~~tado~·.e?•el. contin,ente< 

ain~~.tbaiiéi/<IÍ;> Y:'°!'º; ~~s~~t~~te~;: j~ · ~ri~.~sna':l~u~:d~:~pdu~:·b_'e1:i.;.c;aª·.·· .. ··a·· s·i:· .·'.: 
-énf érrTied8d'~·pi6VoCa:~·'S6Ve·~""as· daíiOS '.':en~, "1~:-., ·- ·.como .. 

en iá' >~~:o~~~~~:~-: ~~;Í~_~e~~ ~f (_ ~ ;·: 8 )~ ;<:· . :[;,~,-. /t .:··· . ·:::': -.t·\- '.:'.e ~{~:-;: ~~·:. ;-'· " . 
Ein Méxi~o'; .é({ic;'~ia; , Eie,;_;:¡·y. ~1i.,~~º; ~~ : ~~~·.·reaiizádb 

algunos: estudios''ep'id~~i~169ic'ó~ 
donde la ¡;irev~l~pcia • ~~-· {en~ci~is 
así; 
poco 

estudios.' longifodinales para' l~ determ:i.nación; cÚrecta: de. la 
frecu~néia 'cie':{¡;,'Í:enio~i~~ Út~2~.~~i'~ . . . . ' .. 

Pa.r~. este:( s"e· ·.,-r~~ie~e .:~~nt~~::é~~·:·~·n~" m.9,~?.~.'?~.09ta p~~·~is~ 
que permita·. obten~i:: hri~' inf~rm.ic:i.Ón ~ás certera: . 



1.6. Diagnóstico. 

El diagnóstico actual de la teniosis aún está basado en el 
aplicado desde hace veinte, áños :los cuales, son", la. 
observación macroscópica: de .. las .. d~~·~~~-~i6·rie's·.:·p~r~·.:·~~Sca'r~ .. 
prógl6tidos y exámenes encaminados:~ í~ bÜsc¡{.ed.a de huevos 

. .~. - 1/ 

por exámenes coproparas~ tOscópi"'.ºª aé ,, concentración: O 
flotación con sal~s.: ·Estas; metodologías, ·'~b1i:{,p~~i ten 

. . ': .. -~:": i;)': :~·; '• :;: ;,_: :.;__-;·:~·::'.~;~··::'.':';'!?· :;; ~~ . ·:-· ~:_::;~::_::: <5· ;<· .. -. ''.;_· .. ·; . 
identificar género;'' ya· que,,no. es.: posible; la• diferenciación' 
mo~fológi~,; · ~~ 'io'~ i:J~;;¿~;'d~ ~;:; iib1 ¡~' ;:~~ :'T1~§i~';¡ ~ª 'i<io i . 

=~:'~if~I~~t~l~~a1, :f:f;n~a~:l'.¡,d[~a:d[¡,·_:d•:e~: .• ~-:1:.xº' .• g~:r',:ª:.':.iri¡:f d:::::: 
úso,dé;O~':~~it~~n,ic~i: c~ll ';•: , .• ,¿'~\' ,, j;, ;;;ej6r 
diagn66i:{Co<2~;14.1>· ,,,,· , 

, Estas , caÚ~as'. han motivad~ la; búsqUeda'.de' tec~ologias más 

:::ª{!~e~t::::~¡·:~~f!r·:1:~~~1f ,:i~~r::~f t·i~:<::i:A~ti:~:~::· 
portadores,:de~adu~~-os'.~e-•T.s~lium:,: ,:. ··· ... ::;.·',.' /'.'··:· ;:.;;¡, ·· 

-- Médi~rii:Ei'h'ibri.dacióií•in'•sÍtu·':\í'ti1i~arid6' ~6~Cias~d.e.~ oNÁ .. · 
ma~cád~~· ·~a·éü~c;ti·~ame·nte~··. 11a·::::Si'db',:Pos.ibi~;·,ia~·.:·dat·é~Ci6~~:de·.:: 

hasta un ~u~~~ d~~·parásif·~ a~i ~0~61a aüe;~~~i~t:c~óri'ie;ntre 
T; solium .Y: T . .;,agi,:;atai_;',,;:;.· . .;¡;,¡;;,:r96,. ai. igual, qiie,,i~:técnica 

::~;::;.~~~.i~~~c~~ic~. ~e~:e;rid~.·~e; · {d'. ~limi!J~~~ón,,,dejh~~vos 
Act\;almente ~~ ~idb· desarrollado un•mé;tCJ~O < ;;;, .... 

imrí~noe~~-iffi.á.~itj':'·.·~e;· ...• cá~t-~~~~ ep·er'._ciu'~~ª~:h?e.sta¡{darizaaC> · ia 
aetecciÓn;ci~/I>,,:.oci~'cito~ Cli;1:•par_ásito,,acÍ~1t6 Y:.:cF:;e .;,;,, > 
encuentran•. libe~~dbs 'en•las he.ces . de· ~n~ividuos 'inféctados, 

dees,t,ees"pmeéct'oidf,~c:~daamd':op~.a~rr,a~~;. ~~~~ s~;sib~·lT. ~.·'.dad,; :~in ,·~~a;~ó' ~~rece • • dife'~e'néi'~{~ sÓl,iLÍin de T. saginata 
(5; ~.7; 9); aun asi, l~ espediü'ci~ad e~ ¡_)ti~ri~ paia''des~~i:tar 



reacciones cruzadas con otras helmintiasis; una de las 

esperanzas por la· aplicación de· ésta tecnoiog-ía es el 
• ' ' J ; • • ' 

iricremento de su :uti.Úd~-d 'por prÓducdón 'de 'anticuerpós 

monoclo~ale~ o sond~~.deDNAespecÍfi~as( ~)6,l7i,'. 

1. 1 Anticuerpos ·m~¿ocid~~ie~.: '·· ' 

10 

::;~::::::::s-r:. ~~Ji~:~~t t f~;r~Rt::F~., 
'' L _,_ -, • .,_ ' ' ,, 

::::~::::,:2r::5}~i~~~~:~i~~E~~~t~:~=~:~ .. 
homogéneos, · ya que! cada' ªl1ticuerpo'.proviene'd13 _·'C:é.lulas 

derivadas de :uii~ :.~a;~nlt,;~i."c····~u,~e·;~rp¿~o-.s·•-~.'.·Pm_·io,~n;o,rc,~l·.···oin>ajl'.e(\~s}h3 ):.; ;; /; : '.' 
. El .iiso.de.106 .~s:;n,;y:·acipüa;•ya 

'• ' ' • '" < e • ,;.·~;•• \ ,• • <, ''-''."' ' • • • ? -. • ,-,_!~.,:•' 

_ ::1::::~:et:1~;1:~;,u:¿it~:-:·rl::t:1:~:~1~~·I;~;~;'.~:r~~ •. 
métodos ·iÍlmuholcSg'icos•. ciimo R~i><r.;:di(;i.~m~rici~;¡,;~yb)'\ii.isA'.;·· IET 
e. IFA (i~;;;u;;ofluo:es~e~~j_;_:j (73¡:. ·• · · ' ' . : _ ,, . ' 

qu.,L:u::~~~f :;1:f r1!:z/;t1i~~:r~:t:z~~:~Ij~ egº~=~¡;:~·· Yª 

• Iderítificacfón de'.leÍÍcocitos~ · · 

• ~~t~rmin~~ió~ d~ i~~~~~s de' linfocitos. 

• Detección :viI:a1'.' y. subclasificación. ' 

* Identifié.aciÓn:_(ie parásitos. 

* ~~t;~-~-~~¿~·::·d~\·m~c~~~r9~~~·sm.Os. 
• Detéirmina~ió,; de hormonas polipeptidicas. 

• DetecCión·d.e·prote;in<ls C:arcie~rionarias. 
* Detección demÍ~si~a sa~cÚacapara lesión al miocardio. 

•Tipificación de leucemias y linfo~as. 
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*·Aplicación imnunohistoquímica en secciones de tejido. 

o bien.pueden ser utilizados como reactivos.de terapia para: 

al Terapéutica antitumoral. 

bl Inmunosupresión: 

Trasplante de órganos. 

Enfermedades autoirimunita~ias 

, ';: .. t·:· ' .. ·. 

e hiperse,n~:i.li'iú~ád. 
el Control de la fertiÚdad ,. . ··:O::;:::. 

una vez qiié · los ~riticuerJ;l6~: m6nóc1oria1e·~: e;;e,;~n •producidos 

su caracterización es cruciál,pará.deterini'nar>sÚ empl~o y. 
ella con~iste · .. ~en;.e1··.·:~nái\·~·Í.S·:I~~~ri~·~í~L~;~~;:-:- · :::.::: ·, · · .. 
inmunohistoquímico ó seroiogÍ~a· del ~riticúerpo itsi 63, ;6,y 
78). 
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Pi!lllra 3. Producción de Anticuerpos monoclonales. El diagrama 
muestra los eventos más importantes de la preparación de los 
AcM (Modificado de Roitt,1991) .PEG: polietilenglicol, 
HAT: hipoxantina, aminopterina y timidina. HT: hipoxantina, 
timidina. 
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1.8 Caracter1sac16a. 

Los anticuerpos monoclonales pueden ser caracterizados 

por técnicas diversas que van desde ens~yos·de.precipitaÍ::ióri 

en gel como la técnica de ouchterlony,, (53), .ensayos 

inmunoenzimáticos como el ELISA · (S2, ~a'),' el ,'inmunoi;>urito 

(33), la inmunoelectrotransferencia· ÜÍ!Tl · '!l21'i1)) ~l 
radioinmunciensayo (RIA) <i&> o por iiÍmunoÚÚorescencia :JIFA), 

directa o indirecta ' ( 3i) ; Ciid'a''uria' d.:3• és2'a.~ í:é~niCas; ti~ne 
' ,-'/ ,·.;·, .,... ._.,., 

véntaj as 'y 'desvéntaj as ;i: dependiendo de( grado .•. de <:' ,' 

;;:s~í1E!~t~~1f ~~:.:~1;~~~S:!~:~i;~p·,., 
.. ·:,"; ·.:;_: - : '·:\ .. ·"\:·~ . -

electroforesis: en!ge~es de 'i;loüaérÜamidá (2ii <y su ';~ '.<' 
e"l~ct~~~i~~:~: f ~~~~~i··á·~·}~: ~~~i~d~-~ :~~ ~:·~i't~g¿·~1i~ids·;{, ·(·cidrlci~ ; i'a .. -
reacc.i 6~·-~ ~n't:'í~~~~6'~ :~~~ i6~~'ri;6 '/:;--~~ ,<d~;á ~:-~~)i:>~e·:~--~-~--~·~ ;, t'i~·a·::~·a~ ·:,.": · 

:::::~::·r~:J~~~~~:~!:~::i:!f:~f~:1!~!ltiJ.~f ~~~>;~5.:tt:e·· 

g~~;fü~ill{:g1t~}~,~i1!f ~~~;;,if;.~ 
present~'rs~>reá·~~·i:o~·e,s~· c~z·a~~~> pO'J;-qi.ie"-. e1 ~ ·_ ~Pí tOpC>~·-·~s.·;<· 
lduplié¡¡b{E! ·~ itíü~' t~~~túlb e~, ~b,o\j~f~J;iépti~o jú1 . ' ,' 

·El empleó.de la inmunofiÜore'séend'1' par~.,iá'.'>. · ··· 
cai;acterizaciión;,de ·anÚcuerpéís '.~onéícionaieii;: tiene:• ~~{~so 

-
1
como ~~~ ... · .. ~~~~·~~~:··:~~:m~~.~~,~~-~~-~í~'~.9.~::: .. ~.:~:~~:.~-~~"i.~.~~c~.'..::-"¡~-~~- ···~~--.: ~~. 
lhay detec~ió~,Y, lo0c¡¡Hz¡¡~ió~.de losa;~tí~~nC)S rec°"~ocidos en 

¡células o teJ1dc:>s, Y, la 0.~écni~ª .. ªe. bas,a en; el empleo de · 

compuestos fluorescentes,· acoplados ª·los an~i~uerp~s '73>. 
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La técnica tiene una:aplicación sobre todo por que_ no es 

necesario .·~~~~cte~·i'.z~.r·_.·~~·:··A9·~ ·d.i~·~~t~~e:~.te·; .··~~·i:~o~.'.9~.~,·:P.~~.· el·. 

empleo de anticuer'Po.3, se_~;;nd~rio!". (éoÍljugadcís;'á e:.;mp;;_es~os 
. uuorescerite~)\f;;,:cúi~aii'. í;,,~i~'ósa~;~ indi~ectos que' a'uni~nt~n 
la s"eñ~l y de.· é~_t"á'ina~'ei~ .3é_·.~ 'tÍlá~ ·~á~iitÍl~ni~:·()¡;·~~,~~l:Íl~ al 

. ·::: . ·'~ > l::-~-';, 

microscopio -de fluoresceiic:i.a>· LOS' agentes' fltÍ~,resceÍl!=es :. 

' ~~~~::::~:n:á~i~~b1~;-~~:.~~;¡~~-i!~:i;1d;~~~{~~t:f r{e~:~~mina;··· 
(RITC)'; FITc;,;· es'. un'':fluorcicromo:.·qúii • s·e.:une ·:.con'rapidez. ·,·;::- · 

, • ';.'.:!:<: .. ' .,. v.. : .,¡ 

C:~va.1eI1~~~e?:~~i1~~.~f~,~~~ ~:f,á, .f YTI. ~~ .~+_P:ª~~~~f~:;,':·'.i~ .-~ .. ~i~c~pio ·. 
a ·través· del ·aminoácido .•lisina •y:. grúpos/ámino • tei:mfoales'., .... Su'· 

· :'.. · : .:' ·· -:·'·\:- -::_::/< .~:-~:'.·: ::~:>-.'.:::~:-'·.::-1. /:~·-,:!r·:-· 1.:'··>; '.e),.·:'::,.,·.-:'.~-';~:- :r•-< -1 ;~.~'.;.u':·::::;::·:.,:~;:>i,-;. ':;::. 
absorción':máxi_ma,"e's :de:'.:490._"a·},'495 ..... nm,'; y:emite<.su ·.color,.': verde ,. 
'ca~~·c·t·~~i~~~i-~6:: á'.;: s1 ?_· ... n%: ~~·~·~:~1-'~?6~~6,'.·;-~~~~{_:~Iib.>:~~:f~~t~';¡.~:{6·~:_:_~~ ·en· 
rojo, 'tie~e \;ií ~g~¡~~ de ;.¡;.;C;;cc'ión 'á ssohm" y una.· e~i;¡~,{ 

· ·:., -··, ,·' Í·";~· .:; " ·,~.· ~.-_. ,:· , : ~-,·:· ::·'· · : : "·' .... ~ , ·e,<,.;.--;:;'.·¿, 
máxima'. a ,sao: .. nm·•'(?3l;_:,::' ", ..... _. .. , : . " ., .. ."·" 

'~ .. :,~{\ . ; 
• • ··: '· - •' •• ', '-:;- ·:. ' - _¡· :'..· ;-;.·~·: 

Actúalment~, :e~ 
1
las '.~~se~~~i~~E!s cti> FÍ.~~~~~k~k~~~ ... se· 

:;;r ¿7:,~::~:~,¡~~:i;~f ~¡¡d~A~~~li1t· 
:~71:¡;::~f:1~&irí~:~~~'.~fütttl~~~l~1i:~·~t:~. 

¡¡~~j}@~~~¡~~~~~~~~~~i~~~:.:¡:· 
contraste de fase de los teficíos :, .. pen;;iti~ndo' .. ~sí üna mejor 
definición de la ni~.::fologfa y fluoresc~~cia y~2)~un ai~tem~ 
intercambiable de fÚt~~~ pe~ite un ~x~meri rápido aei 



espécimen a diferentes longitudes de onda para una.tinción 

doble de fluorocromos, es decir, fluoresceína y rodamina 

respectivamente; dandO c~~¿·:r~su:¡·tad·~- a ~s·t~· s·istema ·una 
sensibilidad mayor.-ai eri~a~o (73;'; .. 

En el pres~nt~ ti.:iii,~j.; ~e:,;;~sis se ha. combinado las. 

técnicas. descat.~-~·~on ia• l:ixi~ú<iacl deay,-_;-iia.,:.•.;,n .1a .. ·

car~~t·~·ii~~~·i~~ii :··_·d~· ·.1:0~: ~,~.~~-~~e'~p~'~_:',: ~~~.~.~~:~.~~~e-~".'~ 
se1eccioóa·do-s~;·.'utiiiZ,arido"· dife~ente·a\~:~nt19·e·nas·~-y ·p_o~:~endO 

espeéia1·,a:t.:.nci6n a:1'red6n"ociirii~rit~ i:.-a:«;i~ arittgenos de 

meta7ési:odos y adultos d~·_:r:,'S:Onlim:--·· 

15 



HIPÓTESIS 

La·caracterización de AcM, preparados en contra de 

diferentes antígenos' de T. solium, permitirá conocer si 

existen antígenos comunes entre diferentes estadios 

parasitarios. 

OBJETIVOS 

Gl!:NBRAL: 

*Desarrollar y estandarizar técnicas de·vangua!'"dia 

tendientes a mej,orar el diagnóstico de la .par~s'itosis por 

adultos de Taenia solium . . 

PARTICULARBS 1 '· · 

* caracterizar dos. ant~~l1~-~;~s ~oribc1~da4sJ~~~~~~'.id~s en 

contra de antígenos dé diferentés estadios: dé i: soÚiuíi: > . 
·-. . <<·'" 

,-·(: . .._-:y·~\-·:'. :}'.:,. · .. '·· :t.:> -

16 

* Identificar ·e~ extraé'tos·:ánúgénicóá •y ·en productos' 

secretados por·· pa~~iS:Ú:~'S ... ·,~anf.ém'id~~-~'.~~ ;Cult¡~~-'.'in·. Vi tro, ·-las 

fracciones a~tig:é~ib·~.~~~;,~~·~:o~~~-j_·J~'.S.'· '~~r; ·1os· -~Ü¿-~-~~~:~o~:' __ ; 
monoclorlale_a~·> ~.:·:" ·- ::.: : :,i :\·i __ ,., 

,';.,,- - .. , . 

:·;.: .:· . ::_ - - .. : : : -~_:: 
_,,,,.·_,,,- ........ -_. - - .. 

* Localizar: en éortes de tejido parásitario (metacéstodo y 

adulto)·. :a:C·los ·~~tfgeno·s·_,reconocidos ·por los anticuerpos 

m~~~clÓ~~¡~-~- ." 
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METODOLOGfA 

4.1) Modelo experimental de teniosis. 

4.1.1. Preparación de los animales. Se utilizaron 

hámsteres dorados de 10 semanas de edad, de ambos sexos y con 

un peso aproximado de 100 g. Previo a la infección 
<". ·., 

experimental todos los· animales fueron desparasitadós.con 

praziquantel (Cisticid, MercK) a. una dcisis de; ;·cÍ ·:mg/Kg por·. 

vía oral. Este medicament6 ·fue administrado' dÚrante 'treos días 

consecutivOs. preViOS.·:a :·1a .irife.~ciÓ~. · POs·te'~i~.~· a':.: __ ·ia;.-.')'. ::'
desparasitaeión ·.y dJránte · ia infecdión inclJcidá; :icis, a:riiní~ies 
fue~on _man'~-e~~~:?,~_::'·e~'.'.~j~~i~'s. ·e~~ -~~mas de a~_f'.!rrírl. :~-~téii1-/: La 

al.imentación c::on'si.sÜó de agua estéril y alimento lÍalari.ceado 

comercial para roedores (Laboratory autocablave .rod~n~rdi~I:· 
5010). 

4 .1. 2. Infección e inmunoaupresi6n. La te~iéi~is·,'~o:~· 
Taenia solium fue inducida en los hámsteres mSdiante>ia>· ...... ~- ' .. 
administración_ oral de cisticercos recién.-~e~~~ei~c:IOfa~·:?~:·ici 

carne de un. cerdo infectado y por tratamient~;·~~:ri·;~ri'ifá'J,;,,aco . 
inmunosupresor (!Í) • A cada hámste~ ~e le dÍ.~r~~ ·ci'i~é:~ .: : 
cisticerc~·s ::Y.:·la··~i~rrí~n~supres,iÓn se hizó, medi.~~·t~: ·aCétiita· de· 

metil prednisoloná ú:iepo~medrol, .• UpJbhn) ; l~ b~~i 1::~~. 
aplicada vf.a :Í.nt:i;~!ll~scular ª·un~ dosis de 2 mg,por. animal. a 

intervalo~, cié: is; áíás •.• post ~in.fe~~ióri ·para f,;.vo_~~ci~~:ia .: :· 

insta~ació~-YL~l: §§~i~f6i1.~ d§/1f>t~.'.'·~Fi:t~~'. i.~a·~;d.~~. 4s días.·· 
post-infección;;,; los ;háms,teres ,·fuero~. sácrificadcis :con: éter; · 

::::e::o::i~~:::~:~~i:::~~.¡~~~:!::~::s~·f:• .• :~tt;:~:::ct::é~ .. 
adultos de : T; 'solfom; . los cualeis fueron. tratáél';s 'dependiendo 

, '' .. ··... ·:: , 

de las·necesidades. de los estudios. 
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4.2 Preparación de material .ntigénico. 

4.2.1 Extracto crudo de adultos de T. solium. Fueron 

utilizados los extractos de diferentes fuentes; tÉ!nias .. 

adultas recuperadas de los tamizados de heces de . indi viduo's 
,·,' .· 

infectados naturalmente y tenias recuperadas a ia .- neCroPsia· 

de hámsteres infectados experimentalmente (Ver lo':,re_la~.ionado · 

al modelo experimental (4 .1.21. Independientemen¿·~ dei•:arigen · 

::e~:s d:e::ª:~c:::::c:~:r:: · :::::::d:s·1:~df :~~t·~f ~,i~irf :a~ 
:º~:':,l':;,l'it:Zát:1,~;.::íl·'.~~~~~!~ff ~±·~· 
fosfatos o:'o'1 M;pii)?,~12_0;·s(.f,,•p.~Aa;r~ .. áJ.8.;p1;,,ªt•···0~a8'/ ··y.···•.•;• ... .,,. ..., 
materia f:e'~ .. 1 ,f i.u~9:~ . •.fueron ~gn;o9eneizáéios 

r:::~~~;f: 1r~~:i;:~~~~,f~~~~!~I;;;~:¡;3· 
obtener \lna•suspensión parasitaria p~rfectamente ·homogénea.:· 

;;,z::i;;~f ?:;~;t~tf i~~~f :~i~tt~t~~~1~~2: :· 
fue• diaú:~~~;: ~~ l~~~1~ ;cie, ~~si>.'F'f;;'¡r;¡, y~f ni~~)~K~'.-'.>~~·.• .:; 
ce~trifud~d;; ·~/24 ;bo~.;?}\6; ~-°'º··~T) : .. ~{i~~~-t.ft~~:~~i.}'\ªf\:~~; ~1 
sobr~.n~d.i~t~;"'f~~ f ilt'rado ·.a ·;través.' dé membranas .. de"·aéet'ato de. 

,. .... \ .·1··~ / .. ¡.;.·:::::.:-.' .. :·:.:~.'- ·"'< ·-···." _'?._, ·. ·- '• :.·;~.,,-·!:;:--__ -:,_ ('.·_::~'.~'.-. -
ceilullos~ con !'n diá.m_e.tró de l.'Óro:íJe.',0.22¡,tm\".',~.l··}filt.i::ado . 

obte~ic!o'·· ~u~/c~~c~#t:~~~ci~"po'~/~i~si~~ .... ~;~~ü~~ ';al::~o,c'é;;(ay;;da 
de ·membranas de ultráfiltÍ'ación '(AMICOW.nic>DIAFLÓ)'. Se le 

·,·' .. , __ .... _ .. ,.·_ '·• ··-~-- .·: . .. · .. ' ·,- ~~--,·.~, .,,..,.··. , __ - .· .. -. "-~ 

determinó la"c~nc;ritr'.i.:éió.:i de protéfoas; Íned}ante Ei1 método de 

sradf6rd <111: i{~ü":i.~a~do' ··ª ii1kii1miria Sé~~cá :á~,;:ina'. Fraccion. v.· 

(SIGMA A'c7906°i como ~stándard y posteriOrrn~n'te fu~ 
fraccionado en. alíéuotas Y guardado a -20~C,".ha~ta BU USO, 
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4.2.2. Productos de liberación de tenias cultivadas in 

vitro, Estos antígenos fueron preparados de acuerdo a lo 

descrito· por Allanen 1990 (5). Las tenias adultas 

recuperadas de los hámsteres fueron limpiadas de cualquier 

cbntafnÍ~aci.ón visible por detritos fecales. Posteriormente 

fueron.lavadas·con SSAF (2 o 3 veces), SSAF estéril (Jveces) 
.·.· .... •,· ' 

combinada con una solución lX/SSAF de. antibi6ticos-

an~imic¿Üc6s (GIBCO ~oÓ~S24Sj,.ElOOx). Po~~eriormente fueron 

sa11l~tido~'ad~1¿;;~•-.in, v:Ítio· ~n· . .;~di:~ de é:ultiv~'·RPMI ·1s40 

(GIBco; ,4030~l.800EJ) .·:~:Céual i::on~eníá, HBPES,_(0;2\Í ;O' 

::~~:11\::~;·~.0:··~.¡;;;;~;:::.~;~::;~~º~:~J;1~~~:i;:~!~:~ :: -.~;º·~. 
St de C02 duJ:'ant~ 2~ hr_:'PosterioJ:' Sil tiempo·d,e _cultivo, el 

Pum 01e:t·r_~_a:fi v1~alet.:r .• a:c~;1'P6~·nj:,~bC~:AMgr~r.;0c¡uo~•.Nri,. :I.~·N}:c~ {.~-·.;_ •. :o:rir;·A~:F;L~moR~l; mb.1~r: :~~f r:º:!'.pr,e~i~n : . 
.. 'C'on .iirl _diámetro i:!e poro 

· · · : ·: ,:.:: . .< · .'~·.:·'::.~ <,·\·,·~ :~.>.< · U;d. ·~.:'.< ,~;·~-~ · .. :--~ · ...... 
que retuvo a:. partículas' mayores•·.a: ·l.O. kDa·:: ",{/ 

. ' . ' ' . .··~:>·' ·::.: :: ,.' '' .· . ' 

t. 2. 3, ·~tract~,¿~~o' ~:. ~~~~::~~odo~?~~ ·~·;' soÜiún. 

::j:;l,f~~i~¡~~~~~f ¡~~:~¡~~t~í~º:· ... 
vesi~ular·~·,~;-posterio'rinente ~.se· .'co16cciron;', eii~.Un"~·-re"é.ii;)1ente'· c;Íue · 

éontenÚ1 · sS~F{ijs·e· ·.:_':.:s,·;_ee_--·~P~~-~e~·-··s~:_,ªa}r:_~o.:nn'._:_;_.~Y-~·:.~1c:_o0,'n~'g''et~1~;,:~a:ªr,do.~n~~~:S: ··sé,. ~í~inf~Ó ·el 
exceso :de'' Üq\iido, a >io•~: .Los. 

cis_t~.¿~ .. ;~~~·.;.~~·~;f::~~~~-~~:~;9~t~;~ri/~-- ~~:·~~-?-~~~-i6·~: :e:n:·· ·o -~·s·~~ mi: :de .·agua 

des;til~d.ª ~Po~ ?.Cada-~·gra~o·:·_dé':.C_is~ice-;:.éó/-:' Cón (i~tS~_·i.~'?i~;;'-~~"
proteas¡¡s -~.n .~as' ~-~~;_~~tes ,liroi>,C>,rc\on,~6, :cPMsFUaiio .o~st:· 
(P!IMB) al .o:oo,(TPCK) ,200 'µg; (TLCK)200 ¡lg:"Posteriomente 

se centrif~gó_'~ °2;'~00 ~'c:i2~o J:~~) 'alli~dt~' i'..hora a'4ºC; el 

preci~itado ~e iesuspendiÓ en ssAF PH 7. 2, ~e s~-~icó a~s 
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veces a 7Hz durante 1 minuto y se centrifugó, al primer 

sobrenadante se le aaadió 1 ml de solución de· fosfatos O.lM 

(SSAF. 1oX) y se mezcló con el obtenido en la> seg;:¡;,~a 
centrifugación. Se determinó la concetración ·:d~··¡,·r.o't:e.·íria~ por 

la técnica de Bradford (11) 1 el extracto se fr'aiic.iC>nó· 

congeló a -70°C hasta su uso (t) . 

t .2 .t. Productos secretados en cultiv.;, in .viÍ:ra·· de.· 

cisticercos de T. soliwn. 

De igual manera, se extrajeron cisticercoS·:.-:y;fáb~es de .. la' 

carne de cerdo infestada, cuidando en est~··.,;.;~ q~·.;:·la 
integridad de la vesícula no fuera afe~.t:~~}··l.~~,~~~)) 
cisticercos fueron lavados con· SSAF·.C2 .. o.:3;ve.ces) ;.:SSAF 

estéril CJ veces> combinada con ~n~'>~~Í:~~Í.ón J.l(/ss.AF cte· 

antibióticos-antimicóticos ' (GIBC::o/6dO .:~~4sié Ío6;;; .· .· ... 
Posteriorme.nte. f~~r,?n : ~.~m:.t~d,of •'f ~i.1:~,i,~~!~~·: yi ~.;<>:h¡~7dio 
de. cultiv~ RPM.I ... 1640(GIBCO,:fm0-1800~J);:···el cÚalcontenía, 

::::-:b~~~:!t~~~~¡~~ttr?J.~~i\~:tbrf:~;:fi:i~-t-~l~~á¡~~iº 
::e::: t:~;; 7

:{,'~m¡;r~;~;·j~a1::~::"'}1'.~;~:º:t:~;:f~;f;f ;¡~~::º .···• 
··por 'pre·si6n:'pósiti"'.a ?con ·Nitrógeno;,:,utilizando'iineriibran·as :.de 

. . - . -, ... " .. ,, .,,_ . ' ,_,., _ _. ,,;·;: .:· ·<:~·.',--r:\~·:~;,_:;_:: ~:~~-;:·1-~::,~:.; .. f./~'-~.< . . -~ --',-;~:- -
uÚrafiitraciÓn · cilMicoN:•:i:NC. 'DIAFLO); con. un'.diáinetro. de;poro 

''.'"• ' .. _: ..... ~.:;..' .. ,;'.;}':~. ""·. (~''":.>.:.".:: .. -····_y .. :_ . »:.' ·''' i",'" 
que .•. ret~~o':.a:particlllas3!"ªY?res a'lO•kDa, :se.adic.ionó al · · 

:::~::J~:i~:~e~~::~:.:;si1~~~~it~.:~:~·:~{1~d~::~:~t::~::0::·s 
pro~eín~: ~~~~; Y:a' fue 'aeácritó'•por•B~~'ciic.ra · cíú/.~e fr~ccionó 
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4.3 Preparación de anticuerpos monoclonales. 

Fueron utilizados dos anticuerpos monoclonales (AcM} 

diferentes; uno de ellos (denominado 4B3) fue producido en 

contra de extractos crudos de tenias adultas recuperados de· 

hámsteres infectados (BTHA), el otro (denomina.dó{aoi· fue. 

preparado en contra de productos liberados.ai n{edio de: 

cultivo de cisticercos mantenidos on cüiÚvo·•·;¡,;:::;i,t'.ró··:.·:(PLC). 

Mientras que· el 483. fue. preparado pqr;:'io;,,·l)~~~:\;;;.'.i.'úiln'y 
K. Brsfeld, (en ia' Universidad de 'SalfO'rd¡: I;;'9i;¡t~rra) '. el ACM 

.. ' '1: .. .. r-,·' .. ' ' 

:: . f~: :::~::~~:s ~j\~~p~~;~f¡r·i~~~*1j·:~;~~~t~h:~f :.::i;:r1

ª 
ya que en. amb .. os · :c;asoS ·:se···:¡:/rep·a~a:r:o~ ., i,¡'.¡ffi~~~9i~bJi"irla·a ·.·et~ . ia 
clase Gl. utilizando. célÚas nci sec~etoras 

0

d~ Ínmunoglobulinas 

provenientes del. m:Í.eloma ·'múrino X63 /Ag8. 653 y fusionadas en 

presencia.de PBG 4000(GIBCO 14030-019) (28,31). 

4. 3 .1 •. Anticuerpos monoclonales en contra de extractos 

crudos.de tenias adultas recuperadas de hámsteres. 

Inicialnient·e los ratones hembras de la cepa Balb/c fueron 

inmunizados; por vía intraperitoneal, con 0.2µg de ETHA en 

presencia de adyuvante completo de Freund (ACF) ; 
~· . : . . 

post'e_rioriTie~~~ fueron inoculadas, usando la misma vía de 

adminiát~aci6n, tres inmunizaciones más en intervalos de 10 a 

14 días, en las cual.es de aplicó· O. 2 µg de BTHA: en adyuvante 

_i.~c~r;,pieto::'..de:~,Freund : .. L~ _ :cUarta· Y- ú~ti,ma i~mun_~-~aCi·~~·: (t~~~ ·' 
días.previos:a .ia·fusi.6ri) :fue en la vena de la,coia; ,con .. 0 .. 2 

µg de .. extracto cÍ:-;;d,~:L. . . •;• · '. ',, > 

.La fÚsiÓ~".de i~~'~'~i;1-.;ia~ ci¡;1.i:azo. y Ciejas del íriieÍcima. se· 

hizo como ha sido ciesciitci':por Goding en;;l!Ía:i; 'y i:i~r H¡riow

Lane ~n 19~'e, ~Ó.:i. !06~ifica~iories' re~om~~d~da,;;; ~~Í.: Craig y• 
cols. en i9a6 11s;2~y 31)., Para ello 16s'~ií.t~ries inlnuriizados 
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con ETHA fUeron sac.rificados por dislocación cervical y· 

desinfect~dos· ~en ~tanol• al iot para re6uperar~l~sbados:. Las 
célui~s· B.· ob~e~iaa~··de • 1c)s': bá;~s ~~eren fusÍ.bh~ct~'s, i usando 

: - .... - . " . '. ·' .... ~ .. " . . . _, - ' , 

polietiiengliCol' 400Ó/al: SO'li; . con las células :de:( mi'elonía: yá· 
~~nci~nad·~~\.,.. ... .,.} :;.:>:· .: .. \-: · ·<_~·,:·.- -~,>- :,:.;·.··:- :: 

rniciaÍmehte:,;J.a.':s~l.e'C~iÓn. ae' 108. hibiiélq~a~''se: liizo · í.uego 
•: '' '•, ' \ ,.._ , I ) ':',''· :··:.t_:. ·;~:.:;·_. 'J• '.{< ''' 

d·e· tres ;'se!foáiiaS:/sJ~.:~_c;:ú~tiv~ .. en pre;_sencia de med~o de cultivo 

o~tin;-e·ri (CGisco. 3ÚG{asc~3·¡ :céi~~leinentaí:!éi ·é:on;'suero·.· fetá.1· 
bov~no (SFk) ina~~ivaJb (GI.~CO:l~~00:~02B, OlO)···al. St,::~~a; 
mezc1a.. ~i í't;:¡¡~··~i?iidL~ac¿~·· ic~~'tt~~t~~ic:i.i1a 1.~·º · •• ;g¡~l. . . 

~::~:~it(i···~~~ti~f Jr:i?~~-61~I~~~f ~t~~:~~itY:~·~~~:~~Z~p~ de 

~~~~~j~:K4!~~~~~~~~~¡lf JÉYlli·==· 
cÓmplementaéio•c;;ri 9;;e;,:;;~fetai:t,;;vinc;··· fna'~tivaaci'.%i :5,¡; ) ; . 
(condicio~es de culti~~/c37~c; 95\. de h~~;,;d~~' 'rél~úi..:a y 7% 

' . ' , _';' ~···,. - ' .. ·.-.' 
de CO;l ~ : <. ,· . · ' ·:·< · ' ' • ,·,: 

. P~rá'.Ía _s'e1ecé:ión'de 10.~ h¡tlri~6iná8 ~€~ci~C:~f"r~,~.~e AcM 
anti-ETHÁ se hiciero;i ensayos: ininimoén~im~ticos (ÉLiSA). 
in~ireC::t?~ ~n\os ~~ los. sobrénadant~~ 'd°e cúlÍ:i v~ fue'ron 
utilizados: ·coma·.~:~nti~~erpos .::. p~i~a~i·a~· :;·:~-Pi¿;~·:;-~~t:ri~ ?a~áii~·is se 

úth~zaro~: micr6;oz;,~ d~ plac~s· ~11.n~l.b~ i; <6i~~tE!ct( 
t~bora¿?~~~~.>·.::-:s~~~~~ii·~~~~'?'S-; ~:,~.~ ~4 oc·:au·i-~üi{é'?i·ocia: ia:-~no~'~e, 
con 1_0 o µ1/poz? de .. ET_HA : e c6ncént~aéión. ,• tota\; el~ s~~/~1 i ·en 
una solÜción. am6~tig';,aci.a con' é:~",;i)oílíii:6s o·; OSM·ii' pH 9:6. Luego 
lós pti~~s • i:~~iori': b16qtÍE!aei~á 'd~~a~te 1 Íl~ ·~. ~i.n\~E!r~t~ra 
ambie11te eón SSAF-TWeeíl 20 al o ;3\' y ¡;i~~ado .,1 tiempo fueron 
adicionados ·100 ·µl/pozó ·de ··ao~ren~d~rit~s<l.de cultivo'.• Como. 

anticuerpo secund~~io • se l1Úl.Í.z_ó. anÚ~ r"g(; de' ~~tóll 



polivalente conjugado a peroxidasa y produc.ido. en cabra 

(dilución i: l.000 en SSAF:!We~Il o'.ost). El r~v~lado de la. 
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~:s:~Ji~~jt1i~l~~~~~;T 2¿ 
eÜ~ó;;.etr'~; pá;,;.( 1;.\iét~r;¡;iri~ció;{ de. la's. densidades Ópt:i.da~ de. 

éada~ozo ~ 4SO nm: Los sob~ell~d~lltes ~e cultivo ~e dieron 

r:~·~~~i6Il,.'~~~it.iv~ a anticuerpos· anti-T~ solium fueron 
seleccionados y las células correspondientes fueron clonadas 

por dilución limitante(39,40). 

4.3.2. Anticuerpos monoclonales contra productos 

secretados en cultivo in vitro de cisticercos de T.solium 

(PLC). Inicialmente los ratones hembras de la cepa Balb/c 

fueron inmunizadas, por vía intraperitoneal, con 80 µg de 

proteína de PLC en presencia de ACF; posteriormente fueron 

inoculadas· usando la misma vía de administración,. dos 

inmunizaciones más en intervalos de 10 a 14 dias las cuales 

fueron aplicadas con .40.'µg.de extracto crudo en·AÍ:F; ·La: 

tercera Y· úlÚm,;; i;,munÍ.zación . (tres días previos a la fusión) 

fue· ª1?1ic~dª p~~ ~~in:ind~~~b:ióA i1l1trav~n6s'~,-~11/1a. vélla cié ia. 

co1a·de1.·;.~~~lboh 4~'1'\(d~. J;>f~\eína.de:~I.c)sin:~c~:, -:·.· 

hic~:r::s:;:~~:~ 1!~ .· Í1~it:~td~t~t:lf ¡d~~¡¡~;·~ Jf~![~t:tf =~se 
1988> (28;31) (Téénicá;'por cl!nl:rif~gación con PEG'al 30\.'; 

modHi~~da. po; -~~¡Ba~:i~;c6~~ { (4S > ·/I>;r;. ·~.lloléis.ratones • ·.· 
inm~ti1zá~:ié>s ~6~:·.-~1:-.· exf~aci~~·:>c.hi'~g-'.iU~ro~·; ~:~'Cr:{f"ic~d6~ por 

.. : .. e. :. ··- , :, _ _,: :··· ;. _. ·.- "-""- .... ";:. ~·- ·' : :·. : 

dislocación cervical y desi!1fectado"c con be~zal~:J:i'ara 

recuperar los· b;,z.;s. Las. ~Úulas · ~bten:Í'.das d~ los b~zos 
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fueron fusionadas, ueiando .. PEG 4000 (GIBCO 14030-019) con ,las 
célÚlás del': mi~loma ;_,~~·-~ci'e.n6·i~n,~~~~·~ ·. :~.. ·· -. . .. -, :_; 

J:nicia1iriente•.i~~~1ec~i6ri ci~.;106 h.{bddoiria~s~ ti·i~o lúego 

de tres se~~~~ :_·d~.·-· -~,~~~-~-i~~--·:.:,~ii.:· ~~,~~~~~-~·~'.:;·ci~: ~~~~-?X_ae · c~-1 t'i ~º · 
RPMI 1640 complemeni:a'.1~• c.?n'.~üe~().'.f~~~L;~~ bovino .. CSFB.Í 'á°l,·.· 
2ot, una mezclá de an.tib.ióticos :ai''.1~. C!Í,enp:i~.ifla .s~µg/nü 
estreptomicina 1, ººº· óoo •u/ín1°!,': .• r;~9iutamina': 2mM' y ,un. ~edio de . 

~.... -, - ' . ,. ' . - .. 
selección denominadoHAT qile consta de .Cii:Í.pox~iitina;. 

aminopterina y Úínidin~l (4{; 7s¡"; P~sterfo~:~ i~:ite tÍe*po de·. 
selección en este medio diÍ'erencial;·'loa·. hib:ddomas'flieron, · 

. __ ; - :;·.:'" '. -:·,:.·:·. ;> :-:· __ ;::¡·.',_;;_<:::>~·:.':·'.·-:·:.,.,,ji; ... ~.~--'·:-.~:·,/. 
analizados por ELIS~ para detectar:-.aque·~.los.'p~.C>~u.ctores ·de, 

ACM anti-PLC. ·•·'· ··.\:• ;i ... •·· ·'.•0·.·:::--.· 
Para la selección de los hib'i:-idomas '¡;irodiicto~es . de AcM 

anti-P:Lc se. hicieron ensayos inmüi°io~nzim~t'{i;C,~\(~LISÁ)/' 
indirectos en l~s ~. q~~--_fa·s :~-~c,~~e~:~~:~~~.-~s~;~~~::· .... ·Y~~ua·:~.f.'.~.tf .. :·u.1.~~e~'~ .•.. '.d/.~e~.us· .. ~ec:::~r~ .. ºi·:·nt· ... ;o.,. 
utilizados como ariticu~':Pº" 'P-rinia~io~':~~riié:i 

::: i1,::::~~t~~r;:;!,~rr~f~r~;r~:~:1~~:¡:• 
µg /ml J • • Po~t~~iorinente: los' mi éi:"pozos i fue~:"n bloque~dos cori · 

::;s~ilS~hl11~i~~ffüfr~~t:~~tl:·J~Et:.: 
~:i:::~.~~~J~~~t:'~·~:.t:r:?i~t1::f ;?~¿o~:;:~t;d~~P;~t~~t~:~::ra 
el revel~do <lela. :reacció~~enzi~a-susfratosE! .i.it:ili~aion4• mg . 
de ortÓ~ fe~Úericti~miri~ : (sÍGÍ.iA'• ;:;-~ 9Ó29) . e~ \o nii d~ ~na m°~~~l~ 
de ácido citricó 0;1M y :Citrato de saciio o :°lr.í :. ci:ii ~ás' 41ú 
de H,ó/ aL3o~.\a;~~¡;c~iÓn;¿~i~imática 'fue deteniaa'.~~diante 
la adi~ió~ 'c'le'ioo ¡ilJpo~o·~e~~2~(), 2~. Lás -le~~~r~~·de la .. 



25 

reacción enzimática para cada pozo fúeron medidas a una 

longitud de onda de 490 nm en un elis,ómetro. Los 

sobrenadantes de cultivo de hibridomas'qtie dierón positividad 

de absorbancia de o.s o mayor fueron seleccionados para la 

clonación de las células respectivas mediante dilución 

iimitante (39,40). 

4.4 Bnsayos inmunoquímicos de los AcM 483 y BD. 

4.4.1 Dete"111inaci6n de clase y aubclase. Estas 

determinaciones se hicieron madiante,ELISA como los· descritos 

anteriormente, se fijo el antígeno contra el cual file 

producido cada AcM a una concentración de 25 µg/ml' y': se 

adicionó como anticuerpo primario el sobr~'n~d:~'.nt~:.:a~;.c'~¡·_ti~o 
in vitro de los AcM 483 6 so, como·."anticll~~OS.i:securidariOS.':·ae· 
utilizaron los conjugados comerciales ,ant~7'Ig~ 6,'anú'ir~M ·ae 

::::n ~:e::x~:::~l:~d¡~~ó~e:i, Ü~~{~:;sj~!:f sf !i~:f 1t:t~~~-~~ :ª·1 
· .. · 

·iª2;~:~:~~~lE.m:r•~~~f ii~1:•··· 
misma: di.ludóri,empl'~~c!á; p~;,.~·1~~·:crinj~gados 'a~teririrmente 

; . ; _.,-.. :. •;.; :.; 

descritos. Como'¡ sustrato" se ÚtilÚó · OPD_ en las,, . . . " - . ' ·.·,: ·. : ~ -: - : '} :· .. ,, ' -' -
concent~ació·rles· antes descritas . .-, 
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4.4.2. Determinación de la especificidad de los AcX hacia 

diferentes antigenos parasitarios. La especificidad de 4B3 y 

80 se hizo mediante ELISA indirecto (descritos previamente en 

preparación de los anticuerpos monoclonales). Los antígenos 

utilizados fueron: 

-c6stodos. Extractos crudos de cisticer.cos de .T .. solium~ · . . 

recuperados de cerdos infectados riatur~.ill\ente ic> ; •de áduÚos 

de T. solium recupe~adosde humanos.inf.;ctacfos'.n~~\iralm~nte.···· 

~~~~: ?~~¡~f ~~~~~í~1t~~~~it?;;·'c·•• 
taeniaeformis (Ttae) . .. .. · »•• • •· ·•· "ó .• •."'' ... 

-C6stodos. Productos de lib~~ació.n' ~e .~:rsí:ié~~~os'~~e T. 
solium cultivados in vitro (PLC!. y d~, ~d~~-~;;éJ~f.'f\soli'um de 

' :~.;-~. '.,,,_...,. 

hám~::~::::». Extractos crudo~ 'a~ !;a~~t;l~i.;ie~~Úi::' 
recuperadas de 

-Nemátodos. 

-~.. ·.-.. ..-- ':;• 

E:::::::sb:::::·:~~:~i~~-l~~!~f ~~~0:.ri~ -. ; .·· 
::~~::;~~ª a:0:ª::::~::ii:;h~::!;i~;f ~·::1::~:zt!ttt:;.1~-~~:e · 
Ascaris suum (A.auiim) recuperadÓ de inásdi~6;at'c~~dos .dei 
rastro municipal de Mor~l.ia Úi.c~: · - ·. :-· .. . ••- ••( ;: 'i 

~Protozoarios.·. s\J,~p~~siiln• ~~l.ul~r- ~e ¡;,,}s~;;,~~ m~~~~ana . 
._ 

'; ... ~ ~X~>\'~_;:.:·.. ·._,-.~ 
Todos lo~·: aritigerios fue~ón:utilf~~d~s a .una. concen,tración 

final de 25 'µg/m1; eixceJta ei a'~tíge~o d~: i. 'rriexl'c;;na lo · 

(L.mex). 

consi:ituyer~~ 10 mil.iones de célui~s/ml. · 
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4.4.3. Determinación del reconocimiento de los AcM hacia 

diferentes fracciones antigénicas. Para estos ensayos se 

hicieron corrimientos electrof oréticos de los diferentes 

antígenos de T. solium en geles de poliacrilamida en 

presencia de dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) utilizando 

un equipo.de.electroforesis vertical (Migthty.Small SE250-

SE270 HOEFFER) . El. desarrollo de la té'6n·i6~: .estuvo basada en 

lo recomendado por Harl~w-tane, '19~a '(~'¡}~ pcS~ l~ que se 

.::~~~·::r::•.:9:~~:u:~~tia~::~:1i1:f ~ii:t~:x( :::dt:i~oneá no 

red~c.t~~~~:>.-/¡"en P,~~~f,;'.c:;~~··~,~·'~.:~~{~,ª~,?~~~~~~~~·(c~;n~~ciones 
reduct~~a~.>,.·· .:~ s~ '., ~t~~.~·~_ar:on _'.: -~e~·~~::~:.~.~.~~oii_t~.ri:ü~S· ·~~~~'-- -.~ · · · 

~2'.~1tiI11rl~~~~¡;]1~~t~~~~fül~:r¡2 
. preteñi~os. de: :r;~ngo. amplia;·!Gisc6_ i6i!pa9pl /'asi ·~~~b a.'z~i. de 

brom~f~.no_1 ·: y :.'i,".iron.i·n~ :'.cCHTI~.;- ·c'ariÍ:ro1e·s ·del .:.cor~iTniento. :: · , .. , .. -· , .. ,. - ., ·-· -· ... - · ... , ··- ,. " 

eieCtrOtO'r~-~-+:9·_0-~ P9_~~-~'~io~··.-·a~ i"OS ;_99rri~ieilt0Sf; electi:-ofe?r:ét~-~~s-. 
io:s :· geiea··_5fUÉú:·on:: Uti1,i'Zact_o.s · para ·:,·tranrife~en-Cia.- a··meinbl:-á'Iul·s de 

· nitrÓcelulos.a . (NC} .·.o para iinciÓri de protei~;:.~:; ~~ndo ~e . 

e,fe~'t~~·~·~n :,:ti~:~Í.~·~:~~·\d~·fi~·~;_-~~-¡~~ se emplearon :;las té~nicas. 
dt'! tinciésn ~bi}.azul:de}~oin'~sie ¡4;'.m o conp{~ta,(80)\en. 
caso, d9 <_r·e·qUeri'r;-~yor· .Y.is~·a1~zaci6:n · dei '..tracci~IiiitnientO·· 
a-~~~g-~~¡~·6··,·:.:':'.:,>·>?'~· :·\·.· ·· ,.·. <> 

Ut
,
1
L:z· .. a.~n·~dª.·o~.ª.·mf•ee ... ·mb~~r~afnia•~6;d······ .•. ··e(···s· •• c~.h~e6' 1Pe';·.~ctheeírri'a ... &s a NC fue hech~ .. . 

• • .. • • s':hÜen.,o.21~11\; BABJ} 
con·· ,;yuda,0de 'lln ·e~ip~: ~e. ele~tr~trans~erenci.a. ;(aoEFFER, 

TE2H02J_•. u tilizand~ j:ciridiciónes:·• deséritas .'.poi;aa·r1ow:Lane; 
.. . . ".: .. ' .'.'_'., -... - '-~ .. -- -- ' ' - -----,- .. -· \. . - . _., . . 

1988. (31) y ;las recomendadas· P?r el 'fabi:-ican~·e.:'' lOO'V, 

durante. 1hr. E:n a1~~o'/6a~6~, .para• céirri:ihor;:.r ~i estado de 



la electrotransferencia, se aplicó la tinción de la NC 

posterior a la transferencia con rojo de Ponceau . (S_.IGMA_. .-P.-

3504) como lo de~;dbe'n Harlo,;,~i.~I1~.i988 Í31l y Alcántar¡¡. 
·- .. '.··;..,',';:· 
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1994 (4) ·.·· - . " ···\.:- ·"; ·'.. - ·. ·~· 

. L'as · .. ~ea.Ce~,?~~-ª-· ~·n_mÜ0~1.~~A~.~~ ~-p~.~~- d~~~·rm.i·~·a"r···."~1···.· 
recona~·~mi.érlt::O_·"~,~-- i6-~.:-AcM:~~~-c.ia_-.'.·.,i:a.·s_:; f~~~C-~~~ie·~ ~--~nt:~g~~iCa~ se· 

'.~~:~:~;~;i"~~~i1~1tlíl~~~~~~¡if ¡:; .••. ·.·· 
desarrollo •• ~ei l':''.irei.icció~' p~~'.precipitac:i~ncó~o 'l.o'. describ~n· 

:jt· ,d~n-jbc···u1b~a~-d:\ª;~s}.~¡:¡l¡;f ¡;f ,}¿·~j'Mt~\;Jfüfil~~;~,• 
e SVELTESl ; . ~ .. . . _ en: pre~'~I1C:i~ .• ~e; ~?~~':~~8~~~fr~.ciE!:~C:u}~i ~o 
de los Ac~ (500 .µl) y er»ipr~senciade un ant~cuerpo:s~~un~ario 
com~. el ~n~'i~ !~~/~~ ~~'t'6ii:¿~6Üj~9~d~:' ~ :;~;;~~id.'a~~é e ~oo'~1i. a~ 
una. dilución i':50,o)·;;c?~º~ú6fr~i:6'.~~ ~ti~iz~.-:_ ... :J ::'.:. ' 
diaminob.en;,iciiria,ci::>liB>;:'<3omgi6onÍÍ :srGMACÍ!EM:iCAL"oss63'if + 1 . 

• ' '' • • ' ,, .. , .. •: ' ' J; > -C ,- .,. : >L • -. -,..~~},,· :',:-.; ~-';;~·!'· 

µ1 •de·_ H,o, .. ~\.~~:~i'tE~::t,~~().~:·l~~·~~·ª·ºé~~F E~~~c~~~e·6;·;~i;~r.~~ 
permitidas; ··,luego •.de :·la ::'adi'ción '.del· sustrato;-.: hasta;,l a .:". · · 

aparici~':1 d9i·'-6oi0-r :·duran.te· ap'.i:-ó~i-m'ádame~te--5 nliii', :~-Y~ áe·· 
detuvo lá ·~~~~ción lavando la NC con agu~: Se ca'l~~la~6n los 

pesos 'mo.le~ulares de- las fracciones reconocid~~>66~6 -1~. 
sugiere· Shapiro, 1967(69). 

. ; . 
4.4.4. Dete:cminación del reconocimiento de 483 a .antígenos· 

liberados en las heces de hámsteres infectados 

experimentalmente. Para estos ensayos se utilizarOn~·- . 
. - - .. - . . , 

sobrenadantes de heces de hámsteres preparados encssAF~Tween 

0.3 \ (S y 91 y analizados mediante ensayos de,i.mn~r{cipunto en 

membranas de NC utilizando un equipo de Bio Dot '(BIO ·.RAD 

176545, 17064 7) . La técnica de detección de -los· coproa1i'tígenos · 
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mediante inmunopunto estuvo basada en lo,descrito por 

- . ~ . - ·.• 

Chaicumpa, '.w,en··l9.92 .(16), en la cual se realizó el pegado de. 

los ~ntigenos pr'esentes' e~; el: sobrena~ante d~ heces. a la NC · 
durari'te ·· 3 o · ·~i~ ~- :p··~;~·:f ~~ic~>i:me~·t~:.: ~"ª~.-~ ;~~mbr~~~-~· .. de.' Ne co~ ·. ~i 
antígeno p~~~d.b ¿.,~iin'~r~cesadas. ~orno~ fue descrito ~ara la, 

inmuri~~i~~t·ió·t"~~'.~~J,~:i~~:~i'~~:: .. : -.~·~j(:.·.;-Y/ ·:',. .. ., ·:~ ;-·~- -~~ - .. 
Previo a .los _eils'ayos -~~ inmun,?puntocy ·CieJ:Jicio ~ la ' 

inéspecúicidad, obse~ada 'liacfa los; sobrenadant:~'s, ·~~···heces de 
,: ... ; ;· --·:. ·•. -;::- ._.:'.·:~:>· '·,.:}.< •\;;.·. ·::'.':: '},;<':: ~-;'}.~<:.;,.--:-,{:, ~:-'." :~:::· ,'.{·;',:.: -:;~--:- ',. ,<, .. ·/ < ' .... :_:_ 

hámsteres .·no infectados~'- et·'conjÍlgado'::anti".IgG .de rat_ón-•• 
• • · .; :·- · .• ~-- 1

• ->·:;>>:_'.",·:::~~--_=,.,;·'r::~':/: ·_·.·:'.:->:-~ .. L.--~".:·~;::'..··:.-_,:···~· ..... -.:.:-: :.·-_ 
p~r6xida_~~-,.-~~~-?~~~~i-~m~.}.~:~1 .. ;,~~~or~:i·dc?::'~ü-~.~.~t.~.·.::·.·t:~·~~ ·ocasiones 

con ~~b1'~~fdi~~e~:(d~"'.Fi~HE,j~~b~i~f~,d: i~~eb~a·d~s> .·.· .. 
utillzando:·micr6pózos. de placas, Nunc: Máxisorb ': (In ter· Med. ;. 

:: ~;::: ·~!ªt:~~.:r ::1~rdt1~~z~r~c~:~i!ª~ss:tep':;~::~~ia~:0 a··· 
sensil:>úiz~Ciólt i)ói .· tod~ ia i'ióctie' a '4 •e; ··~~~p.'.;é~ d~l tilÓqueÓ 

pertillente .•se" ~~i~iOÜ'aróii lo o·. fo•YI.•.:.·sb"e~º.-.·pde···.·_•rme.· ~i}t •. >
1

. 16;:~.·.''.1r9ª'.'.ª.;_:~1~dn~ ec~'u(b~ªª:.:tcó1_'n0_n-< 
peroxiaasa'iU:íiá 'ciiludón' l:sóo .. . . . 
duratlte 2 ~;;; ~~t; s~-~~~¡tió 2 veces má~ ; s~ r~duper;ó t~d¿; 
el vol~m~ri :d~i.'borijJ~~dci. ~iiadsor&ido y se adicio;;ó: eÚtoÍ:al 

de éste coiio s'e~\:ido :alit:icukrpo desp¡;,és de la incubación 'con· 

el monocÍon~l 4a:{ .. 

4. 5 · E,;s~Y'.;~ lnm;.,,olitstoquímicoÍI para el reconocimie~t~CL 
483.yBD; · ' 

!··: 
··. 4. 5 .1. : Determinación·. del reconocimiento a .tej ido.s; de 

ci.Sti~~r~~s~ ~··~~·~~.-·T ~ .:-,s~~~um. Para estos ensayos fueron·.· 

rec.uP~·ra.dÓS' -~iS·ti~~-rcos enteros del ~úscul6 d.e .:: ~~··~dos 

infectad.os n~tll;ralrnente. Luego de la recuperaciÓri, {os 

cisticercos· foeron'incluídos en Tissue Tek',.n•, (AMES·c 
,,o• .. ·:· .. '.';''.'-· . .,, 

Laboratorio Miles' .. de 'Mexico .4583) y congelados.' rápÍ.da~ente 
por inmersióri eri riitiógeno lfquido. P~s~erÍoi~en~e se 
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hicieron cortes de 10.µm de los tejidos utilizando uri 

criostáto .. (Ame rica~ Optic;a1. co"rporation) , los :cuales fueron 

reduperados 's.;b~e ~n portaobjetos y fijados en acetono/(-á°C). 
' - ' •, . e. ·• • . . .-.·"··. '. · .. • ;_ 

dÚran~e s .".m~~·;.<.~~~~ .,~-~s. ~n-sáy~s de inmunofluorescenc":ta;·':.::iaS -."· 

preparaciones fueron' procesadas como fue descrito pa,ra·)_o~ 

ELISAs • i~~ii-~cÍ::'o~/ • fuercm bloqueadas con lec.he· d".scrernada; 

iÍlcubadaii:en prEÍseÍlcia de sobreriadantes de cultiJci· de 4B3;, BD 
• • • ' ,,,,, .• ,. ! ' • ·• . .,., .. _,- ,• ···'·.····, 

·y delmielonia (AgS) y finalmente incubadas eri;;i:.e~.em~Ü .• de 

an~ic;~¡~~~ ~.;ci~~h'arios. anti-IgG ·de ratón c~nj~g~da_~·· a··· 

is.;i::i.;ci~n'at:(; :a.¡;.;¡;¡;,.;re~ceína (IgG~FITC) · (srnrÓ..-1>:~4416), ·_: · 
. - . - • ·.- . "· ' . .. ' - ·. •• ,-~ , ....... " ,.. l. 

di·~~i~6 ;·~·::'~:b)i~':~~-~-~l:1>de::--~~·a'ris '1: SOOO . .<.C.~9~.\.· ~_Pi~f··~~~ ·- ::·.:.\.-¡· -:· 

. ::~:=:~~1~~i.¿:ll~~I~¿:~:~:c~:;:: i::~~~~;t~::.i~• Í~~~~?:;ti! .. · de 

utiiizand.ó .un : áistema intercariibiable dé: fil tras 'éie' éxcitación 

y barrera para eliminar· la•··autofluoréscenci¡¡'i!n unI'angó·' de 

'1~~9i~ud d~.bnd~ de 4~0 a ~17 nm (FITC;, ~de~~~7y~-~h16'i~i~~ 

· ·.·:::::f :tt:~sL:~rn:~::::::i::~: i:::::n e:e:!~:tl~~~~j~,J~;:f t~sm~. 
~otogi-afias tomadas con pelícuia de color ~uj{~-~'1;,~~~~~~'.i6oo: 

4;s.20 Determinación del. reconocilÍli~t6:·~;~¡;;ú~~i;:~~c-'•·· , 
- ' . -. - - -. -· - ' - --· - ~'-:-·~·. -,'J, 

adul.tos de T. solium recuperadas de hmDSter~~.i.uego"dé::fa 

recii.peración de los parásitos adultos' (irer':1o:''~;;~~~sp6ndi:~nte 
. . ,. , ,. ,·-~· - -·. ~·· ·, :_.' v··, ¿ .. , , . . •. 

a la preparación de antígenos de, te_n;,as·~_adültas_'cde háiiÍster 

:E:~E:·:~~:¡:·~::t=~:::::lt~:l;~¡;j~~~.:,,.~ 
• • ;> •·',O.\ 

que i;e indié:ó anteriormente,para'lo!' cÚt,i~'erc~s-; El grosor 

de. lcis .cortes obtenidos C.;Il est;,s tejidÓ~ ;,arió'.d~_7 a ÍO µm. 
'. '. e,. - • .·,, . .. -. 

El proce~amiento par~ la_ otisérvai::ión Cié l!'s ti:didos fue 

similar a lo descrito _pr_eviamente para' los cisticercos_, 
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RESUI,TADOS 

5.1 Selecci6n de los anticuerpos monoclonales que reconocen 

1UJtígenos de extractos crudos de adultos de T. solium. Como 

ya fue descrito en materiales y métodos se hizo la 

caracterización de dos clonas, productoras de anticuerpos 

(483 y 80) . Bl análisis de los sobrenadantes de cultivo de 

estas clonas mostró que ambas reconocieron a los extractos 

crudos de tenias adultas, independientemente de la forma·:.en · 

que fueron producidos (Figura 4). 

Las clonas seleccionadas mostraron estabilidad bajo,· 

condiciones de congelaci6n en nitrógeno liquido-,· así como en 

la expansión in vitre posterior a la desconge1a6Í.6d":-: Bn· el· .. ,.,; 

caso de la inducción de ascitis, por su pase.de:cé~úlas'a· 

peritoneo de ratón, la única clona que fue capaz:;'.de>iridücir . 
tumor fue la clona 483. 

5.2 Bnsayos inmunoquímicos. 
~ ,, ·. :<~ '• :¡_;~ 

, :.'"-, · .. ;·· 
s.2.1. Determinación de clase y subclase. Los'ensayos. 

inmunoenzimáticos mostraron que la clase: de i~rnJri~·g{~b~l··ina 
-.,-.. . 

secretada por las dos clonas (483 y BD) fue la·clase IgG Y .. · 

subclase 1. (Figura SA y SB) respectivamente, mientras que un 

suero policlonal dirigido contra el metacéstodci de, T. soliwn 

presenta todas las clases y subclases de anticuerpos. 

5.2.2. Determinación de especificidad hacia diferentes 

antígenos parasitarios. Los resultados de diferentes BLISA's 

mostraron que los sobrenadantes de cultivo de las clonas 

seleccionadas tuvieron mayor grado de reconocimiento hacia 

antígenos de céstodos y no así para otros antígenos (Figura 

6). 
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Figura 4. Selección de AcM que reconocen a extractos cruaos de 
adultos de T. solium. Se realizó un ELISA en donde se fijaron los 
antígenos a una concentración de 25 µg/ml; como Ac. primario se 
utilizó el sobrenadante de cultivo de las clonas 483 y SD, y ·del 
mieloma AgS y como Ac. secundario anti-IgA,IgG, IgM conjugados.a 
peroxidasa. Se usó como sustrato OPD con H202 a 490 nm. 
D.O: Densidad Optica. 
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Pi!Jura 5. Determinación de ciase y BUDciase de los ACX 483 y SD. 
Se hicieron ELISA/s indirectos. Cada AcM fué probado con el Ag 
contra el que fue preparado. como Ac. primario se us6 
sabrenadante de cultivo del mieloma (AgBJ, de los hibridomas (4B3 
y BD} y suero de ratones inmunizados (SRI J. Como anticuerpos' 
secundarios se utilizaron Anticuerpos comerciales anti-IgG 6 IgM 
conjugados a peroxidasa, como sustrato se utilizó .OPD. co~~ H202 , ;:Y 
la lectura se hizo a 490 nm. A)Determinación de clase; · .• · ' 
B)Oeterminación de subclase. En este último ensayo se uti.lizÓ,un· 
Ac. terciario comercial anti- IgG de conej o-peroxida.sa; · 
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Figura 15. Determinaci6n de especificidad de los AcH 483 y SD 
frente a diferentes antígenos parasitarios. La determinación fue 
hecha por BLISA, en la que se analizaron sobrenadantes de cultivo 
(Ac, primario) ,anti-IgG de ratón- peroxidasa (Ac. secundario) y 
como sustrato OPD con H20 2 a 490 nm. C: extracto crudo de 
cisticerco de T. solium, PLC: productos de liberación in vitro 
de cisticercos de T. solium, Thu: extracto crudo de adultos de 
T. solium de humano, Tha: extracto crudo de adultos de T.solium 
de hámster, PLTha: productos de liberación in vitro de adultos de 
T. solium de hámster, Tsag: extracto crudo de· T. saginata, 
Ctae: extracto crudo de cisticercos de· T.' taeniaeformis, , 
Ttae: extracto crudo de adultos de T.' ·taeniae· formis. 
Fhep: extracto crudo de. F.hepática·; T8p:Lr: extracto crudo. de 
Trichinella spiralis. · Mhi.i: extracto crudo de Macracantorynchus 
hirodinaceus, · Asuum: extracto crudo de Asear is suum, 
Lmex: células de Leishmania·mexicana.· Todos los antígenos fueron 
analizados a una concentra~i.6n d~. 25 ~L9/mi, ·sólo en el caso de 
L. mex se usó el equivalente ·a 10, ooo, 000 células/ml. 
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El.AcM 4B3 reconociÓ i~distint.:.mente a los.céstodos 

utilizados :eft'.·e·a·t,ii: ~;ns~y~~ :·~~·i.1~iC'ip~1iñ~:~t.e·' Taeniá6s 
independi·e·~·t·~~e~f~ ·:de.~::~~~:: ~if-~~~~~e.~'., ··~~0~~~.iO~ .. :·-p~r~~i t.<'.'rios ,_ 

aunque ~n_:-~1-- ··ca·-~·o:~:_-a~·::-~it~~étOS ··crUdOs .d~·-··T~ so1iUin ~de ·:origeri 

humano h~b~---~~Yiir'.-rec"b-~acim.ie~ta comparada. ·c::an' ex·traétos: ·de·· 

teniasrecu~erada.s .. de hámsteres infectados. El A~M so sÓio 

reconoció ii.''·extractos crudos de metacéstodos y adultos T. 

solium, _estas últimas de origen humano, así como a productos 

·de liberación in vitre de cisticercos y de tenias recuperadas 

de hámster infectados. 

5.2.3. Detez:minaci6n del reconocimiento hacia diferentes 

fraccione• antig6nicaa. El análisis del reconocimiento hacia 

las diferentes fracciones antigénicas, tratadas bajo· 

distintas condiciones (Figura 7.A) procesadas por IET, mostró 

que 4B3 y BD tenían reconocimientos diferentes hacia los 

antígenos utilizados. 4B3 reconoció en lo'~· ~·ntígenos 
utilizados, una'·fracción antigéni,ca qUe'e~~áipo¿~Z.:riba' del 

marcador de peso molecular preteñido' de: 2.0'6 · ko~, 'y· que en el 

caso· de ex~;'°áctos-: crudos de·• aduitos· a~''. T ·':''doÍi tiro;·
apárenteménte "fu<:!la ~ejor i:;aconoé'i'áa:',·faii;!;ién~ durante el 

análisis':sé obsedó',otra·ban~~ .menos é!ei:Úí'.ida'de peso 

~olecula~ ~~ro~{~~~o' a:. ios 1iís, kiia)Estos'resul tados no 
''>e' ~' ••' <,-~ '.•, 

fuei;on, ,.1:~¿.tádp¡¡. Pº": i~~)i()!lcli~~im~s de. •l~s · en~ayos. 
·. •.si.n,é~,.:r9º ~n e1,~ñá.1~~~~Aé.)aa··prociuctas de 

:::::!~!:~.~~l~~f~~si:t~~~~;j~~;'::···:::::: :u:e h:~s 
alteración de~:pai:,rórÚ~de' reconÓé:imiento' de la banda mayor a 

206.kDay•1a'de'1os'ki:ia,:E1:•re'cbno'~imiento de 483 a extractos 

crudo~ de' ~i~dc~i:éo~ t~~ú;k s~ ~{ó a· otras fracciones 

antigén.icas'.'ubicadas' ·en" los 'lOs':y · 190 · kDa, en condiciones 

reducto~as y !lo ,:,eductor~s .~esp~ctivamente (P:lgura 7 .B). 



A 

B 

Figura 7. AnAliaia por IBT del reconocimiento del AcK 483. 
A) Electroforesis en gel de poliacrilamida de antígenos de 
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T. solium. Gel al 10% teñido con plata (lSµg/carril) .PH: pesos 
moleculares preteñidos. Tbu: extractos crudos de tenias de origen 
humano, PLTba: productos de liberación in vitro de tenias 
recuperadas de hámster. C: extractos crudos de cisticercos. 
B) Inmunoelectrotransferencia a papel de NC. Después de la 
transferencia el papel se hizo reaccionar.con 483 (Ac primario) 
luego con anti-IgG de ratón-peroxidasa (Ac. secundario). El 
revelado se hizo con DAB en ·presencia de H202 , r: ·condiciones 
reductoras (presencia de e-ínercaptoetanol)"·; 
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En ei caso deL análisis de .BD frente a. extractos crudos 

::d::~~::: . :e~:;··r:=~~.::::•. 0:~:-::ó h~::n:~~:~ i~:n:~:~:::.s dos, 

fracciones antigé;;,icas de aprÓximada~:nté llG y~ioJ kDa· . · 

(Figura ·a.íi1·: .~n:~~·::d~~? i:i ·~ná;isls ;dF;P~~~~~:t~~·;;¡e··. . 

liberación de· adultos de T; solium; B~ n~j ~~conoció .. ~:'acción 
antigénica á'1~~~,>~~¡;~·;·~¿;;:~J~ '~{·,;_~~~;,¿~~~:~~ s~ ·.'anaíizói las·•· 

extractos crúdosd.; C:istice;;cos d.; T~' s'Dlii,;n~ \;a qu.; en éste 

ensayo el Ac~r-;~C~noc,i.6 bajo condiciones reductOras' a· siete 

bandas diferentes cuyos pesos moleculares, oscilaban entre 93 

a B kDa y que bajo condiciones no reductoras correspondieron 

a cinco· fracciones antigénicas situadas entre 101 y 30 kDa 

aproximadamente (Figura 8.A). 

5.2.4. Determinación del reconocimiento de 4B3 a 

antígenos liberados en las heces de h&msteres infectados 

experimentalmente. El análisis mediante inmunopunto de 

sobrenadantes de heces de hámsteres infectados mostró que el 

AcM 483 reaccionó contra antígenos liberados en las heces 

luego de 7 días post-infección y esta misma situación se 

presentó durante todos los tiempos de infección estudiados 

(Figura 9). 

5.3. Bnssyos inmunobistoquímicos. 

5.3.l. Determinación del reconocimiento a::'t~j-idos.·de 
cisticercos de T. solium. El análisisp~r epif{uo,r~sc.;~cia de 

los cortes de cisticercos (aumento: 10 X) mo-~t'ró,qué' 4Il3 

reconoció canal espiral (CE) y el interior de _la· ~.ared 
vesicular (PV) (Figura 10). 
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Figura 8. Análisis por IET del reconocimiento del AcM 80. 
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Thu r 

A) Extractos crudos de cisticercos transferidos en condiciones no 
reductoras (C} y reductoras (Cr}. PH: pesos moleculares, l: BD 
(triplicados),2: Ac policlonal anti-cisticerco y 3: sobrenadante 
de cultivo del mieloma AgB. B) Extractos crudos de tenias de 
origen·humano transferidos en condiciones no reductoras (Tbu) y 
reductorás ('l'hurJ: Las reacciones y el revelado en A y B se hizo 
como se desc~ibi6.en:la Figura 7. 
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Figura 9. Inmunoensayo en punto del reconocimiento del AcM 4B3 a 
coproantígenos. Se analizaron los sobrenadantes de heces de 
hámsteres no infectados e infectados y comparando las reacciones 
con los diferentes antígenos.de T. solium. Los antígenos fueron 
adsorbidos a Ne y hechos reaccionar con el AcM 4B3 (Ac primario) , 
con el anti-IgG de.ratón-péroxidasa (Ac. secundario) y el 
revelado se hizo. con '.DAB.~H,CÍ,". El.: conjugado fue adsorbido tres 
ocasiones con' sobrena·a-aiite· de·.he'ces_.de .hámster no infectadas. 
NoI: sobrenádante»de~llécéá.'é!é',hámster no. infectadas, A: extracto 
crudo de tenias de''._o.rige'ñ liiill\ario, :S: extracto· crudo. de tenias 
recuperadas ,·de',ó háms"ti?r, ;e ;•;productcls .. dé . liberación in vi tro ·de 
tenias 'recuperádas:ae:"hánisi:erji~l>:\·.ext'rácto crudo de cisticerco. 
i, 2, 3, •.' s_, ~ ,_1 ;·s.: ~o:~·~es·pon~en'{a_.:r.o·_a :: ~óbl:-enad~n~-~ª- ·de· heCes· de 
hamster ·'infec:'tados; .éuyos :ciíás .· pÓsinf.e"cción. son: : 
7. 14. 20. 27; Jo« ~9; 44/'f so respectivamente; 
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Figura 10. Mosaico del reconocimiento de 483 en cisticerco (10 
X). se observa un criocorte (lOµm) de cisticerco tratado con el 
AcM 4B3 (Ac primario) y anti-IgG de ratón-FITC (Ac secundario). 
La observación se hizo en microscopio de epifluoresencia a 495 
nm. La zona sin fluorescencia corresponde a la emisión del azul 
de Evans (adicionado al conjugado) y la fluorescencia correspond 
al marcaje indirecto de 483. PV: pared vesicular, CB:canal 
espiral correspondiente a la tenia invaginada. 
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La observaci6n de estos mismos cortes él.m"ayoi aumento 

(GOX), mostró que l~ fÍÚo~~sc~nci~··estuvo loca;iiza~a en las 

fibras mus~ulÍ.:res' y ~~ de~endie'.'ªº el~ ia regió~ ~b~de s~ 
encuentre, se·>d~'·:{~ ~d{~tX.ibUcL5~ 'de /i·~--.-~~r~~,.. Por ~~je-~~~~ en 

::~:::~:é e::~r:L(:PT:i·.·•gu;&r~a~1,:.· ... ':1~:1,¡ª_¡:B~)~,:.~.u .• :.:n:o;:,:.~~a":s'.~i·:.;:enn:\:····.¿pta~:r:.ee1nd·····~·· .. uvfe~ás:;c¡u::l••anr·.·,··. 
iilvag:i.Ilaci~ •(~É;;, . . , ''· 

0 
, ~ (PV) 

( F~~.· E~ªl··~·-~.··atnfá/Al, l~s'.·~··s:·~,'..·.'., .. •.:d.;~e/ ~.·.~tr1;e···~·~c·:::~o·,.~n.'. ·-.o'· :~c··· 4m' :·-e{n· ~ -t.,o?.•:·d·".,e~:-'.-11-•. · ._{;:.::.:: '..~'.,~:: ' .. : ·:)'._:,,~ • .. (·~:: :-~- _'<:::· .. 

. ·.· .. ·.·•· •·:··/. ; .. · ;,::?·.;>: <.• -'"··"'7,.~,.;:f•;:, i~M···~E;,),~ff.r~~liº .bajo. 
condicione,s; similares··.de: obse~ación •·~e.scri~'.'s,:g1"ra: 4B3'.. oé · 

~~::~~'.j;'~;~'.filf ~ti:¡~~i~~~~~ti~l~~~~:'.'. 
dentro : .. der:· canal',:. espirar;· correspondiente' al:.·. gu'sario, 
in:V~·gin·a~~·t:j~~i{ Ob'~e'~~C,~6il<~· mayor 'au~

1

en~to . {É;0;1 ~~ .de lo 

~econo~'ici'b-,P6r e6;ido;tic5. q;:;~ la· nuc:í'rescenc}~ l;.~i';kí.:'a.e: 
par'ed vesicui'ar podría estar localizada dentrcÍ''.de•:cé1iiras •. ' 

su~teg;,.~edf~;ias/~e bolsas de glucóge~o (;:i.~~~'i.2.~{. ' 
Obse·rv~~iOrieS ·sirriilares a las d.escri~as.·an.t'.~~!ici~~~·t·~· ,Se: 

obtuvierbn'a nivel de canal espiral (Pigurai2:~',;>" 
s:3~i .' Determinaci6n del reconocimt~t~·~·;~~j.id.os de 

tenias adultas recuperadas de hámster; L;,;s· ob;~~~J~cibrie~ de 

la 'fluorescencia asociada a 4B3 en los t~jic:l'6~:·b~~k~it,;.ri~s 
'analizados mostraron lo siguiente: · EIÍcólex: '. Destacó :ú". 

de autofluorescencia i~terÍ~~-/~~:ú:·i~~'i::p·g~· 
parásito, cuando el t~j,ido f~·e' in<::~bad.'O' 

únicamente en presencia de. sobrenadadt~ del: ;riiei'~~~. AgS 

observació;, 

ganchos del 
los 

(Figura 13 .A) ; sin embargo cuando se '.~tilizó ~obién~d~nte 
. cult.ivo de .4B3; la fl~aie~c~nci.~ f;,.; '.intensa. y e~t:~v6 
asoéiada ·a. veintosas y r:6~te'io ''(p,ig· 13 ;B .y 14 ;A),· lo cual no 

se observó en, el 'con.trol negativo.' 
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A B 

Figura 11. Reconocimiento del AcM 4B3 en cisticerco. Criocortes 
(l011m) de cisticerco observado a 60X. A) pared vesicular. 

B) canal espiral S: superficie parasitaria y tegumento, 
M: músculo, I: intersticio, CE: canal espiral. 
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A B 

Figura 12. Reconocimiento de1 AcM BD en cisticerco. Criocortes 
del cisticerco (10fLm). A) pared vesicular, B) canal espiral, 
S: superficie y tegumento, X: intersticio, CE: canal espiral, 
correspondiente a la tenia invaginada, C: corpúsculos calcáreos. 
Observaciones a 60 X. 



44 

A 8 

Figura 13. Reconocimiento del AcM 4B3 en tenia adulta. Criocortes 

(7µml de escólex de tenias recuperadas de hámster observadas a 
lOX . A) autofluorescencia, B) reconocimiento de 483. 
G: ganchos R: rostelo. 



45 

. . 

En ventosas la·distribución de la marca fluorescente, 

aparentemente se presentó en ~apas (FigUra l•LB) o: las.· cuales · 

dependiendo de la zona de observ~~ión tienen U:~a di~tribución 
diferente. CUello: La marca fluorescente en esta r.egión tuvo 

una distribución diferente al escolex, y que se.observaron 

abundantes filamentos alargados con aparente direccfón ·hacia 

los proglótidos iniciales (Figura 14.C). Progl6tidoa: la 

marca fluorescente asociada a 4B3. tuvo una mayor distribución 

en los bordes de los proglótidos analizados, que incluso 

define el contorno de este tejido parasitario (Figura 15.A), 

y la observación en el interior del mismo proglótido, la 

marca asociada a fibras musculares se encuentra en un 

aparente desorden. (Figura 15.B) 
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A B e 

Figura 14. Reconocimiento del Ac:M 4B3 en tenia adulta. Criocortes 
de escólex y cuello (?Jlm). A) ventosas (10X) B) ventosas (GOX) 
C)cuello(GO X), V:ventosa 1 R: rostelo, C: cuello. 
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A B 

Figura 15. Reconocimiento del AcM 483 en tenia adulta. Criocortes 
de proglótidos finales (7µrn) recuperados de tenias de hárnster. 
A) proglótido observado a 10 X. B) proglótido observado a 60X. 
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DISCUSION. 

La caracterización de los anticuerpos monoclonales 

utilizados en la presente tesis, mostró que son 
inmunoglobulinás ·Gl,. lo cual: .tiene relación con ·el 'esqúema de 

.· " .· :, ·. - ' .. · . 

inm~nización ui:ií"i~ado, ya que la cláse ,de ariti'éue,rpos 
. ,, .. ,. '· . ,·. _. . . ' ., -- .• ·_ ,._. «;: 

obten:Í.do~::·.está.~i(fú'ncióndéia'cantidád y de iostiempos de 

::i:?:;~i~·:JJf~:d~.~~;;B\l:.;,~~isil~~&~r~f~;~:<;~:~b~::~::ce 
la' producción'de•anfic\ler¡los~IgGl°)(28) :\:Eri relación a la. 

::.~;:::1~~; •.. ·~::t~~M;;:~tu~~;,!~!~~t ;;:e.:·~e¡::?.~:·~~;:unización 
cántidádes'd'e,ani:'ígen~¡>(<ÍB3): 0\2,'µg/<SD); i8o~µg~··.El AcM ·4s3 

:~f:~1~~;!~~fü~¡~~1;~±~~~~~~f~r~i¡:: 
éantidades, de antíge~os; como fue mos.tra~o~en· eLaná,lisis de 

~~~~~:::~0~~¡~~tif~~~~¡~::~:· 
reconoce un mayor ilúmé'r·ó:~~ae.~'fí:-áCC.iO~es<ail"t:igé·nié:áa··~ .- ,<Figura 

e. Al y adem&s ?e .i.{ fqeI§~i~i~ª~.? 1]~~]:J~~:·0~~H· • · •. 
concentracion de, antígeno. • Apárté':: de .1a. ·afinidad._ otra· de las 

diferenciás en.tÍ:e ~h YA!'!J,'es'q\ie ia"~Íon~'pr9ci.uctora de 4B3 
fue la única, éapa~ de':inil.ucir~aáéiÚs(en·'ráti::ill'e"s l3a1b/c de 

acuerdo á1 prot:o~o1'o :Pi~~liesto ¡;e;;,. liah<l~ }i;i:;~;e. .. i¡,n. 19.8a 
(31). y ello río, fue ~'¡_ caso parac'1a clona aoi ya que después 

· de. un me~ de ~~ iÍ:nbc~la¿,j_·óri nb'húb6 crecim¡~~i9·~i~~o. Dos 

explicaciones qué ap<lyá~ari el~·nulo crec:'imi'entó de la clona 

8D, esta.ría basado: una en qu~ ésta clona ind~c~ unturnor de 
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lento crecimiento 128,31), ·y otra. sería _que la cepa de 
ratones utilizada durante ·la fusión con· las· células del 
mieloma no- e~~ ~ea~~eÍlte B~l,~/c Y·.·se·~ie.~e!'.te; ~n .. fe36meno de 
rechazo pá·ra'< las cé1uiaá: in6~uía'.d:~~ 1281 ·./Respecto ,;a ·esta · 
úl_t ima.:· ~XpliCación ·T~~·r~á: ne{C~sai.io::·üti'liz·a~.:; r~~an·eá' :·Fl_ 

provenient:e"s' ciE.'iil:a9e~itores aal.b/cy'otra ·c~pa · aüerente· 
. (3Í); <·: ;<· '\./;:i ,\'' '{' < :•.;'. ¡ ,, '· :.··, :o .. 

La <is;~C!ifiC!4~-~~;¡.~~f~é~i·(l~•;•~~;·N~ ·~~~> ~~· ·;~ qiie los. 
· imtígéno_~:-P~f~fftf;~f~~ ~-~.I~é&?~-~~-'fr3,fa~;~~fü:~.~~~~~c~a~.ª ... : 
por ··108 dos ·AcM /(Figura•:: 6 l ~;:."se · ob'serv6: que'- 4B3 ::·es· específico 
' .,·. : :·· /, ·.· ':.,/,~:,·:·y,;:.:, .. :{~~ . .'::'(.:~.!;:~~;":_·, .. ::,._.::>.,[~'->;:.<··-;.~_:.!· ~-:~:!:>·>:1.(:~·; .. :.::?·;c::~·:·-:~> .,. ·. ' . ~ <'. ·, de· género: pero·, no. ·ae\·especie ;:ya· 'qiie.:reconoci6'.• a •·;;:ici:;,a:c;i:()8 · "' 
toia1es ¡ ~·P~&~ii~'tg~r"~~-. ii~~~~6i~;r¡fa:¡~~· -•~aii~; :i0\1,;il~a ea •y 

· :~·il;e~~:~J~~~~~f :;h~~o~~}ttt~·~~º'.i~~~~l~~~}~~;~?:i~i:¡~~~ .· . 

. . :::~iEf f :b~IH~2'f .!.j;i:jj~~itr:E1~~If ]H~cii~r~~HLl '.AcM 

::r::~::~f f ~:~~:Ij:i~~.;.~~~;~~tini:~,l~j:~~;~;~!~;~~r~:~e~~e, 
trata de.'.extractos•:totales::.de :.cisticerc~s :-Y.'.te?ias. ··~ª~\~_tas . de 
hu~~rio. así·. como 'd.e' t~~fas de há~;ter mantenidas.;;-~ !C::últivo . .i.n 
vi t:r~. · .. ·::'.:·:-~::)?/:;> :;/-~~-" :.·.· .... ::· <·; -·;·._,;;"<:~/-::. ,;:-_';'; _ .· .. · .- · 

.... - '' ' .... ,.' 
La ·c-~~~~~.~_i6~:'.:-i-~~~,~:~~~~~:~~- de·-. 4fa~\-~_,:~·o·;s:~~

1

-'. ª-~_,, .. 
rei::oriocimierito .hacia"anü9enos ae1 7'áenia'séili~:~c;;;t¡;6 ··que 

··i::l!fü~~~;~i¡t;t¡~~t~i~lfii!j~il't=~·· 
.:::

9

:: ;r~:}r~~'~1~t~~~:¡ªºg:~::g~jt:t ·:::~::sd!e.~::::::~ 
~ecup~~~ctd~.·~·~ .sere's li¿.(,,~os i~!~~t~d.;~;· pj~~uh~6~ libe~~dos . 

. por las teniás éi.tÚivaaáS- in vitro, y. ex~-raC:'tós ~;,~a:o;.; y 
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productos de liberación. de cisticercos. El AcM 'SD no· tuvo 
reacción hacia eitractos, ¿oi:~les d~ ,tenias rec.~P~J'."adas de 
hámster.··i;,fectados; ,cori. ést:'os .·.resultádos se pensaría quE!·.4B3 

-está rea·c~i~ri~ri~~: ~o~~ ... ~~te~i~;h~~·~ .. · ~~~ig~~i~~~:_:,¿¿~~-~e·~·-. ~e 
se mantie~.;~·d~~d~ ~l e~:~·~ai:;; i~r\.a~io:• h~~t_a(.i~~~t~~ici; 

·~~8!~;~Jf f {~f~~~~i$:1~;~~:~:~:~' ,:·. 
visto .pára-4B3,;,'(Figura.6)·; una ~~z más; ,'est~s'observacione~ · 

·2~e~~~::¡~~~~~~5~1t~t§t:~t f~::~E;t¡:,. 
morfométdcas' similare.s '(3)'~'Ade~ás'ieste'ffenóníeri~(e~tariá'c: . 

. :i .. mne Pd1,u:•cc/i~····d::ª::. !Y6·r·:.\nroi:.·:. '#füf~!f}~°ctt~{tiI~{!~~·=~!j~!~;·t~~~t··t:.i· .. •• .· . , . 
nat:U.ra.J:.6éi~a'·1a: ~~ª' ~~ :pr¡k~kUJ~~:.e'1 ; ~-~i 

. :~::_:.~i:d¡:f ~:i;~r::;:i~I!;.;;:}j::,c;~:;~;~,~:€f J~~i~.;;f~~r/t:;~ 
solo' muestra .. que, el:;antigeno. º"'·epii:opo'·recoriocido;pí:ir;ao< 

pierde s~' 
0

co~7~~~c1,,.0ió~c¡u··ªa}l.··· ;er. trata~o '~or, .y~~a:~·,',·n:t0:~é,',:tsi~e:: d.·.· ... ·~r':se'c',;o;:n.· .
0

'•.z .•... c' a.·,' 
e1ectraforétt,c:~~: :.• , h~ct~!" en ·~1;:;¡. <<: ,. , , 
(31) .>" ·.: ,, ' ' ,,. ··, ' ,, .. .,, '"" ', ' ,. ' 

;:·~:~j!'.i:illi~tt~i1E;0·t~i~~l~~:~:~:~~ 
a~Í. ·~~m~<'~J· d'é'b:i¡·. ·'x-'~~"6ri~~i~iellto· '."ililé:i'B.;·. U~á :--~i-áCci'.~i(·:; ·, · · · 

locaiizaci'a~~lps i6s':kDa tvt!lüi~ .;¿~·{;(~~~··r~siÚtados 
fuer.;.; ~ep~t1d.:Os" c~~nd'o;~~·.•·'aÜ~1~~ar~d)d~ · ~~t:i~dt:.;5/a~' 
cistiéercós·, scSlo que aparte ' de' la i:ía~da ~~ybr ~ 206 kDa, 



51. 

hubo el reconocimiento fuerte bacia otras dos bandas ·de.menor 
peso molecular: situadas. entre l~s 'l.90 ~ _ l.05 :id:ia. 

Ta~to -~n "1 cas~ "de extractos crudos~de· adulto's como de · 
- ., ... - ·: .,. ·-- - ··-· . :• 

ciStÍ:Ce!-cos:::de·~T~,:.· sOiiUJn;:··.;fa:.'fraCCi.6Ií. reca·noCida:·,~ ,.-
correspondiente a: ic>~ iéí~ k:Ii~ 6ci9i~:._;e, trataré~ :Cie 
fracc~~n ánfi~in'.i?:~::~i•'.~~f~a;i?·~_::;E!1,/~~~}1~~'.~{~'.Pf~.· ~) ·. ,.· ·. 
(3Ó; 37. 56) ;q\I~ coino s~rá· desc~ito. ~sadela~te; ;tiene 

~e1aciórÍ·••~.º~·i."···1~~-~fft~á~~H:'}~¡·~5m;~~~~;b~K~~~ió~· ae1····~gs en 
pared ve.,ic.ular•_·de 'tej i<iosldE!•ci~bce_rccis}:<,37l·.·.E:~~ei 

::t::;~:i:~t~~:~:~::~~~~i~t:~t~fi1Krf~it\!f f ·~::f f ~~::~:ac:::~ 
ePí t~Pil ~~O~ú~~; .. ent.~~;~~{~-~~-·~:~;~.:~ .. ;§~i~~i-~na~:~:~·-,~.: :·t~;~ien~·~-; '·~omo-
base ··1as' obáéryacioneS ;,s.i9\ii·~-~t·e~-;;;· :t:;'._·." El'(AgB;:e·a·:. de)· ·.·.,~:~ . 

. -· ·. ··: , ''. -:~ ... :. :;~~·.>:·:,;.:. ::;,·,'" '{';·~:; ><' -:.'.':;, ~,:.,::;.-;-·;:-.~.' ·:O;<···'.i.;··_·.','.J;:--. :_'./.:·:-~<~· -._:. ¡ , , :.·:h,-:;: . 
localizaéión ·muscular ;·en ,.téj ido· larvario" :(37 l ';es: úna 

·' ' ~·-:'.·..::;, ~ ~- .,"·~~-----· ·-. ·.- .. - ·-.~~--'··· 

¡)ara~iO~:~~~.::; .'~~ -~·~ ~:·:.~ ~-~~~~-t~~~~~·ji_j,ªA\~-~~~-\~:~·~~~~~~:~~¡~~t~9~~·~;~~t:~-~~~.~s · de 
micisina y se encueritra;en cse~~eciories, c1e1}parásito•' (37).:( ' 

:;::::lE1j;~i~¡.~~4~5f ;;tt~~~Ji~~~~" 
musculares:·de:·:tej idos:.Y.'. que·-·.·generalmente:~ tiénen;,.un .,peso"'.-.;· : . 

• ~ ! ·•• ~ :·,-_:·: __ ::: ''.·: ·.<<:· _:;;_:. ··: :: .. ,._,-.. f. _. ;;, .;·: 'i ~- ::'.-;.;.<~"-:· :,': ... ::·:·:.;<.',<·\';.'~ ':::"-'r.!.:.::.- .~:::'. .,:,..~.:- .. -:·.,:..._: . ·:·· 
m_olecular••mayor. a• 20~.·kDa>' (20,22;21_;u, 75) .'.3.''Las~iº,':'.~?ªª ·· 
anal i Z~_da~ .. :. ~ec. 0~;:·m~·uinf .. ee-~r8~:_~ •. ;,;,_,:·qu~'ªe·)·\ p-~~ás i~-~~:~: ~ ~-~-~~-ri:·.:~~~~~·~'.J~X~~~~~, ae ··· 
aminoácidos. i:'alvez .• ccirrespon'der'ian:·a>1as····" 
reéon~~ida~'. J?ii~ -~ilJ",,.y 'i<>'• .~ua{ · 2~n~,r~,ª' ~~c'.~f ~ d~r~~¡j~:~ado con 
otros estuíiio{i<3ÍI> :1 ·.·' ,1 , 

.P?~ .º'ti-a ·¡,a:r.·_.,t,:e> e_1 .·análisis p_cn· ·,ELr_sÁ.' .. .;''}r!ii; ~~ 483. en 
·.:.·':," 

::::::r f.e:~~;~:á~~~~f :~:-i:~~::~~{:~n:?~~:~:t~t:;::3::~p::::::s d:e 
· · inmunopunto: ( PigÜra ·: 9 l ·:,·ya:· que apal:"en.te~ente ·fueron ·detectados 

los' mi~m'ós antÍg~~6~.~~' iib~ra~~Ó~· ~g· los ~obrenadantes de 
'heces' d"' há;n~t:.;~ ini:~c'tad~s' estos' h~ll~zgos ~bren una 
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incógnita en rrlación a que fenómenos del hospedero influyen 

para que . antígrn~s .de :.ocalización muscul~r '. sean lib~rados 

en las heces.:·~ al respecto esto mismo,ha':sido.planteado.:pa_ra 

trata~ de' ;.xpÍ. te~~ ía' ·~ecfe~i6I1 ~~l anÚgeno;'s ·-~~ iCis . 

. ::::::::~::·· ~.~J;~:~~~·~:~~f t;i:~:~·~~!ºciJ:n~f:º[f~::l:~·~~nas 
:::::::·::~;¡:~:· ;~'.trr~~~¡:~t~t:;:;;~:::::, 
'de estas porci¡nes parasi~ari.as. (Pi~·~ª ~5 .A). ·,Y 2) Excreción 
de lcis antígen s a través del tegumento como ha sido , 

propuesto p'ara el AgB en c~sticefcos'- (l7l p~~a cianejar la 
., ' • 1 ~ 

respuesta inmune . del· hospedero: y.,, que é110 'tu;,iera 'relación 

con la liberac ón del a~tígell~ cl~s~~ inf~';jcfon~~ tempranas 
... -- ·, : .. -.-: .. :<·".-: .. -;;;;~·.:.:,,~r~:·.·<·: ·:-}:-;:. ~\\-.:·.· ,_ (Pigura 'g). 

El anális s por IET d.'e'1-: ~~~':.~ao·-~: tti0sti6.~::ciu:~:~;_hubo r~ 

r~co~ocimiento .ha~ia 5 o 7, fr~~~~o?~~/;ih~~~~N~~+:~~é,,·.··. . 
cisticercos y hacia 2· fracciones e de:'. tenias' adultas; de' seres 

humanos. La ra~ói; del rec6~o6fmf~·ni:~ d:~ ;f~ii'~~ ~h~~~as '~~- i6s 

~xtractos d~ cJsticercos pod~Ía debers~' M~~·;;,, ¡riad~cuada. 
clona.ción o .poli la presencia d~ un .d:~2~'~IJ~~f~~--~~~i~é~i~~ . 

:::::c::~r~:n ::~~= ::m:::º d:~~:~:~~C:·~~~~~~~::1t·ii~/·:: 
•:>.•;·'' ' ' 

extract. os .. a.ntilénicos (31). Con base en esto,~'_.r~súltados ha 

sido propuesto que la mon~c1bna1id~d de ~ii' anti'~~e';pci<no está 

determinada p°lel reconocimiento ha,c~~,u~a,sol'a b~~.d~ de un · 

::a::i::::~:::~o e~:~:r::::é;~r~:~ti~~:ff f f :6,tré~i;t:i::d .· 

una sola célul¡ y es de ésta m~n~ra'iqu~ piied~n s~r''btite¡:.idos 

anticuerpos mo1oclon;;_le~ .~e ~ecorio~d~kh~~tf1o':~~ria~s de un 

antígeno fraccºonado.(76), esto último dad_o'por•lá afinidad 



que presenta el anticuerpo monoclonal. Por estas causas la 

preparadón de un anticuerpo monoclonal, .en relación'·'a:.su. 

especificidad, dependerá de manera importantE!. d~. la :,:,: 

inmunización con la fuente antigénica especúi.e:a:< (~~,·'. , 
otra posible explicación para el récónocimieritó.,.dé .un .. -•·',·· , ....... .,,, 

epítopo común para diferentes antígenos, tiené:t>~~e:s ,en la·· 

presencia de epítopos compartidos o muy; si(;.Úa'r~~>.;;,:;tr~ ' 

diferentes glicoproteínas, en las que· los ·~~iil~~J.'ci'da.~66' son 

prácticamente iguales (48, 51). y ello sé'~ju~ta'ría ,'é~ll· la ' 

preparación de ao, ya que fue preparad'o'·~~: 6•6n.~·~~:;~~ 
productos liberados en cultivo in vitro'.d~··~ünce~i::o;en el 

. ' ·: ! ...... :·.;:·.:.::_;¡'_. "\ :·._,_ '."'.~· <·.;.-:.·,·-
que probablemente son glicoproteínas ;·.(48).;·•:·: · ···'.'. "· 

con los ensayos inmunohistciqÜ,í~i~~;;;~e;;~;;die~~~;} 
establecer los niveles de tejido''i;>aras~.i:ario:(en)ós'qÍle se . 

. ::::::::::::::::~::~if ~1~rr~t~i1~::::·· 
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parasitarias·· estudiados ··1Fi9'i'ia':7 ;IÍ) : <Íúe·'po,r:'s1.(di.Stiibucióll' 

~ io6a1iz~·~ión indica qile ~onnari par,te~~·(úI1a p~ot~ína 
muscular ·1~,i~r• 1u. y i181. ~iri émbargo'én los resultados 

por IET se encontró que . el prinC:i.pal determinante. antigénico 

.reconocido por 4B3 es mayor aun,iieso''de'206 kDa y así mismo 

por las condiciones en que fu~r~~_::·:~~aiiz.ados los ensayos , no 

se .descarta que 4B3 este detect~ndo a' la paramiosina que 

tiene un peso entre 105. y 95 .ko~·'.•:¡~.~ •. 37, 5.6). De acuerdo al 

peso molecular y al cruce con ~~·:s; : es: posÍ.ble que el 

determinante antigénico mayor: a:'!;rn~ .. kDa, ·detectado por 4B3 

corresponde a miosina, lo c~~i·---~~~d~í~- que·.ser confirmado 

posteriormente. La fracdón. ~~t·f~~~ic~ 'recon~cida por. 4B3 

situada en 105 kDa, aparent;.n;e~I:~ AgBi: está 'posiblemente, en 

menor concentración en tenias CC?_mpa~~d~- con ·~iS~icer~oS y 
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ello plantea 2 incógnitas 1.). que región antigénica cruza con 

pa~amiosiria/y :i) ~~ai E!s el mb'ti~~ de ~úe haya menor 

concentra¿Ón ·~~ p~r¡~i~~ina ' .. ~ parásitos 'aduÍ to~. con. 

respecto /.i:isúi:eréos IPigur~ 7 .al . .. '; · 
El:~n:á1isiS de la organización Ú~~l~r de lo reconocido 

por 4s3-;r~ri:_.c¡sti'~erc~s como en tenias ~d~·ft:~~';·~ ... ~:s. :·di~t,irita: 
e~ disticercos el principal reconocimiento. del Á:cM esta a 

ni~e{ ~~ ·: f:Í.bras musculares situadas en el cana1\esp.iral ,' las 

que oJJseri:radas a mayores aumentos P.resentan aparentem.ente 

una organización ordenada (Figura ll;A), que en .la pared" 

;;~~i.cU.1ár :es de organización diferente (Figura 11.B L Esto 

po~rfa ser explicado en función de las n~ce~idades de ios 

diferentes estadios parasitario~, ya• q,;e·'..~n .el 'ca~o de .la 

tenia invá§i~ada, la disposicicSn:de:Úbra~ ~U.scU.larespodría 
' t~~er relaéión con 'el est~do ·.,:~y~~osó\q;ie 9'ia~~a el: ~arásito 
y:~¿, áElí én el caso del ~isticé~cO el: cua~.~~'.~~~u~,{~:ra:·: 
acl:i ve. dentro 'de . su J:Íosp.:,d~ro ' :¡;éi.; •lo C)UE!_::, r.:.qu .. ier ..... e ... un:a 

organi~ac:lÓ~; dÍ.~ere:n~¡5d~:r~~~J~ü~"cticis':"para>e~E!'iituar;sus.·.: . 

·t~;L~~i~~~¡~j,~l[~;~~:~::º ... 
- ~:i~·t·i·ce~~~~'-: ::t'7'0')\' :·. ~-- ;. ·· -- )~: .::'::_);:. , .. , - · \}~- ?·;'._;~~),'.; 

Ái•ol:iser;;ai: id reconocido i;>or•.4s3 · ª: ni~~:t'.cie tejido 

::::~~::rid:· rs·:ªt}r·~~u~0c,:'1'.Óin,~d: ,di}f.:se'"pr. ;ºe°'n~1t0 .ce')dóne;······daec •• u(e
1

ªr:d.'mo_ ª.-.. a~cá,(,,f:~ll,o~esc:ent.ed.,e, l .. '· 
, 'i -·~ ~i.'~§~.E;igio~~s 

parásil:o- ana:i,izada.i, '.En '.el. e,s~~iJf Ía ¿~~ca'. e-.fl:{;vo'.' ( 

concentra.da prir.ci¡)a.imente ~f¡ v;;n2~sás'; y ro;.t;;~~ 1í'ieura 14 .A 

y u .sr. 'Esta ii:i.stribuciÓn ;od~Ía i'i:e~e'r ~~l~ct'ón:, con d 
fortaleza nec~lliíria, 'dada P()~ las·· f ibriis musculares,·· para que 
esta.porción parasitaria·se,;.osteng~ firmemente al .int~stino 
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del. ser humano y del liámster. ·A· nivel· de cilello;:·,1~ marca por 
4B3 sé distribÜye dema;.era ,diferentealo.obseAa:d~· en 

:::;:7V~~~i¡~plit~~~1[~Í~~r:~·:::. 
porcii5ri 'parasit'aria ·es muy,; resistente: 'Estas ;afirmaciones.· 
. . .. ->. ..:~>·"~··::.:_::_'.:~ ':-:" ·:::;:·.<\?,;~ . :/':.'·:: ,~·;':·:·~-' .. ;;-·;:,:·':·.;:,:/ .¡~·:r':·.,:.~.=·:·:· :··:·.7:-,· ~· ,: ;·,.-.. ·-·~.-~-;:,;,··, ·. , , - . ; . ; 
tendrían>relacióri con' lc;>;"stabl~cidc;> p()r, L~~s~enr:: quien · · 

. ~12r:f ~~i~lfü~~~~~~~~~¿f :~·::: .. 
::::~~.t~!tª mt!s:r.hl~2i;·.:*~º;:~~r~;i;;~~~;I~2f~z~A:~r~i:r::s · 
de·· lo reconocido p°:r'.4B3 m.':'st:.r~· .. q11e: en estas ·r~~i°:~"6,'~·':i 
parasit.;ri~ª.' ··h~~za~~~e§~é.·Ci~~~~~~n·:~e:}ª~J.f~:~F'\~•~:sc~l~res 
(Figura .1s;B); .:no· así•· en· los'bordes·. de·:1as·,misinos y.:ello • 

::;:;:~:::~i¡t~~:f ~t~~~l~'.~Kt~~fü~ .. 
finales •. ·ya que' ~n ci:inai'biOrie~.· e,;q,~~iment~i~ir'. la·•· teni;. a:ci.~1ta 

:~?ffi~5~1~~l~~;r:it~~~~~ii~íf l~ful: , 
máduróS~~~-Est.a·s. co·nSi_de'ráciones.~·.indiCan ·._qué·~ icl-.. re·s-ifitenciil"« de . 
'u~ p~og1'6ti~6·. •. compar~d'a •'éi6riiia'.~ei{,c&~ili~ poélri~~·:~er menor 

y
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. º .. eo.n1.,. aenl .. á.101··•·1;psu1;es\ei'nd!"···uin~'orc .. '~át
0

0s,qu; f. ,ái·m~·~ .. clm.·
0
· .. e.· •.. np'ot.···.er·· .. ···.··.·eªe

1 
... parac1~s: de1;:'parásito .· 

. ~ ~ . A~M 4BJC'p.idier'á ser 
efeci:;,~do :.en. dar!:.~~ •·a~''t~~i<I~ d~; oi:i~~;. ~Jm~~~;ia·.:;;¡t~ns~~ad ' 
de 'marca· fluorescent_e sería mayor >'y posib1ementé, ""' 
detecta:rían oi:t'a~·estr\l~turasi~v~i~~~~~~~ ;,eíí~ t,.;~¡¡;¡_º en 



la diferencia de reacción presentada por 4B3 hacia extracto 

crudo de tenias· de humano y de hámster por ELISA._(Fig,6). 

En relaci6ii.- ~·on··:··el:._an~l:·i·S-i;~ :. in~u.nohistociuÍirii~6 :·c~n el 

AcM -so -s610·· h~~O-.r·~~~O~'di·~"i_~~~~-:,.~ :~·¿;r{:~s:;~~·'.--~i'~.-t:i·6.erc~·~<~ · 
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nivel' de, su e~pa~.~~:·f~fo·~§i~t~~. 'Eii. el ~~~,?,',d~ · t,ei1<as d'°, .. 

háms·t~r; .. e~· ~~·s :·Cart'e"s: .. :-a~·aii-z:a~;O~-·~.'~; ri~ __ ... _s_~~·'. .. ºº.ª~~~- --~-~-ªc~_iv~d~d 

:::e:~~~-1F~~;l!.~~;~~~i1i;~i:~~~~i:;1~~~~#~j~~~t!~· :::as· 
ensayos•·de ,·ELISAi·'ya que -'el 'antígeno ;reconocido •.p~r :.:~·g··~· 

:t:~ett.•·;'.-~bfü~~.-~i~1!· !!t~:~l'il~f ~fa~~if i~~für~:rf ~ª .•.. de 
<,·: _.;¡. - ,, ·;·. ''i. - ·-·~ ,.- - .· .. . ·:.:~" 

~~~-~:;.:~~-~-~t~:~.~~~:j,¿~.\~r~~;.:=?~1~~:~~~-~8-~1-~~:~-~,:r:~~~,·¡gf;r:~-~~:=t~j~t~·:;:~ªd?.·.-. 
Sólo ef_'."c.~u.il,11.ªº •'an~~isis-. con·.: tejido . de , ~':n~~~ ;,a,~.ultas :de 
origen humano se podrá' definir la ·localización de lo 

recónbc'i.d~ ~o~·:.~IJ. ,·: :{':• •: •. • ., . :'·)·.:h'I>:;,; ' 
· • ···. iie;_est'a\nia.ne'ra ~e1 prese'nte trabajo /f'~ó i'i'na'i~~eíií~iia. •· 

:~n~~~~~~~~~t,~illit~t~Itit~;~t;Jt· 
in~~no~uí~ica' e;•.·.J.;;~~ll§~i~t.bé)tiíinfo<i:" de ·~í:it:~~~.ei:¡)o8 ,'.:< ··.· , ' 
monoclonales -ha 'sido. descri~a ~amo.' apc;yo'~ ba,s·ei/p:á~a~; p·~e'té'nd9'r 
·. · . ·, .... --.· ,··: .. ::'.'-.-~.:- '.·.·.::·,-···/,/'\ ··.<<•·. /,;::. r-~-1\._,~'·.::': .'.,_:.::· .~;·.c.,,;_;.\:,:;·_'.: ~:~~~-'.'.(5::--,~::_.(::i~_·:- -:.;\': ·;\ .' .. <, _ : 
dar. un •panorama·:.más·grande ·deL.o: los ··anticuerpos'en• cuestión· 
(4a,63;7~i; , ... ··: .. · · · · · , .... · ·~. < .( ;\ : .. ,. :.; .. ·• 

. ·,.· Me;niás. a,~.· .• ~.~~f ?t~~i,ér,i~münof ~~t~~~~f cf~~~Ae ;,}~.t,os: 
anticuerpos se ... pérmitió ·abrir 'tin'. campo más·:-·de:''estudio,.;en· 

re1aC:iÓ~·'ria''~•;;C)i::~~a.·~~~-c~1~~··i?d~í'.i~·~~~·:·~11>~~~~ ;~•()J'.~1~ 

aportar\ll\~yo<~~§no17,~!lli~~tC)a.dd·:·,·u; .. 
1

;.1t .. ·0ª,,····f·;.·e!_ss_·.Pj-ºe.,.r~'aign,_dtª0., •• •·_~d'_· ee·.· .. ·.T
1 

•• 9~:u•ma .• ~1>~,-:f,·.·09;C)rm:.· lªi·u·m 
en SUS _fase met~céSt?dO y . . 
qaei apÓrte a. futurÓ d~tos ·•. iri.'port:..'rife~ '. q;,e; .· expl iqÜen .·,la 

relación hos¡Íedero:Cpa:rásito en ie::;~~iÓsis. 
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CONCLUSIONES 

Los Anticuérpos monoclonales caracterizados, son IgGl que 

tienen.:CÚ.ferehte reCon6cimiento. El AcM 4B3 reconoce antígenos de 

tén.idos, ·· 10-~~-ua"i ocasiona ·que sea específico de género~ ~O por su 

·p~rt~; ._~e.c~ri.o.Ci~-'-arii:.~g~~os de T. f!iOlium y ello lo hace- espec_if~Co de 

:·":_,_ 

.El A;,i:i;;,;,~¡i~'~;,~oclonai. ·. 4 e3 •· podrÚ ~er, ur;, c,;n~i~Ko. par~•.•· 
. :~:s:¡::~irt~;Ji:~t:::::i:,;t:::f i~fr_i.~~1:2lzif ¡::,::~~::f·::t::::: ·Yª 

dur~!lte ·to<Í~~- ]'.¡,.; :'.i:ié.;i~éis\~~;;1y;f·~¿,~i6n! ?;, >'< .• : ·:} ..• 
- '-' ·,¡'.~~'.,;~~: .. :;: ·-:· :, ' ·--~:·:·:!~-'.."' :·,/-'".>b>~~ ~-- 'J 

J?l' ,Ail.t'iCu~~PO:~ M0fi0Clan-a1' 80 ·.'rec·on'oC'16~:~n -e¡;>1topo: e~ -ª~~ ~-g'éflo~ 

::m:i~~~?::~: t~~fü~rl:!;h¡inz:~:l:faª~:ji~~~~:~~::~::·~~:7~: 
:::::~:::~:~~:··~:I~~:~~1~J~!·~f:~~~::f:.e~~~t:!t~~~!:~~:;~:~1~::: .. e11ó 
pOdrra debe·rSe: a~~~·~e :_ 1'a '·. ~~-;e~~~~1,6!i·::e_~ :háffister ~:n·ó·: e·s·: natur'a.1.~·~ 'siiió : 
irid~cida ;··, E~t~ . tambi'é~-~·:p~driá'.:, s~·~;.í~'-. ~~~u:-b~~~¿~n_::~~--1.;;.~I~~ .. ~~~-t;e '.(:; 
reco~'oci~i~nt'6''.de .·~:4·93 -:h~~i~- ·~~·tr9en·o~:·ae t~erifá~,.: d~ '·o~-i~~n \,hll~an~ 'y: 

expe'~'i~~:~:t~·~--~:· . . -: .·;:~; : ... ·- . ;~ ~~ \ _._,·_. : . ' . ::· :~ .. :'i:·, .: .. : .. ·~.- -:''.;:;~ ~" ' . 
.... · ·:r.-... ¿·:~:·._ --:---i.<i:, -~··::=~--~-:-· :.· · 

. . .4ª.3 -.~.ª .. ~i:fa1:1TY~.r~~ m~no,º1.º~~~.··~~··· ,,.~~"~º~-~ ~~-·~p\t~¡Í~ .• c.omún. 
en protein'B.B · 1~calizB.ci:6s.·Eúi:' ~iá.s·.'.fi~i-as :muscu1'a:r;eá::de~·.~1Sticerco's y·· 

~d~it~~- '.~~-~,:;: :_..4~·1/J~:·;~i·~-~·r ·~~~-~ei~~~ ·.?:eC'óilo~ia~s:-pUe~éri:. S~r ·'derivadós 

d~. nli.'osi~~, :y· :1·á ~:·pa;;a;niósi·~~.-'.~aracterizada ;e~· '.61~·¿·¡6~~~,~~- .-·· .. : 
·;·: -'. ... -: ;: ·\:;.·. :.'·;.::.:-:::,;:.; ~~ .:_·:::> .. .-.·,:.,:-·· ':~·:/ :' '~· 

: ~{.'/~~~ ·>i~3~: -p~-;~~-i~·~;s·.:~P~.~~.~~iz 1~~~ en_ e'i-' -~·s·~~d;¡o-._-:·ct·~:~: ~~ ;~~-¿-~Ín~· 
musd~~~~~-,·qÚ~--~·p-~~-~1:~ ~ ¿¡~.~F~~~· ~-~~y;~~:·· ~¿;n~bi'ini~~~~· :~d~'.:.i~;:·"f i·~':i~~l~gí·~~ ·de 
~a_enid ... -~~.~f ~:~. -é:n.··· s'~.~ ··).~s.es ·. ·d~.: rTI~t~c:~st~do_: f.~ á~~~~~ !. ~ ~-~~}ilás; )'~St_e . 
~on~ci~ient~.:·~~n~~~~-0: f~-~"ii'it~~·i~ ·~ás-·ele~~~-t~~ d~~: .. :exI>iiq~en; como 

se máOtiene:: ~a:·.-re~.acüfo -h·~sp~e~.~~o·P·~~á~itC( e~·.'.1a/.~.efii~s i_s ;_·· -:-
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APEND:ICE 

8.1 CUANTIFICACION DB PROTBINAS POR BL MÉTODO DE BRADFORD 

La técnica empleada para la determinación de proteinas 
esta basada en un microensayo (BIO-RAD Protein Assay 500-
0006, 500-0001) modificado y originalmente propuesto por 
Bradford en 1976. Este método se basa en el viraje 
proporcional del azul brillante de coomasie G-250 con 
respecto a la concentración de proteínas, el colorante se une 
a residuos de arginina y en menor proporción a histidina, 
lisina, tirosina, triptofano y fenilalanina. 

Para la determinación de proteínas, se usó una proteína 
estandar (Albumina), y se hizo la siguiente distribución: 

tubo Agua 111 de albumina Ractivo de 
destilada(11ll (lmg/ml) Bradf ord (j1l) 

,l ' 
., .. 

' 800 o 200 
2 ,' 795 5 200 
3 .,. 790 l.O 200 

·' ' '.: 785 ' l.5 200 ' 
5 ".¡ '.• '· 780. 20 200 ' 

,'--- ',' ..... ,• •.. .' ., ..... ,.,. .·,,-, 

muestra - 800-vol ~muestra vol. muestra .-·200·"·" "· .. · 
blanco- · 800 ,,,,,, .-.-· ' o ' ' 

' ,• :·200·:•' 

. _'._ ,:. · ~;~-~~:~i'Ó~1~;·'..~.(i"_¡ .. -:~-i~~~r~'éiÓ~ ;.de ·los· _sis~~~-~~ '~~; ~_di~i~~6 
finalmente ~el reactivó 'd.é '·Bradford, se ·_mezclafel'ié:ontenido de 

··--i~~:~~~~~~:n1·:~~~-=~c~i~~~~e~~io~~~~:ªie~~~=j'.{;~~~~~~~f.t~s 
espectofotometro ª' 595 nm. Con los. valores de"·absoz:bancia.- · 
Óbtenidcis'.;con la pr'otéína estandar se realiza\una''regresión 

· -lineal· y.:cón éua .se calcula de acuerdo a la':•aí:is'Orbancfa',dada 
par· ia··n\ü0Btrél ·en. cuestión su conceÍltraci6ri·~ ¡.:« · :,;·~···· ·:{ . 

. . · . . ·: : .· (:':, '.:~ ~:. •\. ..... · 
Bl:Í.df~rd'.H.H.'.1916. A rapid and sensitiva mathi>d f~r;~'ií~\ 
qu.Snt.ita_t)L~D·: of m:Lcrogram quantit.ies of prota.ín utí.I"i.~:tn9'': ·th~ 
Pz:incipla· o,f prota!n-dye binding. Anal Biochain. 12: 248~254. · 
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8.2 TIKCION COK AZUL DB COOJIASSIB 

Después de una electroforesis, el gel es colocado en la 
solución de teñido durante 2 hr o toda la noche. 

La solución de teñido consiste en: 

Azul de Coomasie(R-250) 
Metanol al 30\-
Acido acético al 10\-
Agua destilada desionizada 

300 mg 
150 'ml 
'SO, ml 

. c.b;p ·_. 300 ml' · 

Posterior al teñido del gel, se qui.ta_-.,-1-,exceso de 
colorante mediante lavados con una soluci.Ón de ácido_ acético 
al lO't. En caso de que el teñido sea intenso, o se desee.un 
desteñido más rápido, se puede aplicar calor durante éste. El 
desteñido puede ser más eficiente utilizando una mezcla de 
metanol Ac.AcO (5:1). 

Barlow, L.; Llllle, D. 1988. Ant.:Lbodie• a Laboratory Jfa.Dual. Cold 
Spr1ng Barbar Laboratory. USA. PP. 649. 

Hayer, 'l'.S.; a.ad Lamberts, B.L. 1965. Use of Coomas.:Le bril1aat blue 
R·250 for electrophorea.is of microgram qua.Dti t.:Les of J>•rotid saliva 
protei11• o.a acrylamide-gel str:l.ps. B:Loch. B:l.oph. Act. 107:144-145. 



8.3 TIHCIO!I CON NITRATO DE PLATA . 

.REACTIVOS. 
• Solución stock Ditiotreitol (DTT) a 20. mg/ml. 
• Agua destilada/desionizada. 
• Tiosulfato de sodio pentahidratado SoL stock lOOmg/ml. 
• Solución de nitrato de plata: 

Nitrato de plata 
Hidróxido de sodio o . 4 % , , 
Hidróxido de amonioconcetrádo 

o.a 9 
20. ml 
i:·s ml 
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Mezclar el hidróxido de sodio: <;:,Ón ~l. hidróxido de . .. . 
amonio, diluir el nitrato .. de ·p1ata··en··4 .mVde ·agua destilada 
desionizada y ·adicionar.9otáagotá'¡·y ei:('agitáción•.a ia:• 
solución .de . hidróxido· de . sodio .. e hidróxido. de·,: amonio. aforar 
a 100 inl. con agua . destilada. des ionizada>,. . . 

<'. ,; -:~. 

• Solución de desarr?.1·i~.~: ,'.(:·_;· i ",.· ·:::, ·:.'· .. ·. 

Formaldehído ·en solución '~oncentrad·o · · '. 200 µl 
Acido cítrico 1\ .. ""··· '· ·, :"·'·"·"·•' ·" .•/ :2:·s ml 
Tiosulfato de sodioYpentahidratad~:., />' ,:·. . .• , . 
sol. StO_~~·: i .. o_om9/~~.:.: ·;t1>)~.r;··: ... , .. ·_:::'~~=:.~·;::-,=:- ~ :.·,:;_; ··;.·.- ... --,.::.~o.·'.:!.<µ~-

Mezclar y aforar: a·.·· soo .. · mL con •agua ·.destilada/desionizada: 
" ':· ... : .. ::- '"" -..... :,'.; ·~~- . .;·,·. \ . 

* Solución de lavado; métarit>l''. a1'..·sO% .Y . .icido 'á~ético ai 5 % 
t.n agua destilada/de'sioríizáda;::: ,· ' ·:< - '· ' . " ;<--: .·. ··i~ --~· ' •. , ' .-. ·: . - .- . 

•so1u~ión ··ae -~1~~~-n~mi~htb_:' :_~t~'.~~-lf:·o--.~~~~~n~i; -~1 .. -.:~ot. 



PROCEDINIBNTO 

l. - Después de desteñir el gel. con acido · aé:.étic~, . láva'r. 3 
veces con agua bidestilada/desionizada durante 5 min·c/u. 

2. - Tomar 12. s µl de sol. stock .d~ DTT y lle~ar a so ml de 
etanol al sot. ' <, .. 

3. - Adicionar esta. sol~dfb~ j~~ ·~e,l.. P.b~ espácio 'a~ l hora;· 

4. - Lavar, el g~}~.~~· .. ~:df~i~'~ei;~~~··~~.~~tl~~~1~~:f;~c{;izada. 
~=:~~~I~i::~~~7~~;~~b:/~~~·w.:k ~!~~:r~::!~:~t1!~~~odio 

:: ?: '··-~-·-. ·:ff/:~/:-.'_::,~\: .. '~. :;··,:~-- .. ~::':- ···:'.:·i(·. (:" 
6, - .•Desechar el·~~ .... del e gel ~· i;,ci:ib~·rl~ con esta solución 
dUrante::1.min·.-: -·--.-.-. - \;_,,::~,_-_·-;_:·:·-_ 1·:··~.=-·;·~·.·.'.:_ ... \\;~;_. ·x· 

,: - ':.: ---~,--. -.... ., : ·':->(:_· ,., ,,_ t:· .:.- - - .. 

· ~~~¡~:;r:~~=~~~:~n~~v~~e:¡.;:~é~~~ '.~<'1~ ~.~ª ~e~ti,·~':~ª . · 
·, 8. -; Desech;.:i:;ei;·.;~~·Y.:~~·iciorl;;';, foo: ínl< ~é la; rioiu~iÓn de 
nitrato 'de pláta' e'•'incutiario:durarité<'30 ·min .. " 

l ," <, • <, ,'. - l ~ • - ·,r \"' ; •-·«, • • ; ; .· • ' - "; : ' 

. :~~i~:;~=t~;·;6~;:;:~I1~~J~~h' ?jº ~>~e·.~:"~',clésti~a~a 
l.o. ~; D'eseé~~~ e~· áS'u~ y; ad¡¿ioil~~ 150' mi\i::.1a' sol. el.e 

. de~ai-rollo·e incubar)hást'a.,qÍ.tetap~ré'Z6ariÚás b'andas' en' el 
geL · .. ··: ,. :{.:... . '.~. .. <• ., \:·: , .. .;: ·" ·:.·' 

u. é . ries~~ll~~._i~· so1 '.~E!~·ae·~~rro1~~ -~·~diéio~I~ ,ioó •mi•· de 
solución•. de• lavado'•Y: dejarla:· por .io min: Almácenar. el ·gei 
1.00 mLde:metanol':'.o etanol :ai_:i'ot ·a '4•c. 

-.. ~ . _, ... 
' - ·· . .:··>-; ~ · ... ·--~- ·.'._-_; ·.~,.·~.,_: .·- ':·:·:: .. _<_.- ', . 

ltray, ~.; ~o;,12¿, T.~ ~r~y, P. V.1alld Blltlcock, R. 
Staining Of·proteics-in Polyacrylamide Gels. Azlal. 
197-203. ' 

1981. Si1ver 
Biochem. 118: 
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8.4 TINCION CON ROJO DE PONCEAU S. 

Preparar una solución stock de Ponceau S (20mg/ml) en' 
acido tricloro acético al 30\-. Bl stock se diluye en°'ácid,o 
acético al lt dando una concentración final de Ponceau S ',de 
0.2t. 

Se incuba la membrana en Ponceau S por '2 min;:'y, el',, 
exceso de colorante se lava con agua destilada,hasta,que' 
aparezca el bandeo correspondiente; PosteriOrmente se 
prosigue con la innmunoelectrotrans'ferencia y la reacción 
colorida desaparecera conforme se lave a la membrana. 

Barlow, ·L.; Lane, D. 1988. ADtíbodiea a Laboratory Nanual. Cold 
Spring Harbor Laboratory. USA. PP. 494. 
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8.5 INDUCCION DE LIQUIDO DB ASCITIS. 

l. A un ratón adulto de aproximadamente 6 semanas d0 edad~ 
geneticamente igual del que surgieron los hibridomas_ se· le 
inyectan o. s ml de pristane (2, 6, 10, 14-tetramethyl-peinta': · 
decane)o adyuvante incompleto de Freurid en la cavidad 
peritoneal. ·- :· ~ :--:< 
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2. Después de 7-_14 días serán i~yéctadas ~p;:.~~i;.adalÍl~nte s 
millones de células. (hibddoma) recién •c~ltivadas'por vía . 
intraperitóneal .· .· Lá · selec_ciÓn ·. cÍe >a's'< ééiul,as .:'estará ;,basada' . en· 
su_ · r?Pi.~o ~Z:.~C~m~-~~~O;"_,-'.'~~ls_' :1.éua1e.f'.(:~.u~á i~éZ'.;'_se:~·eé_Ci~riefd~s\Eie_i:á:ri 

~~:·~~~-~~~~=:~t~~~=~~=~~;:!~=~~~~;~~1~=~~=~-.~:'s.~~:',~i/~.SAF·'······· 
._· .. ·.· .. : .. · ....• •" ~.·.:,. ;::. .,,;•.;)i.X:;r ·./'.'·\y ..• :':; u'2: · · · 

3: El fluido' ascitic_o. puede comemzar,,a. establecerse· 'dentro".• de· 
1-_2. semanas•· siguientes·.· a· la•'.iiiyecci6ri 'cÍe :las: células'}. ;:; . • .. : . 
depéndiéndo dé la : caí;íaé:iclad de:· crei:iimiento; éñ'· cav~\ perÚoneal" 
de· los -hibridomas. "'' .. "V· .,.,,,.,.. 

·,,,: . .:/_,_,;:'.·''·:'··:''. 
r '<;, 

B~low,· L.1:Laae, D •. l9Bl!. -~~~~i~~-,-~-~-:'.~~~~t~;;·;¿;;.~-~'l.->>do1d:,-
Spri.ag BarbOr L..lx:,ratory; USA. PP·;:.'123. 
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