LR

UNIVERSIDAD NACIONAL.,.."

AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

FALLA DF NPICEN

CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES ANT! - EXOANTIGENOS

( ANTIGENOS DE EXCRECION - SECRECION )

DEL METACESTODO DE Taenia solium

QUE  PARA  OBIENER EL TITULO  DE:
aummico FARMACEUTICO BIOLOGO
[ R E S E N T A :

JUAN GILBERTOLVAUGHAN FIGUEROA

ASESORES: BIOL, YOLANDA MEDINA FLORES

Q.F.B, ANA LAURA VAIQUEZ MARTINEZ

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. MEXICO

1988



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



FALLA DE ORIGEN

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR ;

DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES ' VNA W
Hﬂlﬂbb(tnyum
INIVIPACAD NAQIONAL Cvaumnas
S7ENTMA BT ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS
Mence
DR. JAIME KELLER TORRES Do
DIRECTOR DE LA FES-CUARUTITLAN . DItomento oe
Tmene; Stntssionoies

PRESENTE.

AT’N: Ing. Kafael Rodrigue:z Cebalélos
Jefe del Departamento de Examenes
Frofesionales de la F,E.5. - C.

28 del Reglamento General de Examenes, nos

Con base en el art.
usted que revisamos el trabajo

permitimos comunicar a
de TesigiCaracterizacién de Anticuerpos Monoclonales anti-exoantipenos (antigenos

de _excrecién-secrecién) del metacéstodo de Taenia solium.

que presenta el pasante: _Juan Gilberto Vaunhan Figueros

con numero de cuenta: _9056981-0 para obtener el TITULO de:

Quimico Farmacéutico Bidlopo

Considerando que dicho trabajlo redne 19s requisitos hecesarios
para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL correspondiente,

otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.
ATENTAMENTE.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESFIRITU"
Cuautitlan lzcalli. Edo. de Mex.. a _23__ oe

PRESIDENTE Dr. Marco A. Vepa Lépez _’_-:_%_
[%

VOCAL Meen C. Alma Virginia Lara Sagahdn CI_.‘

— B
SECRETARIO .F.B. Ana Laura VAzgucz Martinez (A dawe 1’!/79‘4(:_ 22 .
- pa

ler. SUPLENTE drés Romero Roias §
M_en_C victor M. Zendejas Buitrén W

2do. SUPLENTE
P

UAE/DEP/VAP/O1



DEDICATORIA

A mi madre, por que este trabajo
representa el esfuerzo de ambos.

A Mayra por haber compartido
una experiencia mas a mi lado.

AGRADECIMIENTOS

A la Bibloga Yolanda Medina,
ala Q.F.B. Ana Laura Vizquez

y a la Dra. Dolores Correa, asi
como a mis sinodales por todos
los comentarios hechos al trabajo.

A mis comparieros del departamento
de Inmunoparasitologia del INDRE
por su apoyo y sugerencias durante

la realizacion de mi proyecto de tesis.



: INDICE

1.0-RESUMEN

2.0.- INTRODUCCION

2.1.- EL PARASITO
2.1.1.- ASPECTOS MORFOLOGICOS
2.1.2- CICLO BIOLOGICO
2.1.3- LA NEUROCISTICERCOSIS
2.1.4.- DIAGNOSTICO
2.1.5- TRATAMIENTO

2.2.- LA RELACION INMUNOLOGICA HOSPEDERO-PARASITO
2.2.1.- LA RESPUESTA INMUNOLOGICA EN LA CISTICERCOSIS
2.2.2.- MECANISMOS DE EVASION

2.3.- ANTICUERPOS MONOCLONALES

2.3.1.- LA RESPUESTA HUMORAL
2.3.2.- GENERALIDADES

3.0.- JUSTIFICACION
4.0.- OBJETIVOS
5.0.- HIPOTESIS

6.0.- MATERIALES Y METODOS
6.1.- PREPARACION DE ANTIGENOS
6.2.- INMUNIZACION
63.- FUSION CELULAR
6.4.- DETERMINACION DE HIBRIDOS PRODUCTORES DE ANTI-EXOANTIGENOS
6.5.- CLONACION
6.6.- SUBCLONACION
6.7.- DETERMINACION DE CLASES DE ANTICUERPOS
6.8.- DETERMINACION DE SUBCLASES DE ANTICUERPOS

6.9.- DETERMINACION DE REACCIONES CRUZADAS

3

31

32
32
36
38
39
40
40
40
4

41



6.10.- lNMU{iOELECﬂKOTRANSFERENClA

6.11.- SISTEMA DE CAPTURA DE ANTIGENOS AcMo ADSORBIDO

6.12.- INDUCCION DE LIQUIDO DE ASCITIS EN RATONES BALB/C

6.13.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS POR AFINIDAD EN COLUMNAS DE
AFFI-GEL PROTEINA A

6.14.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS POR TECNICA DE MAPS II

6.15.- SISTEMA HETEROLOGO DE CAPTURA AcPo ADSORBIDO

6.16.- SISTEMA HETEROLOGO DE CAPTURA AcMo E7 INMUNOADSORBIDO

7.0.- RESULTADOS Y OBSERVACIONES
7.1- ANTIGENOS
7.2.- RESPUESTA HUMORAL DE LOS RATONES
73.- TAMIZADO
7.4.- CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

7.5.- CAPTURA DE ANTIGENOS
8.0.- DISCUSION
9.0.- CONCLUSIONES

10.0.- BIBLIOGRAFIA

42

42

43
43
44
4“

45

46

46

46
“

58
70
77

78



N. de figura

NOWUBLEWN

-]

9a

gb
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

23
24
25
26
27
28a
28b
29
30
31
32
33

INDICE DE FIGURAS

nombre de figura

Escélex de Taenia solium

Rostelo de Taenia solium

Huevecillos de Taenia solium

Corte transversal de un huevo de Taenja sclium
Tegumento def metacéstodo de Taenia solium
Ciclo de vida de Taenia solium

Diagrama general de la estructura

de un anticuerpo

Diagrama general de la produccién de
Anticuerpos Monoclonales

Via clasica y alterna en la sintesis de
precursores de DNA

Anélogos estructurales

Bandeo electroforético del antigeno E+P
Bandeo electroforético de los exoantigenos
Determinacion de anticuerpos IgG

Lineas productoras de anti-exoantigenos
Determinacion de clases de anticuerpos
Evaluacion de la produccion de anticuerpos
Clonacion celular

Tamizaje celular

Determinacion de subclases

Grafica de reacciones cruzadas

IET Ag E+P en condiciones reductoras

frente a anticuerpo monocional E7

IET Ag E+P frente a anticuerpo monoclonal E7
IET Ag E-S en coandiciones reductoras

frente a anticuerpo monoclonal E7

IET Ag E-S frente a anticuerpo monoclonal E7
Sistema heterdlogo de captura

Raton ascitico

Evaluacion Espectrofotométrica

Evaluacion inmunolégica

Determinacion espectrofotométrica
Determinacion inmunolégica

Bandeo electroforético de purificados

Tincion en plata de purificados

IET de Anticuerpo Monoclonal

Sistema heterélogo de captura

Reacciones cruzadas entre el anticuerpo

25
26
47
47
48
48
48
49
50
50
51
52

53
53

54
54
55
56
57
58
59
59
60
61
61
62



35
36
37

38
39

40
41

42
43

N. de Tabla

1

policlonal y monoclonal

Sistema heterélogo de captura

Efecto de la dilucién del anticuerpo monoctonal
sobre el sistema de captura

Efecto de la dilucion del anticuerpo policlonal
sobre el sistema de captura

Sistema heterélogo de captura (anticuerpo
monoclonal como agente capturador)
Comparacion de sistemas de captura
Influencia de la dilucién del anticuerpo
monoclonal sobre el sistema de captura
Sistema heterélogo de captura (revelado con
sistema avidina-peroxidasa)

Validacion del sistema de captura
Absorbancias promedios de muestras evaluadas
Inmunoelectrotransferencia entre suero
humano normal y anticuerpo monoclonal E7
Inmunoelectrotransferencia entre suero
humano normal en condiciones reductoras y
anticuerpo monoclonal E7

INDICE DE TABLAS

nombre de la tabla

Aplicaciones de los anticuerpos monoclonales

62
63

65
66

66
67
67
68

69

69

pag.
28



LISTA DE ABREVIATURAS

AcMo Anticuerpo monoclonal

AcPo Anticuerpo policlonal

Ag Antigeno

AGPMT Asociacion Guat, lteca de P logl
y Medicina Tropical

AMP Adenilato

Col Colaboradores

CPA Céiula presentadora de antigeno

cTP Citidil trifosfato

OoPS Organizacién Panamericana de la Salud

DMSO Dimetil sulféxido

DNA Acido desoxirmibonucleica

D.o. Densidad dptica

E+P Antigeno crudo eschlex-pared

E-S Antigenos de excrecién-secrecion

Fe Fracclon cristalizable

Fab Fraccion de union al antigeno

GMpP Guanidilato

GP Glicoproteinas

HAT Hipoxantina-aminopterina-timidina

HGPRT Hipoxantina-guanina-fosforibosil
transferasa

IET Inmunoelectrotransferencia

] Inmunoglobulinas

I interleucina

iMP Inosinato

kDa Kilodaltones

LCR Liquido Cefalorraquideo

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad

OPD o-Fenilendiamina

oPs Organizacion Panamericana de la Salud

PBS Solucion amortiguadora de fosfatos

PEG Palietilenglicol

PHMB Parahidroxi meruribenzoato

PMSF Fenil-inetil-sulfoni! flucruro

RNA Acido ribonucleico

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida-
dodecil suifato de sodio

TAC Tomografia Axial Computada

TK Timidina cinasa

TLCK Tosil lisina clorometil cetona

TPCK Tosllamida feniletil clorometil cetona

UMP Uridilato

uTP Uridil trifosfato

SFB Suero fetal bavino



RESUMEN

Recientemente se han desarroliado técnicas que puedan poner de manifiesto ia
presencia del parasito, tal es el caso de los métodos de captura de antigeno en
fluidos corporales. Desafortunadamente el empleo de anticuerpos policionales en
este tipo de técnicas ha llevado a detectar reacciones cruzadas en un porcentaje
importante.

El objetivo de este t(abajolfue fa caracterizacién de un anticuerpo monoclonal anti-
exoantigenos (antigenos de excrecidn-secrecion) de cisticerco para su use en el
laboratorio como reactivo de diagnéstico, con el objeto de disminuir el fendmeno de
reaccion cruzada, es decir, aumentar la especificidad de la prueba de captura de
antigenos, ademas de permitir I3 deteccion de una parasitosis activa.

Se llevé acabo la produccion de los exoantigenos de cisticerco por cuitive del
metacéstodo en medio RPMI (sin complementar), se realizé la cosecha de este medio
el cual se uso como antigeno en la inmunizacion de ratones de la cepa Balb/c. La
fusion celular se llevd a cabo con células esplénicas de los ratones inmunizados y el
mieloma Ag8. Los hibridos resultantes fueron enfrentados contra los exoantigenos y
los hibridomas positivas fueron clonados, obleniéndose tres anticuerpos
monaclonales, que posteriormente fueron caracterizados por
inmunoelectrotransferencia desarroliando el mismo reconocimiento para los
diferentes antigenos, poniendo asi de manifiesto que se trataba del mismo
anticuerpo.

Se procedié a fa implementacién de un sistema de captura de antigenos gue
mostré una baja sensibilidad (Spg/ml). Este sistema fue validado por medio del
analisis de muestras positivas y negativas a cisticercosis (referidas a la técnica de
captura de anticuerpo), arrojando por resultado, el reconocimiento por parte del
anticuerpo monoclonal de una proteina presente en suero pero no en liquido
cefalosraquideo. Por inmunoelectrotransferencia se pudo establecer que en
condiciones reductoras los polipéptidos reconocidos por el anticuerpo monoclonal
(aprox. 5), presentaban tamarios que oscilan entre jos 70 vy los 100 kDa.



2,0.- INTRODUCCION

2.1.- EL PARASITO
2.1.1.- ASPECTOS MORFOLOGICOS

La Taenia solium comiinmente denominada solitaria, es un céstodo del orden
Cyclophylideae responsable de la Teniasis, parasitosis que es llevada a cabo en el
intestino (particularmente en el yeyuno) del hombre, que es su hospedero definitivo.
Su"longevidad ha sido reportada hasta de 25 afios, y su numero varia desde un solo
parasito, hasta unos pocos ejemplares (Asada y col,1956). Su clasificacién
taxondmica se describe a continuacion:

PHYLUM Platyhelminthes

CLASE Cestoidea -
SUBCLASE Eucestoidea

ORDEN Cyclophyliidae

FAMILIA Taeniidae

GENERO Taenia

ESPECIE Taenia solium

La Tenia se mantiene anclada al intestino por un rostelo que presenta entre 22 y 32

ganchos dispuestos en una doble corona (Figuras 1 y 2), ademas de dos pares de
ventosas que al igual que los ganchos fungen como estructuras de fijacion. Dichas
estructuras se localizan en un érgano de 0.6 a 1 mm. aproximadamente denominado
escolex, que es el que alberga al ganglio nervioso del parasito. Posterior al escolex
se localiza el cuello de donde se origina el estrobilo que es un érgano constituido por
cientos de fracciones (de 700 a 1000), denominadas proglétidos. La longitud que
puede llegar a desarrollar el parasito va de 1.5 a 8 metros (Rabiela 1882).

El estrobilo consta de tres tipos de proglétidos: los inmaduros que son los de
menor desarrollo, y los mas proximos al cuello, no se encuentran sexualmente
diferenciados; los maduros que poseen los érganos sexuales del parasito, provistos
de un ovario trilobulado, con dos Iébulos laterales y uno de menor tamafio; en su
interior alberga un promedio de 200 testiculos y presenta un poro genital que es
irregularmente alternado. Los proglotidos gravidos que se localizan en la porcion final
del parasito y que contienen miles de huevos, son eliminados espontaneamente
junto con las heces y liberados al medio después de tres a cuatro meses de iniciada
la infeccion. Ademas de contener a los drganos reproductores del parasito, y llevar a
cabo la fecundacién (y por consiguiente la produccién de huevos), Los proglétidos
son los encargados de proveer de nutrientes a la tenia por medio de una estructura
denominada tegumento que envuelve a cada uno de los progiotidos del parasito
(Rabiela, 1982).

(2]



El agente infectivo de la cisticercosis es el huevecillo, que como ya hemos
mencionado se origina e los proglétidos mediante la fecundacion hermafrodita realiza

Figura 1. Escolex de Taenia solium. Se muestra el escélex de Taenia_solium
con el rostelo “expuesto”
(Cafiedo y col, tomado de Flisser, 1982)

—— i ¢

Figura 2. Rostellum de Taenia solium. El rostellum de Taenia _solium retraido,
caracteristico cuando el cisticerco casi ha evaginado.
(Canedo y col, tomado de Flisser y col,1982)



da en cada uno de los progldtidos. Los huevos de Taenia_solium mid<nh airededor de
40 micras de diametro (Figuras 3 y 4), y se encuentran envueltos por-una estructura
denominada vitelo, que a través del cual se realiza el paso de nutrientes. Mas
internamente se localiza una estructura conocida como embridforo, que se conforma
de una serie de ladrilos que reciben el nombre de bloques embrioféricos,
compuestos por una proteina similar a la queratina, para finalmente localizar en el
centro a la membrana oncosferal que recubre al embridn hexacanto que, mediante un
complejo sistema muscular regula las funciones de los tres pares de ganchos. El
embrion posee las células germinativas, las cuales son las encargadas de iniciar e}
desarrollo al siguiente estadio del parasito, conocido como cisticerco {(Laclette y
col,1982; Laclette y col,1985), El metacéstodo de la Taenia_solium, conocido como
cisticerco es la fase postevulutiva de la oncosfera (que posterior a su migracion
desde la luz intestinal se aloja en el masculo, el tejido optico y el cerebro). Se
encuentra compuesto por un escolex invaginado, esta estructura se conforma por un
canal espiral y cuatro ventosas, asi como un rostelo con una doble corona de
ganchos (Slais,1982). El canal espiral se encuentra plegado y se divide en
tegumento, subtegumento y parénquima. El tegumento es una membrana gruesa,
esto en funcion a la presencia de una membrana basal bien definida, con hendiduras
profundas. Esta estructura se fusiona y continia con la estructura homdloga en la
vesicula, de tal forma que el poro evaginador se encuentra cubierto por el sistema
tegumentario de la vesicula. El subtegumento posee una capa de células musculares
en el limite interno, que permiten la evaginacion. El rostelo presenta fibrillas y células
musculares. Las ventosas desarrollan células musculares con una cubierta del
sistema tegumentario. Ambas estructuras al momento de la evaginacion fijan ai
parasito al intestino con la posterior pérdida de la vesicula (Slais,1970 y 1982;
Cardenas y co0},1982). La vesicula es la estructura a través de la cual ocurre el
intercambio metabolico de! parasito con su hospedero y gue ailberga en su interior al
escolex invaginado suspendido en el liquido vesicular, Presenta finos surcos con
aspecto granular en la superficie. La pared vesicular esta compuesta por:

El tegumento: es la estructura mas externa y las células que la conforman son
denominadas citones tegumentarios, la principal caracteristica que presenta esta
membrana, es la de poseer un gran nimero de mitocondrias por debajo de ella, de
forma similar a la estructura que presenta el epitelio intestinal (Figura 5).

Las células de almacenamiento: las cuales principalmente contienen
glucogeno y algunas grasas. La existencia de prolongaciones citoplasmaticas con
otros tipos celulares, es caracteristica de estas estructuras.

Las células musculares, o también denominadas miocitones se localizan
subyacentes y a fo largo de todo et tegumento.

Los fibroblastos, son esiructuras encargadas de producir fibritias, se
encuentran localizadas en todo el subtegumento, sustentando al sistema excretor, a
la capa muscular y a las células de almacenamiento, ademas de delimitar el interior
de la pared vesicular, de tal forma que se encuentra en intimo contacto con ef liguido
vesicular,

Las fibras nerviosas, o axones nerviosos se localizan en el estroma, en todo el
subtegumento.



Por ditimo se encuentran las células en flama y a las células de los conductos
que delimitan al sistema excretor de ia vesicula (Slais,1970; Tay, 1972).
-~ " "

Figura 3. Huevecillos de Taenia solium. Microscopia de luz de un aislado

fresco de huevos de Taenia solium.
(Laclette y col, tomado de Flisser y col,1982)

Figura 4. Corte transversal de un huevo de Taenia_solium. Microscopia
electrénica de barrido que muestra un huevo de Taenia solium. Las flechas sefialan
los ganchos oncosferales subyacentes a la membrana oncosferal.

(Laclette y col, tomado de Flisser y col,1982)



Este tipo de cisticerco es el que se encuentra en el hospedero intermediario del
paréasito, que en este caso es el cerdo, a este tipo de cisticerco se ie conoce como
cisticerco celuloso (Rabiela, 1985).

Existe una variante del cisticerco celuloso, y es la descrita para el hombre en la
neurocisticercosis, a esta variante se le conoce como cisticerco racemoso , que solo
es encontrado en el cerebro de! ser humano (Rabiela-Cervantes, 1989). Ei cisticerco
racemoso posee una vesicula lobulada, ésta variante de cisticerco es la de mayor
talla, ya que puede alcanzar los 20cm alojando en su interior hasta 60ml de liquido
vesicular (Berman y col,1981; Jung y col,1981), ademas de no presentar escolex.
Ambas variantes pueden coexistir en el mismo individuo, siendo el celuloso el mas
frecuente (Berman,1981; Rabiela y col,1982 y 1985). El descubrimiento de cisticercos
bilobulados con escodlex visible, sugiere que dicha variante provenga del cisticerco
celuloso, ya que durante un tiempo se postulé que el C. racemoso fuese la larva de
alguna otra especie (Rabiela y col, 1982,1985 y 1989).

,Fggura 5.Tegumento del metacéstodo de Taenia_solium.  Microscopia
electrénica de transmision del tegumento del cisticerco de Taenia solium.
(Wilims y col, tomado de Flisser y col,1982)



2.1.2.- CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida de T._solium (Figura 6), empieza cuando un individuo con teniasis
elimina proglétidos gravidos o huevos en sus heces fecales, y estos son ingeridos por
el hospedero intermediario (el cerdo), el huevo al encontrarse en el estomago del
cerdo, y por la accién de las enzimas digestivas, libera al embrion por la digestion de
sus membranas. El embrion al quedar liberado se une al epitelio intestinal mediante
sus oOrganos de fijacién, y con la ayuda de sus propias enzimas logra atravesar la
pared intestinal y migrar a linfa y torrente circulatorio. La etapa de migracién hacia
sus 6rganos blanco no se encuentra bien definida. El establecimiento del parasito en
los diferentes organos trae consigo un aumento considerable de su tamafio. Asi de
tan sélo medir unas cuantas micras pasa a ser un organismo de algunos milimetros
(Rabiela, 1985).

El ciclo biologico contintta en el momento en que el ser humano ingiere carne de
cerdo infectada mal cocida o cruda, originando el paso de los cisticercos al estomago
del hombre, y una vez mas por la accién enzimatica y la presencia de las sales
biliares el parasito es reactivado, provocando su evaginacion y anclaje al epitelio
intestinal, para posteriormente desarrollar una estrobilacion y convertirse en un
parasito adulto en el transcurso de algunos meses (Cafiedo, 1982).

La presencia de la fase adulta en el ser humano es el factor condicionante para el
desarrollo de la cisticercosis humana, ya que el hombre accidentalmente puede
adquirir la cisticercosis, y aunque desde el punto de vista del ciclo biolégico no
representa importancia (ya que el ser humano no practica normalmente la
antropofagia), las implicaciones de esta parasitosis son de gran relevancia. El
desarrollo de lafase adulta del parasito trae como consecuencia la produccion de los
huevecillos dentro de los progiétidos, y su liberacidn junto con las heces. De ta! forma
que un individuo teniasico, puede liberar miles de huevos, los cuales se diseminan en
el ambiente, y al ser ingeridos por el hombre eclosionan en el aparato digestivo del
hospedero, esto ocurre por la digestién de los blogues embrioforicos bajo la accion
de las enzimas proteoliticas intestinales (Laclette y col, 1982). Las oncosferas ya
libres atraviesan la pared intestinal migrando hacia sus érganos blanco, por linfa o
torrente circulatorio (revisado en Correa y col, 1991).



Figura 6. Ciclo de vida de Taenia solium. a)individuo con teniasis; b)
huevecillos de la tenia liberados por el teniasico; c) cerdo infestado por cisticercos; d)
Individuo con cisticercosis.



2.1.3.- LA NEUROCISTICERCOSIS

ASPECTOS CLINICOS '

La Neurocisticercosis es la presencia del metacéstodo en el cerebro, siendo la
parasitosis mas frecuente en el Sistema Nervioso Central (Hernandez y col, 1987).

Topograficamente se divide en cisticercosis encefalica o espinal. La cisticercosis
espinal a su vez se subdivide en: a) Intramedular; y b) Leptomeningea (Akiguchi y
col,1979). La neurocisticercosis es un padecimiento con una sintomatologia muy
diversa describiéndose disfunciones motoras como la paralisis hasta la presencia de
crisis convulsivas (Rabiela y col,1982). La heterogeneidad de la sintomatologia se
puede atribuir a diferentes factores tales como: carga parasitaria; talla del parasito;
localizacion; viabilidad del parasito; intensidad de la respuesta por parte del
hospedero; etc. Los efectos de la neurocisticercosis son: la presion mecanica ejercida
por el parasito; la destruccién parcial del tejido y las reacciones inflamatorias,
debidas a la respuesta inmunoldgica del hospedero (Dixon y col,1961; Rabiela y
col,1982; Del bruto y col,1988; Cardenas F,1989).

Una de las clasificaciones de la cisticercosis cerebral, la divide en benigna y
maligna. La benigna contempla a los quistes parenquimatosos, calcificados, que
generalmente conllevan a una buena evolucién del paciente, siendo sintomaticas o
con trastornos leves, incluyendo crisis parciales dependiendo de la localizacién del
quiste. La maligna agrupa a aquellos pacientes que desarrollan aumento en la
presion intracraneana por hidrocefalia, debido a la presencia de quistes
intraventriculares o del acueducto de Silvio, pudiendo ocluir los agujeros
interventriculares (Estanol y col,1986).

Otros autores han descrito la posibilidad de que las formas parenquimatosas y
subaracnoideas lleguen a desarrollar disfunciones neurolégicas como el infarto
cerebral, tal es el caso de los quistes localizados en las vecindades a grandes vasos
promoviendo la oclusién de estos (Sotelo y col,1985; Mc Cormick y col,1982;
Madrazo y col,1989). El periodo de latencia de esta parasitosis es prolongado,
oscilando entre los 4 y 5 afos, esto con base en la poca reaccion inflamatoria
desarroliada por el quiste, que se acrecenta con la muerte del parasito (Sotelo y col,
1985). Con base en la heterogeneidad de la sintomatologia en esta parasitosis, la
neurocisticercosis se encuentra entre el diagndstico de numerosas enfermedades del
Sistema Nervioso Central, pudiendo confundirse con tumores cerebrales, cuadros
clinicos de meningitis, aracnoiditis, vasculitis e hidrocefalia. Asi también se deben
tomar en cuenta parametros para la diferenciacién de otras parasitosis como:
toxoplasmosis, hidatidosis, paragonimiasis y tuberculosis. Algunos estudios
realizados en México y Pert permitieron concluir que la etiologia mas frecuente en el
inicio de crisis convulsivas tardias es la neurocisticercosis (Escobedo, 1989; Garcia y
¢ol,1993). Donde la epilepsia y la hipertensién intracraneana son los rasgos clinicos
cominmente presentados (Monteiro y col,1993; Villa y col,1993). Algunos reportes
ponen de manifiesto la importancia del sexo en el desarrollo de respuestas
inflamatorias y en el pronéstico de la enfermedad, siendo mas grave en el sexo
femenino (Rangel y col,1987; Del Bruto y col,1988).



Es importante hacer notar que los datos clinicos que hacen sospechar el

diagnastico de neurocisticercosis son:
- La aparicién de crisis convulsivas fardias.
- La cefalea cronica (sin mejora con tratamientos comunes).
- Hipertensién endocraneana.

También es importante tomar en cuenta los factores epidemiologicos tales como:

~ Haber residido en zonas endémicas.
- Antecedentes de teniasis en su entorno social (Sotelo J,1987).

La oftalmocisticercosis es la presencia del quiste detras de la retina, o en el humor
vitreo cuando logra atravesarla, produciendo desgarro de la misma, provocando una
reaccidn inflamatoria. Sus repercusiones son diferentes grados de alteracién de la
agudeza visual. En el estudio oftalmoscopico se puede observar el desprendimiento
de la retina. las hemorragias y el proceso inflamatorio y ocasionalmente se logra
observar al cisticerco (OPS,1993).

La cisticercosis muscular o subcutanea produce una tumuracion que va de 1 a
2cm de diametro, con poco desarrolio de dolor (OPS,1993).

Los datos epidemiolégicos han demostrado que ia cisticercosis humana ocupa un
lugar preponderante entre las enfermedades de!l sistema nervioso centra! en México.
Por medio del analisis de series de autopsias se ha encontrado que entre el 1y el 3%
de los cadaveres tienen cisticercos en el cerebro (Albores y col, 1971).

A finales de la década de los afios 70 se llevé a cabo la primera Encuesta
Seroepidemiolégica Nacional, la cual arrojo como resultado una seropositividad
giobal del 1%, y que la prevalencia de los positivos era mayor en las areas
relacionadas con la porcicultura (Woodhouse y col, 1982), dicha encuesta fue
realizada empleando Ia técnica de inmunoelectroforesis. Recientemente se termind la
segunda Encuesta  Seroepidemioldgica Nacional y los datos indicaron una
prevalencia de seropositivos de alrededor de 1.2% (Larralde y col, 1992). Los
estudios en comunidades pequeias estudiadas con mas detenimiento han
demaostrado la relacion fisica entre teniasicos y cisticercosos, concluyendo que la
transmision de la cisticercosis humana y porcina es un proceso escencialmente
familiar (Flisser, 1988; Diaz-Camacho y col,1989; Aguilera-Garcia y coi, 1989 ).

2,1.4.~ DIAGNOSTICO

PARA EL ADULTO
Coproparasitoscépico

El diagnéstico para la fase adulta se basa en evidenciar la presencia de los
huevos liberados en {as heces de los individuos sospechosos. Técnicas como la
observacion con lugol, la técnica de Ritchie, el método de Kato-Katz, el método de
frotis perianal, etc, son ejemplos de los examenes coproparasitoscépicos practicados,
Y que proveen una sensibilidad que oscila alrededor del 50% (Tay y col.,1982;
Schantz y col.,1990).



Inmunolégico

Recientemente se ha descrito |a deteccion de antigenos especificos de T.solium
en las heces del hospedero. Esta técnica presenta las bases para poder ser
empleada en el diagnéstico (Allan y col,1990; Deplazez y co1,1990 y 1881; Maas y
col,1891).

El método inmunologico descrito para la teniasis, se basa en la captura por
ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA), con el uso de antisueros
policionales anti extractos totales del adulto, o anti-productos de excrecion-secrecion.
El diagnéstico de individuos con exdmenes negativos a la presencia de huevos,
demostré la alta sensibilidad de la técnica {Allan y col, 1990; Maas y col,1991).

Molecular

La especificidad del diagnéstico es afectada porque los huevos de la Taenia
solium y la Taenia saginata son muy parecidos a la luz del microscopio (Schaniz-
Sarti,1989). Se han desarroliado técnicas moleculares como el analisis de proteinas
de los proglétidos, y pruebas de DNA para los huevos y algunos otros componentes
del gusano, para el diagnostico diferencial de especie, pero los periodos de ausencia
de proglétidos y huevos en las heces afectan la sensibilidad de dichas pruebas (Le
Riche-Sewell,1978; Bursey y col,1980; Flisser y col,1988 y 1990; Harrison y
col,1990).

PARA EL METACESTODO
Imagenolégico

Debido a la diversidad de las expresiones clinicas de esta patologia, ha sido
preocupacion de diversos grupos de investigadores el desarrollo de nuevas técnicas
con mayor sensibilidad y especificidad. Durante mucho tiempo el Gnico método
imagenoldgico fueron los rayos X, que como caracteristica solo determinaban a las
formas calcificadas, limitando con esto su aplicacion. Solo por el empleo de medios
de contraste en forma indirecta se permitia la localizacion de formas quisticas sin
mucha precision (Dorfsman,1963; Rodriguez y col,1977).

Una de las técnicas mas recientes para la deteccion de la neurocisticercosis por
imagen, es la tomografia computada (TC), que revolucioné el diagndstico en esta
patologia presentando una alta sensibilidad (hasta un 97%), para Ia
neurocisticercosis con localizaciones parenquimatosas y subaracnoideas. Esta
técnica también es susceptible a usarse en neurocisticercosis intraventricular,
mediante el uso de medios dc conlraste (Rodriguez y col,1982). La correlacion
existente entre casos detectados por tomografia con respecto a cores
anatomopatolégicos postmorten, reveld datos muy alentadores (Flisser y col, 1988).

Lo dltimo en técnicas de imagen para el diagnéstico de esta parasitosis, es el
empleo de la resonancia magnética nuclear. La imagen obtenida por esta técnica es
comparable a la obtenida en un corte anatomopatolégico. De gran relevancia ha sido



su uso para diferenciacién de la localizacién parenquimatosa a la subaracnoidea,
teniendo como grandes ventajas sobre {as demas técnicas de imagen la de permitir
una evaluacion tridimensional de {a médula, y la de no ser invasiva (Rodriguez y
col,1882).

Inmunolégico

Es importante resaltar que las pruebas inmunologicas durante mucho tiempo
fueron los métodos de eleccion para la confirmacion de la etiologia en la cisticercosis.
La fijacion del complemento fue desarrollada en las primeras cinco décadas de este
siglo. Esta prueba tiene una gran limitante, y es que no es especifica para el suero,
debido a la presencia del factor reumatoide en este. Posteriormente se describieron
diversas técnicas tales como: La inmunoelectroforesis; la hemaglutinacion pasiva; la
inmunofiluorescencia y la inmunodifusién doble (Nieto,1956; Flisser y col,1975). La
determinacién de anticuerpos en liquido cefalorraguideo y suero, mediante la
reaccion con un extracto crudo del metacéstodo empleado como antigeno, ha tenido
como limitante el fenomeno de reaccion cruzada con otras parasitosis, aunque es
importante resaltar la alta correlacion que existe entre sintomatologia y positividad a
la captura de anticuerpos. De hecho un estudio realizado recientemente puso de
manifiesto el alto valor predictivo (hasta el 93%), de la prueba de captura de
anticuerpos al analizar liquido cefalorraquideo como muestra, con respecto al
diagnostico de imagen (Schantz y col,1980; Espinoza y col,1986; Olivo y col,1988;
Mondragén y col,1994). La comparacion de diversos antigenos empleados en esta
técnica ha puesto de manifiesto la obtencién de mejores resultados con el liquido
vesicuiar del cisticerco, donde se ha llegado a obtener hasta el 81.25% de
sensibilidad, y segtin los autores sin dtectar falsos positivos (Morakote y co0l,1992).

El método de diagnéstico inmunoldgico mas recientemente desarrollado es el
realizado mediante inmunoelectrotransferencia (IET). El antigeno en este caso, una
fraccion de glicoproteinas obtenidas del cisticerco, son separadas con base en sus
pesos moleculares por electroforesis en geles de poliacrilamida, teniéndose como
resultado siete bandas diagnosticas reconocidas con diferentes frecuencias en
sueros positivos; la sensibilidad obtenida es del 98%, mientras que la especificidad
es del 100%. (Tsang y col,1989; Feldman y col,1990; Wilson y c0],1991; Diaz y col,
1992). La prueba tiene una limitante, que es |a presencia de lesiones Gnicas donde la
prueba posee una baja sensibilidad (Wilson y col, 1991).

El empleo de una de estas glicoproteinas (GP24) en forma pura, en ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA y dot blot), elimind el efecto de reaccién cruzada,
reponandose una sensibilidad y especificidad de! 100% (Plancarte y col,1993).
Ultimamente se ha descrito un procedimiento simifar, empleandoe antigenos solubles
del metacéstodo de T.solium. Esta prueba fue validada mediante el analisis de
muestras de cerdos infectados con cisticerco de Taenia solium, Equinoccocus
granulosus, Fasciola busky, y Trichinelia spiralis. Todas las muestras confirmadas
para cisticercosis con excepcidn de dos de ellas fueron positivas, y nueve de las
muestras con ofras parasitosis dieron reaccidon con alguna de las bandas
diagndsticas. Se obtuvo una sensibilidad del 90% y una especificidad del 100%, en
comparacién con la ELISA que empleé el mismo antigeno obteniendose una



sensibilidad del 70% y una especificidad del 73%. Las reacciones cruzadas
ocurrieron con muestras positivas a E._granulosus. Las glicoproteinas de 8, 11, 16 y
23kDa fueron reconocidas especificamente por muestras de cerdos confirmados para
cisticercosis (Pathak y c0i.1994). En suma todos estos hallazgos han revelado la
mayor sensibilidad y especificidad de la prueba de IET con respecto al ensayo de
ELISA (Schantz y col,1994).

Un problema de la determinacion de anticuerpos en fluidos corporales es que no
pone de manifiesto una infeccién, sino solo indica que el individuo ha estado en
contacto con este parasito o con otros en caso de poderse atribuir a reacciones
cruzadas. Esto origind la biusqueda de antigenos circulantes, con el proposito de
determinar una parasitosis activa. La técnica elegida para determinar la presencia de
antigenos fue un ELISA en el cual se empleaban anticuerpos monocionales, dicha
técnica di6 una sensibilidad cercana al 70% (Correa y col{1989). La combinacién de
las pruebas de captura de antigeno y de anticuerpo para el diagnostico en esta
parasitosis no mejora mucho su sensibilidad (alrededor del 70%), pero con respecto a
la especfficidad, la prueba de captura de anticuerpos solo se ve afectada por la
teniasis y la hidatidosis (Mason y col,1992).

La realizacion de un analisis multivariado que comprendiera a las tres ultimas
técnicas descritas (ELISA captura de antigenos, captura de anticuerpos e IET), y el
tipo de muestra empleada, arrojo los siguientes resultados:

Con suero como muestra, la sensibilidad de la prueba de IET llegd hasta el 94%, y
del 65% para captura de anticuerpos.

Con liquido cefalorraquideo, la sensibilidad de la IET fue del 86%, del 62% para
captura de anticuerpo, y del 67% para captura de antigenos. La especificidad de la
IET es del 100%, en tanto que en la prueba de captura de anticuerpos apenas supero
el 63%, las reacciones cruzadas para este ensayo se debieron a muestras de
pacientes con hidatidosis e himenolepiasis (Diaz y col,1992).

Con base en la baja sensibilidad y especificidad que provee una técnica de
captura de antigenos con anticuerpos policlonales, se han descrito recientemente
pruebas similares con la variante del uso de anticuerpos monoclonales. Wang y col
reportaron recientemente una prueba de deteccién de antigenos circulantes en
liquido cefalorraquideo con el empleo de un anticuerpo monoclonal, que condujo a
una sensibilidad del 81.89%, y una especificidad de! 100%. Concluyendo con esto
que el método de captura de antigenos circulantes con anticuerpos monoclonales es
mejor para el diagnostico de neurocisticercosis activa (Wang y col,1992). Al comparar
diferentes sistemas para la captura de antigenos circulantes del metacéstodo, se
obtuvo como resultado una mayor sensibilidad para aquellos sistemas que
involucraban el uso de anticuerpos monoclonales (Correa y col,1989). Otros autores
han descrito el emplec de técnicas similares, reportando problemas de reaccion
cruzada principaimente con esparganosis y paragonimiasis, La técnica de ELISA-
inhibicion, ha provisto de una mayor especificidad, pero una baja importante en ia
sensibilidad (a Yong y col,1893). La produccién de anticuerpos monoclonales contra
otras parasitosis tales como sparganosis, paragonimiasis y cisticercosis por T,
saginata, dieron como resultado reacciones cruzadas con muestras positivas a
cisticercosis por T. solium (Brandt y col,1992; b Yong y col,1993; Yeo y col,1994).



2.1.5.- TRATAMIENTO

QUIRURGICO

El tratamiento quirdrgico de la neurocisticercosis es establecido de acuerdo a la
localizacion del cisticerco. Esto es dependiente de si la larva se encuentra localizada
en el parénquima cerebral, el espacio subaracnoideo o intraventricularmente; si la
infeccion es con quiste Gnico o mdltiple. La cirugia no es el tratamiento de eleccién
en todos los casos de neurocisticercosis, y no provee una cura total en el 100% de
los casos. Los inconvenientes pueden ser, la presencia de quistes madltiples,
inaccesibilidad hacia la larva, y la posibilidad de respuestas inflamatorias por la
muerte del parasito. La aparicion de edema en las areas vecinas, o cicatrizacion de
las dreas periféricas al cisticerco con la formacion de lesiones aracnoidales, arteritis y
en algunos casos oclusion vascular pueden producirse como efectos neurolégicos
secundarios a consecuencia de la intervencién quirurgica. Ocasionalmente este
tratamiento se sugiere para el alivio de la hipertension intracraneana. Durante algun
tiempo los focos epilépticos ocasionados por cisticercosis cortical fueron eliminados
por extirpacion. En los casos intraventriculares, se notan evoluciones satisfactorias
posteriores a la aliviacion del bloqueo del liquido cefalorraquideo. Concluyendo, en
materia de tratamiento quirdrgico para pacientes neurocisticercosos, queda
recomendado en quistes unicos, tomando en cuenta la accesibilidad para la
intervencion, no asi en localizaciones meningeas, o con presencia de reaccién
inflamatoria. En los casos recomendados la cura puede obtenerse por extirpacién del
foco irritativo, provocando la desaparicion de los sintomas epilépticas
(Escobedo,1989).

QUIMIOTERAPIA

En el tratamiento farmacologico de esta parasitosis se han empleado
medicamentos de contro! sintomatico o denominados paliativos, que reducen la
sintomatologia de la enfermedad, sin afectar directamente al agente causal
{Escobedo,1989).

Los farmacos cestocidas mas ampliamente usados en esta parasitosis han sido el
metrifonato y también ha sido descrito el uso del praziquantel. EI metrifonato es un
compuesto organo-fosforado que afecta a la enzima acetilcolinesterasa del parasito,
desafortunadamente este medicamento tiene efectos colaterales de importancia,
situacién por la cual se ha restringido su uso (Trujillo,1989).

El praziquante! que es una pirazin-isoquinoleina acetilada, ha demostrado su
efectividad contra el cisticerco de diversas especies, incluyendo al de la T. solium en
cerdos (Chavarria-Diaz,1978). Aunque este farmaco ha sido estudiado ampliamente
en cistecercosis experimental (Thomas y col,1986), las investigaciones preliminares
muestran una limitada informacion sobre el efecto en la parasitosis natural. Un
estudio realizado en Corea, mostré la aparicion de los primeros cambios
histopatolégicos a las dos semanas de iniciada la terapia cestocida con praziquantel,
en pacientes con cisticercosis subcutanea (Rim y col,1980). La desaparicidn de las
microticas y la degeneracion del tegumento son efectos observados posteriores a la
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administracién del praziquantel (Thomas y col,1981). Las biopsias han puesto de
manifiesto la desintegracion y necrosis unos meses después del tratamiento (Rim y
¢0l,1980). Los estudios histopatoidgicos concluyen que la muerie del parasito
sobreviene al final de la segunda semana de iniciado el tratamiento con praziquantel
(Baranski y col,1980). A partir del inicio del tratamiento y en lo sucesivo el parasito ve
reducido su tamafio y en la mayoria de los casos desaparece hacia i0s tres meses
(Escobedo,1989). E! desarrollo de epilepsia por algunos individuos con
neurocisticercosis afecta su tratamiento con praziquantel (Srivastava y col,1893).
Recientemente se ha sugerido el empleo del albendazol, que es un antihelmintico de
amplio espectro derivado del benzimidazol, aunque ambos farmacos no se indican en
cisticercosis intraventricular ni oftalmocisticercosis (Flisser,1988). El seguimiento de
la evolucion de 38 pacientes con neurocisticercosis activa, fue realizada para evaluar
la accion de una combinacion de ambos farmacos, 23 de los 38 pacientes fueron
tratados con los farmacos solos o en combinacion. En la localizacién parenquimatosa
la eficacia del medicamento fue completa, en el 81% y parcial en el resto de los
pacientes. En contraste, en los casos de cisticercosis extraparenquimatosa los
resultados fueron desalentadores (Monteiro y co0l,1993; Villa y co0l,1993). Otros
estudios han puesto de manifiesto que dichas drogas solo pueden ser usadas en
determinados casos (Monteiro y col,1993).



2.2.- LA RELACION INMUNOLOGICA HOSPEDERO-PARASITO

2.2.1,- LA RESPUESTA INMUNOLOGICA EN LA CISTICERCOSIS

Durante el desarrollo de la relaciéon hospedero-parasito parece haber una
adaptacién del parasito para alargar su sobrevida con dafio minimo sobre el
hospedero, con respecto al transcurso de la parasitosis. Esta aseveracion se basa en
el hecho de que un individuo tenidsico aun manteniéndose en un ambiente de
potencial riesgo de infeccion generalmente no desarrolla una cisticercosis, de lo
anterior es l6gico proponer un mecanismo de defensa, o que sugiere un tipo de
inmunidad local mediada por el parasito adulto a nivel de mucosa intestinal, que
protege al hospedero de un efecto de autoinfeccion. En funcion a esto se ha
reportado Ja baja incidencia de neurocisticercosis en pacientes teniasicos. Otra
observacion que favorece dicha hipdtesis es la continua reinfeccion del cerdo, esto
se explica al proponer la no induccion de inmunidad por parte de los huevos de T.
solium, en funcion de que la oncosfera atraviesa rapidamente la pared intestinal no
dando oporiunidad de estimular una respuesta inmunitaria (Uribarren y col,1987).

Desde hace algtn tiempo se ha estudiado la respuesta humoral en la cisticercosis;
su estudio ha aportado importantes datos que han evidenciado la relevancia de las
inmunoglobulinas de clase 1gG, que son las inmunoglobulinas predominantes en los
sueros de pacientes (hasta un 85%), las IgM ocupan el segundo lugar (50%), en
tercero las de clase IgA (26%), y contrario a Io esperado las inmunoglobulinas de la
clase IgE estuvieron sélo en el 3% de los pacientes (Espinoza y col,1986). Los
antigenos reconocidos son ocho, con distintas frecuencias. El denominado antigeno
B, es el que con mayor frecuencia es reconocido por los sueros de los pacientes
cisticercosos, presentandose hasta en el B4% de los sueros. La caracterizacion de
este antigeno ha puesto de manifiesto, su composicién quimica, que lo define como
una glicoproteina de aproximadamente 95 kDa. Este antigeno se localiza tanto en la
superficie del parasito como en los metabolitos de excrecién y secrecion (Guerra y
co!,1982; Laclette y co!,1987). La presencia de este antigeno ha sido evidenciada en
otros parasitos filogenéticamente cercanos al cisticerco de T._solium (Olivo y col,
1988). La secuencia de este antigeno ya ha sido determinada, reportandose una alta
homologia con respecto a la paramiosina de Schistosoma mansoni (Laclette,1991).

Algunos estudios realizados en pacientes con cisticercosis han puesto de
manifiesto la falta de correlacion entre los anticuerpos presentes en suero y aquellos
de! liquido cefalorraquideo. La observacion mas importante de este estudio, fue el
denotar la integridad de la barrera hematoencefatlica, confirmando con esto la sintesis
de anticuerpos in situ (Miller y col,1985).

Al referirnos a la respuesta celular, es importante hacer notar que ha sido
pobremente estudiada, sin embargo, los hallazgos reportados han permitido sugerir
algunas hipétesis. El analisis de la capacidad de la respuesta celular inespecifica por
prueba cutanea frente a un purificado de Micobacterium tuberculosis realizada en un
grupo de pacientes cisticercosos, demostro una disminucion en dicha respuesta con
respecto a lo establecido (Correa, 1989).




De igual forma el examen de transformacién blastoide de linfocitos mediante el
uso de mitégenos reporté un muy pobre resultado con respecto al grupo de
individuos sanos.

2.2.2.- MECANISMOS DE EVASION

Refiriendonos a los casos concretos de la neurocisticercosis y de la
oftalmocisticercosis, podriamos describir a la localizacion del parasito como un
mecanismo de evasién inmune, ya que esto sitia al cisticerco en zonas aisladas del
sistema inmunolégico, por la presencia de las barreras tanto hematoencefalicas y
hematocoroidéas. Algunos experimentos realizados con otras especies, pusieron de
manifiesto que los animales previamente inmunizados contra el parasito no permiten
el alojamiento del cisticerco en la cavidad ocular, mientras que aquellos que no
habian estado en contacto con el parasito alojaron el parasito en el ojo
(Cardenas,1989)

El principal mecanismo de evasion descrito para la cisticercosis es el mediado por
_ el antigeno B, el cual se ha reportado como un exoantigeno, ademas de ser un muy
buen inmunégeno (Plancarte y col,1983), caracteristicas que le permiten ejercer
diferentes acciones tales como:

- Desviacién de los anticuerpos especificos por el efecto de "cortina de humo” hacia
los tejidos adyacentes.

- Deposito de complejos inmunes, puesto que este antigeno posee gran afinidad por
la colagena presente en la pared vascular. Este fendmeno trae consigo la aparicion
de focos de reaccion inflamatoria a distancia del parasito, distrayendo una vez mas al
sistema inmunitario.

- Accion inhibitoria sobre el complemento, con base en que el antigeno B puede
unirse al C1q a través de su fraccidn colagénica, pudiendo crear efectos inhibitorios
sobre la cascada del complemento (Laclette y col, 1991)

Un mecanismo de evasion ampliamente descrito en las parasitosis es el
enmascaramiento del agente por medio de una cubierta de antigenos del hospedero,
de tal forma que el sistema inmune lo reconoce como propio, es este el caso para
resaltar la posible presencia de un receptor para la fraccion Fc en la membrana del
cisticerco, ademas de existir evidencias de la internalizacion de inmunoglobulinas del
hospedero por el cisticerco en otras especies (T._taenjaeformis), teniendo como
consecuencia un efecto no solo evasor, ademés como mecanismo de nutricién para
el parasito (Hayunga y col,1989; Ambrosio y col, 1994).

La presencia de moléculas del MHC en la superficie del cisticerco, se considerd
en algun tiempo como un efecto de enmascaramiento como el anteriormente descrito,
ya que al encontrarse antigenos propios dc! hospedero en el parasito, traia como
consecuencia un efecto de identidad inmunologica que disminuia la antigenicidad del
cisticerco (Correa y col,1986). Posteriormente se describié que la presencia de
moléculas del MHC se correlaciona con la coexistencia de respuestas inflamatorias,
luego entonces, se ha postulado que este fendmeno se asocia mas con mecanismos
de dafio, que con mecanismos de evasion (Trejo y col,1989).



La estimulacién policlonal inespecifica también se ha postulado, con base en el
gran numero de antigenos liberados por el cisticerco, ya que muchos de estos
productos son mitégenos para los linfocitos B y T. Se cree que este fenomeno
conduce a un trastorno en la funcién de los linfocitos B, y una disminucion progresiva
de los linfocitos B especificos, con la consiguiente inmunosupresion, es decir, una
extenuacion clonal derivada de una proliferacién inespecifica (Roitt y col,1991). Una
evidencia mas que puede sugerir la inmunosupresién del hospedero por accion del
parasito, es la presencia de una elevada cantidad de linfocitos con cromosomas
anormales periféricos en la cisticercosis porcina (Flisser,1989).

Ensayos de viabilidad in vitro de eosindfilos, reportaron la posible existencia de un
factor eosinotoxico presente en los metabolitos de excrecion y secrecion del
cisticerco, explicandose asi la sobrevivencia in vivo del pardsito, aun rodeado de
eosindfilos. (Medina, 1992).



2.3.- ANTICUERPOS MONOCLONALES

2.3.1.- LA RESPUESTA HUMORAL

La respuesta inmunitaria es una serie de eventos complejos que se inicia con la
presencia de un inmunégenc o antigeno, que estimula una gran diversidad de
fendmenos que tiene como objeto la eliminacion del agente que la provoca (Stites-
Terr,1993).

La respuesta inmunoldgica depende principalmente de tres tipos de células: los
macrofagos, los linfocitos T, y los linfocitos B. Estas estirpes celulares poseen
receptores membranales que reconocen ciertas regiones del antigeno denominadas
determinantes antigénicas o epitopos. Al entrar en contacto con sus epitopos
correspondientes dichas células se activan y proliferan formando una clona celular
diferenciada (Escobar y col,1992; Stites-Terr,1893).

La respuesta a la mayoria de los inmundgenos requiere de un evento de
procesamiento de dicho inmunogeno por las células presentadoras de antigeno. La
razon de esto es que las células T son las orquestadoras de la respuesta inmunitaria,
y que por lo general solo reconocen a los inmunogenos cuando estos se encuentran
unidos a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), que se
encuentran presentes en la superficie de otras células. Como hemos mencionado, las
células T son las moderadoras de la respuesta inmune, la activacibn de éstas
requiere de al menos dos sefnales. La primera es la presentacion del antigeno por
parte de las células presentadoras de antigeno, y la segunda la liberacion de
interleucina-1 (IL-1). Estas sefales originan la expresion de la interleucina-2 (IL-2) y
de otra serie de factores de crecimiento para otras células, de tal forma que la funcién
principal de la IL-2, es la amplificacién de la respuesta de células T.

La produccién de anticuerpos requiere la activacion de linfocitos B y su
consiguiente diferenciacién a células plasmaticas, el orden cronolégico de esta
cascada de eventos podria definirse de la siguiente forma; mientras las células T se
activan como se describié anteriormente, las células B especificas se unen al
inmunogeno por medio de sus receptores. El siguiente paso es la internalizacion del
complejo antigeno-receptor por parte de la célula B proporcionando la seial de
activacion, que por si sola no es suficiente, este fenémeno requiere de factor de
crecimiento para células B (Interleucina 4), y el factor de diferenciacion de células B
(Interleucina 6), que las diferencian hasta células plasmaticas que es la fase
encargada de la secrecion de anticuerpos. Un hecho a tomarse en cuenta en este
proceso es que la interaccion realizada entre las céluias B y T debera ser en una
estrecha proximidad, por la caracteristica que presentan estos factores de poseer un
radio pequefio de actividad, cituacién que se comprende bajo la consideracion de que
las células B tienen la capacidad de actuar como células presentadoras de antigenos
(CPA), y por lo tanto mantener un intimo conlacto con los linfocitos T (Roitt y
col,1991; Escobar y col,1992; Stites-Terr,1993). Durante el curso de esta cascada de
eventos, una fraccion de los linfocitos B no son diferenciados a células plasmaticas,
creandose asi un grupo de fondo denominado células de memoria que responden a
encuentros subsecuentes con e} antigeno que las indujo (Stites-Terr,1993).



Las inmunoglobulinas (Ig), son un grupo de proteinas que poseen la capacidad de
unirse especificamente a la molécula que indujo su formacion, y son las estructuras
que comprenden a la rama humoral de la respuesta inmunitaria (Stites-terr,1993). Las
1g son glicoproteinas que contienen de un 3 y hasta un 12% de carbohidratos. Las Ig
se conforman de dos tipos de cadenas polipeptidicas la menor (ligera) con un peso
molecular de 25,000 y una mayor (pesada) de 50,000-77,000 kDa, y que es diferente
para cada clase y subclase de Ig. Las cadenas polipeptidicas de las |g estan unidas
por fuerzas covalentes y no covalentes formando una estructura de cuatro cadenas,
compuesta de un par de cadenas ligeras y pesadas idénticas. En el ser humano
existen cinco clases diferentes de g (IgG,1gM,IgA,IgE,igD). A su vez ias clases de Ig
se dividen en subclases (IgG1,19G2,19G3,19G4,IgA1,1gA2). Se ha demestrado que las
cadenas ligeras de la mayoria de los vertebrados se presentan en dos formas Kappa
y lambda. Cualquiera de las cadenas ligeras pueden combinarse con cualquiera de
las cadenas pesadas, pero en una misma molécula siempre seran las mismas, de tal
forma que no existen moléculas hibridas naturales. Las estructura de las Ig puede
dividirse en dos partes, la primera que es la encargada de la union con el epitopo y
que ha sido denominada Fab, y la segunda que no participa en la reaccion con el
antigeno conocida como Fc, y que es la encargada de la fijacién del complemento, la
liberacidon de histamina por células cebadas, paso a través de placenta, la
opzonisacion, etc. La caracteristica principal de esta familia de proteinas es la
especificidad que posee por su estructura antigénica correspondiente. Los extremos
aminoterminales de las cadenas se caracterizan por la variabilidad de frecuencia, por
lo que se designan como regiones Vi ¥y V. (Figura 7). E! resto de la molécula es
relativamente constante, las porciones constantes de la cadena ligera se conoce
como CL, y la porcidn constante de la cadena pesada se divide en tres CH1, CH2, y
CH3, estas regiones globulares se hallan estabilizadas por enlaces disuifuro, y se
conocen como dominios. La regién de la bisagra se halla entre los dominios CH1 y
CH2, y es la encargada de conferirle flexibilidad a la molécula (Stites-Terr,1993).
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Figura 7. Diagrama general de la estructura de un anticuerpo.
(tomado de Roitt y col, 1991)
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2.3.2.- GENERALIDADES

La metodologia para la produccion de anticuerpos monoclonales descrita en 1975
(Kohler y Milstein,1975), ha sido desde entonces motivo de constante uso en las
areas biologicas, biotecnologicas y clinicas, teniendo un gran impacto,

Los anticuerpos monoclonales han sido de gran utilidad debido a las siguientes
caracteristicas: su especificidad, la homogeneidad quimica, fisica e inmunolégica de
dichos anticuerpos y la posibilidad de produccon en grandes cantidades (Stites y
Terr,1993). Aunado a ésto la produccion de anticuerpos monoclonales puede
realizarse a partir de antigenos impuros obteniéndose anticuerpos especificos, ya
que ios hibridomas al ser clonados proveen anticuerpos monoespecificos, aunque su
produccién haya sido estimulada por mezclas complejas de antigeno (Harlow-
Lane,1988).

Esta técnica esta basada en la fusion de dos clases de células, mediante el uso
de un desestabilizador de membranas, tal es el caso del polietilienglicol (PEG). Las
células irvolucradas son las células B sensibilizadas contra un antigeno especifico,
provenientes de bazo (aunque puederi emplearse ganglios), y una célula tumoral
para este caso un mieloma, nos da por resultado un hibrido que posee las
caracteristicas de secretar anticuerpos especificos para un determinado antigeno, y
la caracteristica de la inmortalidad heredada del mieloma (Miistein, 1984;De Groth-
Scheidegger,1980). De tal forma que estas células pueden ser manipuladas en
cultivo (Figura 8) o expandidas en gran escala en animales genéticamente
compatibles (Milstein, 1984; Gavilondo,1987). Uttimamente se pueden expander en
compartimentos cancentradores con mejor resultado al obtenido por la induccién en
ratones.

El protocolo de inmunizacion empleado para la obtencion de células B, reviste una

gran importancia ya que con base en este se puede desviar la producciéon de
anticuerpos monoclonales hacia una clase o subclase de inmunoglobulina en
particular.
Tal es el caso del uso del adyuvante que en los antigenos de parasitos promueve la
formacion de anticuerpos de la subclase igG1 principalmente. De igual forma el
empleo del bazo trae como consecuencia hibridomas que muestran una distribucion
de anticuerpos muy semejante a ia encontrada en el suero (Johnson y col,1981). En
contraste a lo que sucede cuando se sensibiliza a los ratones por una infeccién
crénica, lo que trae como consecuencia la obtencién de anticuerpos de la subclase
1gG2 e 19G3 principalmente (Handman-Remington, 1980).

Los primeros hibridomas fueron hechos con un virus como agente fusionante (virus
Sendai), pero ahora ias fusiones son realizadas con polietilenglicol (PEG), y como
resuitado se ha obtenido una alta frecuencia de fusiones y una gran reproducibilidad,
La fusién con PEG da como resultado células multinucleadas (heterokaryons), que en
su posterior division celular fusionan sus nucleos pudiendo mantener igual, menor o
m'aly;:r cantidad de material genético respecto al inicialmente presentado por las
células,
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Figura 8. Diagrama general de la Produccion de Anticuerpos Monoclonales.
(Roitt y col,1991)

22



Por esta razon estos hibridos no son estables genéticamente. y presentan la
tendencia a ir perdiendo cromosomas, aungue la pérdida no es completa (Ringerte-
Savage,1976; Ruddle,1981), y muestra preferencia a perder los cromosomas de una
u otra célula progenitora (Goding, 1983). La primera fusion con el uso del PEG fue
descrita por Galfré (Galfré y col,1977), posteriormente se han descrito algunas
modificaciones para esta técnica, pero en esencia sigue siendo la misma. Las
variables mas importantes son las siguientes: a) la concentracion del PEG; Galfré
describio el uso del PEG al 50%, siendo este muy toxico para las células, aunque las
conceniraciones por debajo del 30%, forma pocos hibridos. b) Sharon y col en 1980
demostraron la importancia del pH en la alta frecuencia de fusion, obteniéndose el
mayor numero de hibridomas en un rango de pH de 8.0 a 8.2. c) el tiempo de
exposicién al PEG, la frecuencia de fusion disminuye conforme aumenta el tiempo de
exposicion del PEG, las concentraciones de PEG que oscnlen entre el 30 y el 35%,
son toleradas por las células hasta por siete minutos (Godmg 1983). Algunos factores
de menor importancia para la efectividad de la fusion pueden ser la temperatura
(entre 20 y 37°C), el numero de células totales, el peso molecular del PEG, asi como
la presencia o ausencia de suero y/o eritrocitos durante la fusion (Zola y col,1982).

Después de la fusion, la seleccion de los hibridomas se realiza por el empleo de
un medio denominado HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina), el efecto de este
medio esta basado en la accién que ejerce la aminoplerina al bloquear la sintesis de
desoxitimidilato (dTMP) y de nucledtidos purinicos por disminucion de los derivados
del acido félico (Figura 9a).

Como es sabido el DNA s= compone de timina (5-metiluracilo), a diferencia del
RNA que contiene uracilo. La conversién del uracilo a timina, tiene lugar en el
desoxirribonucledsido monofosfato, en este caso el desoxiuridilato (dUMP), que se
metila a dTMP, bajo la accion de la enzima timidilato sintetasa que cataliza esta
reaccion de metilacion, utilizando a un acido félico como coenzima, concretamente al
N.N-metilentetrahidrofolato, que es el donador de los metilos y los electrones. Esta
reaccion trae como consecuencia la oxidacion del N,N-metilentetrahidrofolato a
dihidrofolato. Bajo el condicionamiento de que la transferencia de los metilos se lleva
a nivel del N,N-metilentetrahidrofolato, luego entonces, se debe contemplar la
regeneracion del tetrahidrofolato mediante la accién de la dihidrofolato-reductasa
descrita en la siguiente reaccion:

+ +
Dihidrofolato + NADPH + H «----- > Tetrahidrofolato + NADP

Es aqui donde actla la aminopterina, ya que con base en la semejanza que
guarda con el dihidrofolato acta como inhibidor competitivo de éste (Figura 9b),
bloqueando asi, la regeneracion del tetrahidrofolato, y por consecuencia la inhibicion
en la sintesis del desoxitimidilato (Leningher y col,1976; Stryer,1981).

Es importante hacer notar que este mecanismo afecta tanto al mieloma, como a
las células del bazo. Es aqui cuando hay que hacer destacar la manipulacién génica
a la que son expuestas las células del mieloma empleadas en esta técnica, que con
base en un tratamiento previo no cuenta con las enzimas hipoxantina-guanina-
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fosforribosil transferasa (HGPRT) y timidina cinasa (TK), que son de gran importancia
en la via alterna de la sintesis de DNA (recuperacion de purinas). Es asi que al
bloquear ambas rutas metabdlicas en las células del mieloma, finalmente mueren
para desaparecer del cultivo. En tanto las células B {células espiénicas), que poseen
una vida media corta aproximadamente 6 o 7 dias, también terminan sucumbiendo al
paso del tiempo. De esta forma las Unicas células que sobreviven a este tratamiento
son aquellas que se han logrado fusionar y que han heredado las dos caracteristicas
fundamentales; por un lado la presencia de ambas enzimas (la HGPRT y la TK),
proporcionada por las células esplénicas; y por otro la capacidad de inmortalidad
heredada por las células del mieloma (Goding,1979; Milstein,1980). Es este el
mecanismo de accion del medio HAT, que ademas de inhibir el crecimiento del
mieloma, provee de las materias primas para el seguimiento de la ruta alterna en la
sintesis de DNA, que comienza con la obtencion del AMP y el GMP a partir def IMP,
que es el producto de la catalisis efectuada sobre la hipoxantina. El AMP se obtiene
por la insercion de un grupo amino, en el oxigeno carbonilico del C-6 del IMP. La
formacion de GMP, es llevada acabo por la oxidacién primero del IMP, y |a posterior
insercion del grupo amino en el C-2. Estos ribonucledtidos se reducen para
finalmente obtener a los correspondientes desoxirribonucledtidos. La obtencion del
dTMP, es llevada acabo por la accién catalitica de la TK en la reaccion de
fosforilacion del desoxirribonucledsido timidina. Finalmente el CTP deriva de la
aminacion del UTP en el C-4, con la consiguiente sustitucion del oxigeno carbonilico
(Leningher,1978; Stryer,1981). Alternativamente la seleccién de hibridos puede
realizarse por medio del uso de otras drogas como la azaserina y el metotrexato. La
azaserina que es un analogo da la glutamina (aminoacido que provee los nitrégenos
N-3 y N-9 del anillo purico), bloquea por inhibicion competitiva a fa enzima
amidofosforribosil transferasa interrumpiendo de este modo el "paso concomitante”
en la sintesis de novo y afecta la aminacién del UTP en la formacion del CTP. La
ametopterina también denominada metotrexato, es un derivado metilado de la
aminopterina, y ha sido descrita como una droga empleada en la seleccion de
hibridomas (Milstein,1980; Stryer,1981; Harlow-Lane, 1988; Goding,1983).

El siguiente paso es el tamizado de ios hibridomas, para detectar s6lo a aquellos
que presenten positividad a la produccion del anticuerpo deseado. Esto se realiza por
un ensayo que ponga en evidencia la presencia de los anticuerpos especificos en los
sobrenadantes de cultivo de los hibridos resultantes de la fusion. Los pozos con
resultados positivos son clonados, es decir, se siembran en placas de cultivo de
forma que sélo haya una célula por pozo (Hoributa,1970; Milstein,1984). Este
finaimente es el concepio de anticuerpo monoclonal, donde una célula, da origen a
una clona, que secreta anticuerpos homogéneos, contra un sélo determmante
antigénico (Milstein, 1984).

Para caracterizar anticuerpos monoclonales se requieren diferentes técnicas. Un
grupo de propiedades importantes de los anticuerpos es determinada por la
estructura final del anticuerpo (fraccion Fc), que son secuencias codificadas para las
regiones comunes del anticuerpo. Estas propiedades incluyen a la clase y la
subclase de las cadenas pesadas y ligeras.
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La diferenciacion de la clase y la subclase puede ser establecida por la afinidad a
un segundo reactivo, como es el caso de la proteina A. El tipo de cadena ligera o
pesada, puede ser distinguido por un ensayo inmuncguimice que revele la presencia
de las cadenas polipeptidicas ligeras y pesadas. Esto se realiza con el usoc de un
segundo anticuerpo anti-cadenas polipeptidicas de raton, esto es posible ya que
dichas cadenas son lo suficientemente diferentes de especie para ser diferenciadas
por un anticuerpo (Harlow-Lane,1988). El marcaje de los anticuerpos anti-isotipos a
una enzima, provee de una herramienta valiosa que puede emplearse en un ELISA
(Hawkes y col,1982), o por inmunofluorescencia indirecta con el empleo de
anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina. Los métodos descritos van
desde la técnica de OQuchterlony o ensayo de inmunodifusién doble; la captura de
anticuerpos por antigeno especifico acoplado a ptacas de ELISA, y reveladas con anti
clases especifico; y la captura de anticuerpo por inmunogiobulinas anti-ratén clase
espéciﬁca acopladas a placas de ELISA (Harlow-Lane,1988).

El empleo de la inmunoelectrotransferencia (IET), ha sido descrito para la
caracterizacion de las proteinas reconocidas por un anticuerpe monoclonal en un
determinado extracto o purificado antigénico, Esta técnica combina la resolucion de
una electroforesis en gel con la especificidad de la deteccion inmunoenzimatica, es
decir, la separacion de las proteinas por el método electroforético (SDS-PAGE), y la
consiguiente transferencia a una membrana de nitrocelulosa es la base de dicho
proceso (Towbin y col,1979). La mayor ventaja en el empleo de anticuerpos
monoclonaies en IET, es la especificidad de estas interacciones. Con base en gque un
anticuerpo monoclonal se une a un solo epitopo, esto provee una herramienta muy
atil
para la identificacién de una region en particular de un antigeno. Una de las
principales dificultades en el empleo de los anticuerpos monoclonales en esta
técnica, es la posibitidad de la destruccion de! epitopo reconocido por el anticuerpo,
por accion de los reactivos empleados en la preparacion de la muestra. Un segundo
problema con el uso de anticuerpos monoclonales en la inmunoelectrotransferencia
es la posibilidad de detectar reacciones cruzadas con otros polipéptidos, ya que un
epitopo es una estructura proteica relativamente pequefia, que puede estar
compuesta por sélo cuatro o cinco aminoacidos, dando una gran oportunidad de que
dicha estructura se localice en otro polipéptido. Ocasionalmente los anticuerpos
monoclonales pueden reconocer estructuras repetidas entre antigenos, en este caso
dichos anticuerpos pueden ser empleados para detectar antigenos relacionados.
Dependiendo del juego de anticuerpos monoclonales que se tenga, las reacciones
cruzadas pueden llegar a presentarse, Por esto es importante tener en cuenta que
una banda no esperada en la inmunoelectrotransferencia debera ser tratada como
una reaccion cruzada, siempre y cuando no se cuente con evidencia que sugiera una
relacion fisiolégica (Harlow-Lane.1988).

Otras técnicas descritas son la inmunofluorescencia (Manawadu-Voller,1978), y la
inmunohistoquimica electrénica mediante marcaje con oro coloidal (Sanchez y
col, 1994).

Los anticuerpos puros se requieren para un nimero considerable de técnicas, la
correcta eleccion del método de purificacion depende de diferentes variables que
incluyen la clase y subclase del anticuerpo, la muestra inicial que contiene al
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anticuerpo, la especie en que fue producido, y el uso final que se le quiere dar al
anticuerpo. Alternativamente son requeridos la combinacién de dos o mas métodos
de purificacion. Los anticuerpos del suero o de siquido de ascitis pueden ser
purificados a partir de columnas de afinidad o por protocolos de precipitacion.
Métodos similares pueden emplearse en el caso de sobrenadantes de cuitivo celular,
desafortunadamente el grado de pureza puede ser bajo, ya que la concentracion de
los anticuerpos presentes en este tipo de muestra es minima. Las técnicas por
columnas de proteina A y las columnas de afinidad por anticuerpos anti-
inmunoglobulinas son recomendadas para la purificacién de anticuerpos
monoclonales a partir de sobrenadantes de cultivos. Durante el proceso de
purificacién de los anticuerpos, deben ser monitoreadas diferentes variables tales
como: la pureza que puede Ser evaluada por el corrimiento de una porcion de la
muestra en geles poliacrilamida (SDS-PAGE); la cantidad que puede evaluarse por
comparacion con un standard en SDS-PAGE cuando no esta totalmente puro, o por
la absorbancia desarrollada a 280 nm cuando no hay contaminantes presentes (1 OD
= 0.75 mg/ml de anticuerpo puro); y la actividad del anticuerpo medida por la unién a
su antigeno, realizando titulaciones del purificado y evaluadas con respecto a la
materia de la cual se parte inicialmente (Harlow-Lane,1988). Las aplicaciones de los
anticuerpos monoclonales, como ya se ha mencionado son muy variadas, en la tabla
1 se describen algunas de ellas,
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TABLA 1
Algunas aplicaciones de los Anticuerpos Monoclonales -
§

Diagnostico

Identificacion de leucocitos

Determinacion de subgrupos de linfocitos

Determinacion de antigenos HLA

Especificidades individuales de los loci A, B, C, DR
Especificidades de estructura

Deteccion viral y subclasificacion

Identificacion de parasitos

Deteccién de otros microorganismos

Deteccion de hormonas polipeptidicas

Similitud entre hormonas

Determinacion de proteina carcinoembrionaria

Deteccion de miosina cardiaca por lesion del miocardio

Tipificacion de leucemias y linfomas

Deteccién de antigenos relacionados con tumor

Aplicaciones inmunohistoquimicas en secciones de tejido
Terapéuticos

Terapéutica antitumoral

Antigeno especifico de tumor individual

Antiidiotipo contra inmunoglobulina de superficie en linffoma de células B
inmunosupresion

Transplante de érganos

Enfermedades autinmunitarias e hipersensibilidad

Tratamiento de enfermedad GVH
Control de la fertilidad

Anticuerpo anti-hcg o antitrofoblasto

Reversion de toxicidad por medicamentos
Investigacion multiple

(Stites y Terr,1988)
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3.0.- JUSTIFICACION

La repuesta inmunoldgica humoral en la cisticercosis humana ha sido
ampliamente estudiada, y aunque ha permitido la implementacion de algunos
métodos inmunodiagndsticos, hasta ahora no ha sido posible establecer el método
“ideal”. La gran variedad de técnicas descritas para el diagnostico facil y rapido de
esta patologia no han logrado conjuntar las principales propiedades de una prueba
ideal, las cuales son por un lado la alta especificidad y sensibilidad del ensayo, y la
rapidez y bajo costo. Ademas de que dichas pruebas carecen de la capacidad de
identificar una parasitosis activa (presencia del agente).

Con el objetivo de mejorar el sistema de captura de antigenos que emplea
anticuerpos policlonaies, se planteé como alternativa el empleo de anticuerpos
monoclonales, para promover un bajo costo de operacion, un aumento en la
especificidad de! inmunodiagnostico y que ademas pudiese diferenciar entre una
respuesta de memoria y una parasitosis activa. Es por esto que se inicié el proyecto
de produccion de anticuerpus monoclonales anti-exoantigenos del cisticerco de
Taenia solium, ya que estas moléculas son las que se pueden localizar circulantes en
los fluidos corporales.

30



4.0.- OBJETIVOS

* ldentificar clonas]positivas a la produccién de anticuerpos anti-exoantigenos
(antigenos de excrecion secrecion), del metacéstodo de T. solium.

* Caracterizar inmunoquimicamente dichos anticuerpos.

*  Elaborar un modelo de captura de exoantigenos (con una sensibilidad
minima de 1 pg/mi).

* Validar el modelo de captura mediante el analisis de muestras empleando
como estandar de oro la resonancia magnética.

5.0.- HIPOTESIS

Si se produce un anticuerpo monoclonal especifico contra un exoantigeno del
cisticerco de Taenia solium, entonces la estandarizacion de un sistema de captura de
antigenos traera como consecuencia un aumento en la especificidad de la prueba de
deteccion de antigenos, y por consiguiente dicho sistema apoyara el
inmunodiagndstico en esta parasitosis.
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6.0.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- PREPARACION DE ANTIGENOS

Preparacion de extracto crudo E+P (escélex-pared)

El extracto crudo se prepard de acuerdo a la técnica descrita por Espinoza y col.
en 1986, con algunas modificaciones. La recoleccion de cisticercos se realizé a partir
de la diseccion de carne de cerdo fresca infestada, ia extraccion se hizo lo mas limpia
posible, evitando el arrastrar residuos de tejido del hospedero. Los cisticercos se
punsionaron para eliminar el liquido vesicular. Ya puncionados se colocaron en un
recipiente que contenia en solucién salina 0.15M, amortiguada con fosfatop 0.01M,
pH 7.2 (PBS). Se realizaron varios lavados, se elimino el exceso de liquido, se
pesaron y congelaron a -70°C. Los cisticercos se descongelaron y se les macerd y
anadié 0.5ml de agua destilada por cada gramo de cisticerco, con inhibidores de
proteasas en las siguientes proporciones: fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) al
0.006%, parahidroximercuribenzoato (PHMB) al 0.04%, L-1-tosilamida 2-feniletil
clorometil cetona (TPCK) 50upg/ml, N-a-p-tosil-lisina clorometil cetona (TLCK)
50upg/mi, la maceracion se favorecio por ciclos de congelacion y descongelacion.
Posteriormente se centrifugo a 2000g durante 1 hora a 4°C, el precipitado se
resuspendid en solucion salina 0.15M, amortiguada con fosfatos 0.01M, pH 7.2
(PBS); se sonico dos veces a 7 Hz durante un minuto y se centrifugd, al primer
sobrenadante se le anadic 1 m! de solucién de fosfatos 0.1M (PB10x) y se mezcld
con el obtenido en la segunda centrifugacion. El extracto se fracciond y se congelé a
-70°C. La concentracion de proteinas se determind por el microensayo de Bradford
empleando para esto un equipo comercial, y se verificd su calidad por medio de geles
de poliacrilamida (Laemmli, 1970).

Exoantigenos (antigenos de excrecion-secrecion)

La recoleccion de los cisticercos se realizd por la necropsia de carne de cerdo
infestada, los cisticercos fueron colectados (cuidando que la integridad de la vesicula
no fuera afectada), y depositados en solucién amortiguada de fosfatos estéril, se
realizaron varios lavados en condiciones de esterilidad en campana de flujo taminar,
para posteriormente lavarse varias veces con PBS estéril suplementado con
antibidticos concentrados cinco veces (500 U/ml de penicilina G sodica y 500 pg/mt
de estreptomicina). Los cisticercos ya lavados fueron puestos en cultivo en medio
RPM! sin complemenlar, y el medio se cosecha cada dia durante tres dias. Las
fracciones recolectadas fueron tratadas con inhibidores de proteasas para llegar a ias
concentraciones anteriores, y posteriormente fueron congeladas. Se formé una
mezcla de las tres cosechas, la cual fue concentrada (por sacarosa en membranas de
didlisis, con poro de 12,000 kDa), después se procedio a determinar la concentracion
de proteinas empleando el microensayo de Bradford. E| antigeno se fracciond y se
almaceno a -20°C.
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DETERMINAC'ON DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

La técnica empleada para Ja de'erminacion de proteinas fue el microensayo
disefiado por BIO-RAD (Modificado de Bradford, 1976). Los sistemas fueron
preparados come a conlinuacion se describe

wbo Agua destlada Al | 41 de albumina {Tmg/mil ; Reactvo de Bradtord ) |
T
T BOG T 0 200
S 2R - - RS R - B S » ¢
3 790 [¢] 200
L) 785 15 pis ]
'—}"5'"“_'“"7 Ty T 20 200
muesta  BOO-vol de muesta vol de muesva 200
blanee T 1000 T T Y]

Ef reactivo de Bradford fue adicionado al final, y tados los tubos fueron mezclados
en vortex v se dejaron reposar duranie 20 minutos antes de ser leidos en un
espectofotémetro Beckman DU-82 a 595 nm

La absorbancia dada por las muestras fue interpolada a una grafica que se
construyd con los datos de Jos tubos 1, 2 .3, 4 y 5, se calibré al aparato con la
solucidn de! tubo blanco. La curva alined en el eje de las abscisas la cantidad en
mg/m! de proteina (albuimina en la determinacion de proteinas en los extractos e 10G
para la determinacion en los purificados). Y la absorbancia dada por cada una de las
soluciones en el eje de las ordenadas. Se realizd ja regresion lineal de dichos puntos,
y se interpold en la curva el valor de absorbancia dado por las muestras en cuestion,
obteniéndose asi la concentracién de proteina.
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ELECTRCFORESIS
(SDS-PAGE)

La integridad de los antigenos empleados en la inmunizacién de fos ratones
utilizados para la obtencion de anticuerpos monoclonales, fue verificada por
electroforesis en geles de poliacrilamida, el procedimiento se describe a
continuacion.

1.-La camara y el cartucho para geles fueron lavados con agua tridestilada at
igual que los vidrios y todos los implementos

2.-En ef cartucho de geles fueron colocadas fas placas de alumina y los vidrias
con sus respectivos separadores (1 mm), ya colocados el cartucho de geles fue
cerrado y se procedio a afadir la siguiente mezela /para formar el gel separador),
hasta aproximadamente 3 cm de! borde superior del vidrio, formandose un gel al
10%:

Reactivo Volumen
* Bis-Acrilamida 5.0 mi
Agua destilada 7.22 mi
Tris-Base 2M pH 8.8 1.875ml
SDS 10% 150 i
Persutfato de Amonio 750 ul
TEMED 7.5

* La solucién de Bis-Acrilamida se preparé con Bisacrilamida al 0.8%, y acrilamida al
30%.
(el TEMED vy el persulfato de amonio fueron agregados al final de la mezcla y
posteriormente agitados)

3.-Después de algunos segundos se afadid agua hasta el limite del borde
superior, esto para evitar una formacion irregular en la parte superior del gel
separador, y se esperd a que la mezcla polimerizara,

4.-El exceso de agua fue desechado del cartucho de geles,

§.-Los geles empleados fueron colocados en la camara de electrofaresis con
un peine apropiado para el numero de muestras a correr,

Por los extremos fue afiadida la mezcla del gel concentrador de la muestra.

Reaclivo Volumen

Bis-Acrilamida 540 i
Agua destilada 2.5mi}
Tris-HCt 2M pH 6.8 1.11mi
SDS 10% 44 4l
Persultato de Amonio 222l

TEMED 3.2 i
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-Las muestras fueron preparadas colocando 50 pg de proteina que se mezclan
volumen a volumen con la soiucion desnaturalizadora (SDS 0.1%, EDTA 10%,
Glicerol 10%, Tris-HC! 2M, Azul de bromofenof), En los casos en que la muestra se
encontraba muy diluida y no se pudo cumplir la condicién de cantidad de proteina en
un volumen maximo de 30 pi, se coloco el volumen maximo, y se mezclo con 3 pl de
la solucion de cocktel preparada 10X. Para condiciones reductoras (con pB-
mercaptoetanol, que es un agente que rompe enlaces disulfuro), a la solucién
desnaturalizadora se le afiadio por cada mililitro, 20 ul de 2-mercaptoetanol.

6.-Se colocd una muestra por carril, colocandose el estandar de pesos
moleculares en el primer carril.

7.-Se procedio a llenar la cdmara con la solucion amortiguadora de corrida
(tris-glicina 1X y SDS al 0.08%) hasta el limite, y se conecté a una fuente de poder
aplicandole 100 volts a la camara. La corriente se dejé de aplicar hasta que el frente
de corrimiento (el colorante del cocktel, en nuestro caso azul de bromofenol), salié
del gel.

-La Tincién de proteinas con azul de Coomasie se realizé por inmersién del gel
(previamente corrido), en el colorante (azu!l Coomasie al 0.06%, metanol absoluto al
0.6% y acido acético glacial al 0.1%) durante dos horas. El desteiiimiento se lievo
acabo por calentamiento en una solucion de etanol al 50% y acido acético al 10%, o

a temperatura ambiente durante toda ia noche (sensibilidad de 0.1-0.5 pg/banda).
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6.2.- INMUNIZACION

La inmunizacién se realizé con los exoantigenos en ratones hembras de la cepa
Balb/c de seis a ocho semanas de edad. El esquema de inmunizacién se presenta a
continuacion.

Dia Antigeno (ug/ml) Administracion Adyuvante
0 80 intraperitoneal completo

15 40 intraperitoneal incompleto

21 40 intraperitoneal incompleto
35 40 intravenosa ausente

* La fusion se realizé en el dia 37
EVALUACION DE LA INMUNIZACION POR ELISA

La efectividad de la inmunizacion se confirmé por el empleo de la técnica de
captura de anticuerpos en ELISA; ésta se realizd con diluciones seriadas del suero
de los ratones inmunizados.

a) Los exoantigenos se diluyeron en una solucidn amortiguadora de
carbonatos pH 9.6 obteniéndose una concentracidn final de 10pg por ml. Se
colocaron 100 ul/pozo de esta solucion en placas para ELISA (Costar 3590 de alta
adherencia), las placas fueron incubadas 2 hrs a 37°C, o toda la noche a 4°C.

b) Después de la incubacion se elimind el exceso de la solucidn y se
realizaron tres lavados de la placa con PBS con Tween 20 al 0.05% pH 7.2 (PBS-T).

¢) Se colocaron 200 pl/pozo de una solucion al 5% de leche en PBS-T (L-PBS-
T), y se incub6 a 37°C durante 30 min.

d) Se preparé una dilucion 1:100 del suero a evaluar con PBS-T y se
colocaron 100 p/pozo de esta solucion. A partir de ésta se realizaron diluciones
seriadas hasta un titulo de 1:6400, y se incubaron durante 2 hrs a 37°C.

e) Después de transcurrido este tiempo, se removio el exceso y se lavé tres
veces mas con la solucién de lavados.

f) Se adicionaron 100 pllpozo de una difucién 1:500 de conjugado anti-
inmunogloblulinas totales de ratén-peroxidasa (SIGMA). Se procedié a su incubacién
durante 2 hrs a 37°C. Posterior a ella se lavd y se reveld como a continuacion se
describe.

g) Se afadieron 100 pl/pozo de solucidn de sustrato-cromégeno (10 mi
solucién amortiguadora de citratas 0.1M; 4 mg de o-fenilendiamina (SIGMA); y 4 pl de
peroxido de hidrogeno al 30% (Merck). Se observé el desarrollo de coloracion, y se
detuvo la reaccidn con una solucion de HoSO4 2N.

La lectura de la placa fue realizada en un lector de ELISA (BIO-RAD 3550), a 490
nm.
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Los animales con titulos 1:5000 fueron seleccionados como fuente de células

productoras de anticuerpos. -
i DESCONGELACION DE CELULAS DEL MIELOMA

Las células del mieloma X63Ag8.653 (Ag8), fueron mantenidas en congelacién a -
196°C en nitrégeno liquido. La descongelacién de los criotubos que las contenian se
realizd en baifio Maria a 37°C en campana de fiujo laminar. Posteriormente fueron
transferidas a medio RPMI 1640 (GIBCO) en tubos conicos para cultivo celular; se
centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min para eliminar los residuos del
dimetilsulfoxido (DMSO), el sobrenadante fue desechado y el botén celular fue
resuspendido en medio RPMI complementado con suero fetal bovino (SFB) al 20%.
Se sembrd en placas de 96 pozos para cultivo celular, y se vigild su crecimiento y
expansion sucesiva a placas de cultivo de 24 pozos, botellas de 25 cm?, y finalmente

a botellas de 75 cm2.
OBTENCION DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON

El papel que juegan los macréfagos durante la seleccion de hibridos, en la
produccion de anticuerpos monocionales, se basa en que dichas células proveen al
medio de factores de crecimiento que promueven el desarrollo de los hibridomas,
ademas de eliminar del medio de cultivo los detritus celulares que se originan durante
esta misma etapa. Los macréfagos que se emplearon en la fusion fueron obtenidos
tres dias antes de su uso.

El raton fue sacrificado por dislocacion del cuello y sumergido en benzal. El animal
fue sujetado a una plancha de diseccion, y se procedio a rasgar la piel que cubria la
pared abdominal anterior, quedando asi expuesta. Le fueron inoculados 5 ml de
medio RPMI frio en la cavidad peritoneal. El aspirado de este fluido se realizé por
medio de una jeringa. El aspirado fue transferido a un tubo cénico para cultivo celular
que contenia 5 m! de medio sin complementar, se centrifugd y elimind el
sobrenadante, para posteriormente resuspender el "boton" celular en medio RPM!
complementado. La suspension celular se sembré en placas de 96 pozos para cultivo
celular, colocando 100 ! de Ja suspension por pozo, dichas placas fueron puestas en
cultivo en incubadora con presidn parcial de oxigeno 95% y CO: al 5%.

OBTENCION DE CELULAS ESPLENICAS

La obtencion de células B sensibilizadas con nuestro antigeno, se llevé a cabo el
mismo dia de la fusion y fue realizada mediante la extirpacion del bazo de los ratones
inmunizados que desarrollaron titulos altos de anticuerpos anti-exoantigenos. La
metodologia se describe a continuacion.

Los ratones elegidos mediante el criterio provisto por el ELISA, fueron sacrificados
por dislocacién del cuello. El resto del procedimiento se efectio en condiciones
estériles en campana de flujo laminar. Se realizé una incision en el costado izquierdo
del animai, hasta la exposicion del bazo; este drgano le fue extraido para
posteriormente colocarlo en una caja Petri estéril, que contenia aproximadamente 5
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ml de RPM!I ¥ un trozo de tela de organza, la cual se usa como tamiz. El bazo se
envolvio en la tela y se macerd muy suavemente. La suspencion celular fue
recolectada y centrifugada a 1200 rpm con 15 unl mas de medio RPMI. El
sobrenadante fue eliminado y el "botén" celular se resuspendio en 3 m! de cloruro de
amonio 0.17M durante 5 min a 4°C para lisar a los eritrocitos contaminantes.
Después de transcurrido el tiempo, el volumen fue ajustado a 12 m! con medio RPMI
y se volvio a centrifugar bajo las mismas condiciones. El "botén” obtenido en la ultima
centrifugacion fue resuspendido en 5 ml de medio RPMI.

6.3.- FUSION CELULAR

Se realiz6 la cuantificacion de ambas estirpes celulares (la linea del mieloma
empleada es la conocida como X63Ag8.653, que no secreta ningun anticuerpo o
fraccién de anticuerpo y en cultivo posee la caracteristica de formar monocapa), se
mezclaron en una proporcidon de 2:1 (dos células de bazo, por una célula det
mieloma), se centrifugé y se elimin6 el sobrenadante. Al botén celular se le anadié
polietilenglicol 4000 (GIBCO) a razén de 0.1 mi por cada 10 millones de células con
un tiempo de exposicion de 45 seg. Se adicionaron 5 volimenes mas de medio, y
finalmente se ajusté el volumen para obtener una concentracion de 500 000
células/ml, distribuyéndose esta suspension en 5 placas de 96 pozos colocando 100
ul por pozo. La selecciéon de los hibridos se realizé por cultivo en medio HAT, el
itinerario se describe a continuacion:

Dia Medio
1 RPMI complementado y al 20% con SFB
3 RPMI complementado y al 20% con SFB + HAT 100X
5 RPMI complementado y al 20% con SFB + HAT 100X
8 RPMI complementado y al 20% con SFB + HAT 100X
10 RPMI complementado y al 20% con SFB + HT 100X
12 RPMI complementado y al 20% con SFB + HT 100X
14 RPMI complementado y al 20% con SFB + HT 100X
16 RPMI complementado y al 20% con SFB

La revision de la células durante este periodo se realizd diariamente, eligiéndose
los pozos positivos al crecimiento en medio HAT (se describen en la seccion de
resultados), de dichos pozos fueron seleccionados los hibridos que dieron resultados
positivos a la prueba de captura de anticuerpos por la técnica de ELISA, efectuada
cuando dichos pozos presentaron una confluencia aproximada del 75%.
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6.4.- DETERMINACION DE HIBRIDOS PRODUCTORES DE ANTI-EXOANTIGENOS
(Tamizado)

La determinacion de hibridomas positivos a la produccion de anticuerpos anti-
antigenos de excrecion secrecion, fue llevada a cabo por la evaluacion de los
sobrenadantes de cultivos de los hibridos, dicha evaluacion se realizé por ELISA
como se describe a continuacion.

a) El antigeno se diluyé a una concentracion final de 50 ug/m! en solucién
amortiguadora de carbonatos 0.1M pH 9.6, sensibilizandose pozos de placas para
ELISA (Costar 3590 alta adherencia), con 100 pi de la solucién antes mencionada e
incubandose a 4°C durante toda la noche.

b) El exceso de la solucion fue desechado y se removieron los restos con PBS-
T.

¢) Se incubaron las placas con 200 pl/pozo de L-PBS-T durante 30 min a 37°C.
y se lavaron tres veces con PBS-T.

d) Se colocaron los sobrenadantes de los cultivos en cuestion, afiadiéndnse
100 pl de sobrenadante por pozo para posteriormente incubarse durante dos horas a
37°C.

e) Las placas se lavaron, y se les colocd 100 ! por pozo de una dilucion 1:500
de anti-Inmunoglobulinas totales de raton-peroxidasa (SIGMA). Se incubd durante 2
horas, se lavaron y se les afiadié 100 pl por pozo de la solucidn sustrato-cromogeno
dando oportunidad al desarrollo de la coloracion correspondiente y deteniendo la
reaccion con 100 pl por pozo de una solucion de HpSO4 2N. La lectura se realizd a
490 nm en un lector de placas de ELISA (BIO-RAD 3550). Los pozaos positivos a la
produccion de anticuerpo fueron expandidos y congelados para su posterior
clonacion.

DESCONGELACION DE LINEAS DE HIBRIDOMAS

Para la elaboracion de este proyecto de tesis se eligieron dos lineas de
hibridomas (1C6 y 3D2) y se procedié a su caracterizacion. Los criotubos fueron
identificados y extraidos del tanque de nitrégeno, para posteriormente ser
descongelados rapidamente en bafio Maria a 37°C. La suspension celular de los
criotubos fue transferida a tubos conicos para cultivo celular, previamente preparados
con 8 ml de medio RPMI, se centrifugd y se elimind el medio de conservacion para
evitar su toxicidad. Las células fueron resuspendidas en medio RPMI complementado
con 20% de SFB, y sembradas en placas de cultivo de 24 pozos. Posteriormente
fueron supervisadas al microscopio invertido para ver su integridad. Las células
fueron expandidas y el sobrenadante cosechado a lo largo de un mes, durante este
tiempo los Ultimos sobrenadantes fueron somelidos a prueba de produccion de
anticuerpos anti-exoantigenos dando resultados positivos (las graficas se muestran el
la' secrfi'én de resultados). Los pozos positivos fueron establecidos para su posterior
clonacion.
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6.5.- CLONACION

La clonacion de las células se realizd como se describe a continuacion. Se llevo a
cabo una suspension de las células de los pozos elegidos para clonarse.
Posteriormente se fomaron 100 pi de esta suspencion celular y se colocaron en un
pozo de placa de 96 pozos, que contenia 100 pl de medio RPMI con 20% de SFB. Se
homogenizé la suspensién de dicho pozo, y se realizaron diluciones dobles seriadas.
Con el uso del microscopio se realizo la eleccion de un pozo, que con el efecto de la
dilucién presentd un numero aproximado de 50 célufas, las cuales fueron transferidas
a un tubo estéril que contenia 20 m! de medio RPMI con 20% de SFB. La suspension
se homogeneizd y se sembré en placas de cultivo de 96 pozos, colocandose 200
ul/pozo. La metodologia antes descrita se realizé para ambas lineas celulares (1C6 y
3D2). La revision del cultivo se llevd a cabo diariamente durante el tiempo que
requirieron las clonas para crecer (aproximadamente dos semanas).

Cuando las clonas celulares se desarrollaron lo suficiente (50% de confluencia), se
realizo ia prueba de captura de anticuerpos en sobrenadantes

6.3.- SUBCLONACION

La subclonacion se hizo a partir de los pozos positivos al tamizado realizado en ia
clonacion. La técnica es similar a la descrita para la clonacion, con la salvedad de
que el pozo elegido en las diluciones seriadas solo presento 15 células
aproximadamente. Al igual que en la clonacion las células fueron sembradas con 200
ul por pozo en 3 placas de cultivo de 96 pozos.

6.7.- DETERMINACION DE CL.ASES DE ANTICUERPOS

El ensayo de determinacion de clases de inmunoglobulinas se les practicd
exclusivamente a los pozos que reunieron los criterios de monocionalidad evaluados
en el proceso de subclonacion.

La clase de inmunoglobulina se determind por medio del ELISA, con la ayuda de
varios conjugados anti-clases de ratén-peroxidasa (SIGMA), el procedimiento se
siguio de acuerdo al siguiente protocolo:

Una solucién de antigeno de excrecién-secrecion a 50 ug/ml fue colocada en
placas para ELISA (Costar 3590) a raz6n de 100 pl/ipozo, y se incubo toda la noche a
4°C. Posteriormente se lavé con PBS-T.

Fue incubada 30 min con L-PBS-T y después lavada, para posteriormente incubarla
2 horas a 37°C con los sobrenadantes frescas obtenidos de los cultivos provenientes
de la subclonacion (100 ul/pozo).

Se lavd e incubd con el conjugado correspondiente (anti-lgG y anti-IlgM de ratén-
peroxidasa (SIGMA), diluidos 1:500 afiadiéndoseles 100 ul/pozo. Se lavé con
solucitn de lavado y se les coloco la solucién de sustrato-cromégeno a 100 ! por
pozo, y se dejo desarrollar el color, deteniéndose la reaccién con HoSO4 2N
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6.8.- DETERNINACION DE SUBCLASES DE ANTICUERPOS

La determinaclén de subclases de los anticuerpos monoclonales descritos en este
protocolo se realizé por medio de dos lipos de anticuerpos: los primeros fueron
anticuerpos de conejo anti-subclases de raton (SIGMA), y el segundo un anticuerpo
anti-lgG de conejo peroxidado (SIGMA).

Se sensibilizaron pozos de placas para ELISA (costar 3580) con 100 pi de
antigeno de excrecion secrecion de cisticerco, y se incubaron 18 hrs a 4°C. se
lavaron y posteriormente se incubaron con solucion bloqueadora 30 min.

Los sobrenadantes de cultivo frescos se incubaron y el exceso se elimind y los
pozos se lavaron, para posteriormente incubarlos con los anticuerpos anti-subclases
de ratén en una diluqién 1:500 durante dos horas.

Después de la incubacion se volvieron a lavar y se les coloco el anticuerpo
anti-igG de conejo peroxidado diluido 1:500, incubandoseles dos horas.

Los pozos se lavaron nuevamente y se les afadio la solucion sustrato-
cromogeno, el color se desarrolio y se detuvo el proceso con la solucion 2N de
H2S04.

6.9.- DETERMINACION DE REACCIONES CRUZADAS

Las determinacion de reacciones cruzadas de los anticuerpos (monoclonales y
policlonales), se hicieron con los siguientes antigenos:

* Extracto totat de Taenia solium

* Extracto crudo de Trichinella spiralis

* Diferentes proteinas (albumina sérica humana, albumina sérica bovina,
ovoalblmina, fibrinégeno, lisozima, B-lactoglobulina y pepsina)

Los diferentes antigenos se diluyeron a una concentracion final de 50 pg/ml,
sensibilizéndose pozos de placas para ELISA (Costar 3590, alta adherencia), con
100 pl de la soluciones antes mencionadas, e incubandose a 4°C durante toda la
noche.

El exceso de la solucion fue desechado y se removieron los resto con solucion
de lavado tres veces.

- Se incubaron las placas con 200 pl/pozo de solucién bloqueadora durante 30
min a 37°C. y se lavaron tres veces con la solucion de lavado.

Se colocaron las muestras de anticuerpos a evaluar (sobrenadantes de cultivo,
AcMo purificado, Suero de conejo anti-E+P), anadiéndose 100 i de sobrenadante
por pozo para posteriormente incubarse durante dos horas.

Las placas se lavaron, y se les coloco 100 pl por pezo de una dilucion 1:500
del conjugado correspondiente (anti-ratdn o anti-conejo peroxidado), y se incubd 2
horas, se lavaron y se les afladio 100 u! por pozo de la solucion sustrato-cromogeno
dando’oponunidad al desarrollo de la coloracion correspondiente y deteniendo la
reaccion con 100 ul por pozo de una solucion de H2SO4 2N.
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6.10.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

La IET se realizé para la determinacién de los polipéptidos reconocidos en el
extracto proteico de los antigenos de excrecion secrecion, y se llevé a cabo de la
sigulente forma. Se hizo una SDS-PAGE como la mencionada en la pagina 34.
TRANSFERENCIA

La transferencia se realizé en camaras BIO RAD, y se prepard de la siguiente
forma: se colocd la placa negativa y sobre ésta una rejilla de plastico y dos fibras
scotch, todo esto sumergido en solucion amortiguadora de transferencia (tris 0.025M,
glicina 0.192M a pH 8.3, metanol 20% viv).

a) Sobre las fibras se colocaron dos cubiertas de papel filtro y el gel
previamente sometido a electroforesis.

b) Sobre el gel se coloco un trozo de membrana de nitrocelulosa cubriendo
toda la superficie del gel, se colocaron dos papeles filtro, dos fibras y finalmehte la
placa positiva

¢) Todo lo anterior fue colocado dentro de la camara de transferencia y corrido
a 100 volits durante una hora.

d) La membrana de nitrocelulosa fue extraida y cortada a las dimensiones
adecuadas, posteriormente fue incubada durante toda la noche a 4°C en solucion
bloqueadora (ieche descremada en polvo al 5% en PBS-Tween al 0.05%).

e) Se lavo tres veces en solucion de lavados y dos con PBS

f) Después del bloqueo se incubd con los sobrenadantes de cuitivo (o
purificados), durante dos horas a temperatura ambiente cona agitacion.

g) Se lavo tres veces con PBS-T y dos con PBS

h) Se coloco el conjugado correspondiente en una dilucidn 1:500 durante dos
horas a temperatura ambiente.

i) Las membranas se lavaron como anteriormente se describio y se les colocod
la solucidon sustratato-cromogeno (25 mg de 4-cloroi-naftol en 5 m! de etanol
abscluto, se le afadié 25 ml de PBS y 25 pl de perdxido de hidrogeno; 6 10 m!l de
PBS con 5§ ug de DAB y § pl de perdxido de hidrogeno). La reaccién fue detenida por
lavado con agua destilada al observarse el desarrollo de las bandas en la membrana.

6.11.- SISTEMA DE CAPTURA DE ANTIGENOS AcMo ADSORBIDO

Los sobrenadantes frescos obtenidos de botellas para cultivo celular de 75 cm?
fueron fijados a pozos de ELISA (Immunolon Il Dynatech), diluyéndolos vol. a vol. en
solucion amortiguada de boratos 0.2M pH 8.2. Dichos pozos fueron incubados a 4°C
durante toda la noche.

Se lavaron en solucién de lavados y se incubaron con L-PBS-T durante 30
min. a 37°C. Poslerior a este tiempo las pozos fueron lavados y les fue colocado el
antigeno a diferentes concentraciones (0, 5, 10, 15 y 20 pg/ml diluidos en PBS-T)

Después de incubar los pozos durante 2 horas con las diferentes diluciones de
antigeno, éstos se lavaron y se les colocé IgG de conejo anti-E+P acoplado a biotina
;;é\a concentracién de 2 ug/ml, colocando 100 pl por pozo incubandose 2 hrs a
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Se lavaron los pozos y se les colocé un conjugado de avidina-peroxidasa a
una dilucion de 1:500 y se incubd dos horas mas.

Se colocaron 100 pl por pezo de la solucién susirato-cromogeno y se dejo
desarrollar el color, para posteriormente parar la reaccién con HoSO4 2N.

6.12.- INDUCCION DE LIQUIDO DE ASCITIS EN RATONES BALBIC

Los ratones Balb/c hembras (de seis semanas de edad), fueron inyectados
intraperiténealmente unos con 0.5 ml de pristano, y otros con adyuvante incompleto
de Freund. Estas soluciones irritan el peritoneo y proveen de nutrientes la zona
inoculada.

A los 7 dias de la inyeccién del agente irritante se inoculd intraperitonealmente
una suspension celular de hibridomas conteniendo aproximadamente 1 000 000 de
células en 0.5 ml de PBS.

Se realizo una inspeccion diaria de los animales involucrados durante un mes.

6.13.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS POR AFINIDAD EN COLUMNAS DE
AFFI-GEL PROTEINA A

El empacado de la columna de Affi-Gel proteina A (5 ml), se realizé hidratando la
columna con 15 mi de PBS y se colocaron § ml de ésta suspension en una columna
de plastico previamente preparada:

a) La columna fue equilibrada con 50 ml de solucion de unidn (10mM de
fosfato de sodio, 0.15M de cloruro de sodio pH 8.2)

b) 20 ml de sobrenadantes de cuitivo del hibridoma E7 fueron llevados a pH
8.2 por adicién de NaOH 1M, y aplicados a la columna a un flujo de 0.6 mi/min

c) La columna fue lavada con 75 ml de solucién de unién (con este volumen se
asegura que la columna ha quedado libre de residuos que no participan en la unién a
la proteina A)

d) Las fraccion rica en inmunoglobulinas fue eluida de la columna mediante la
adicion de 25 ml solucién de elucion (citrato de sodio 0.1M pH 3.0), recolectandose 1
ml por tubo hasta un volumen de 15 ml. El volumen eluido de la columna fue
monitoreado en un espectéfotometro a 280 nm (luz ultravioleta), en celdas de cuarzo
en un espectrofotometro Beckman DUS4

e) La columna se lavé con 15 ml de solucién de regeneracion (tiocianato de
sodio 1.5M)

) Finalmente la columna fue tratada con 50 ml de solucién de union y
guardada a 4°C.
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6.14.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS POR TECNICA DE MAPS Il

5 ml de la columna fueron equilibradcs con 25 m! de solucién de unién a un
flujo de 0.6 m/min

La muestra diluida en solucion de union fue aplicada a la columna

La columna fue lavada con 25 m! de solucion de unién

La columna fue eluida con 25 mi de solucion de elucién, neutralizdndose el
eluido al recolectarse 1 ml de éste en 1.6 ml de Tris-HC! 1M pH 9.0. Posteriormente
50 ml de solucidn de elucién fueron aplicados a la columna para la remocion total de
1gG

La columna se lavé con 25 mi de solucioén de regeneracion

El volumen eluido de la columna fue leido en un espectofotometro a 280 nm
(ultravioleta), en celdas de cuarzo

DETERMINACION INMUNOLOGICA DE IgG

El eluido total de cada columna fue dividido en tres fracciones (los cinco primeros
ml 1era fraccién, los cinco segundos 2da fraccion y los cinco terceros tercera
fraccién), y puestos en didlisis durante toda la noche y a 4°C en membranas para
didlisis con tamafio de poro de 12 000 kDa

Los purificados ya dializados fueron congelados a -20°C, tomandoles una alicuota
de 400 pl para evaluarse por ELISA la presencia de anticuerpos anti-exoantigenos.

CONCENTRACION DE PROTEINAS

El concentrado de los purificados del anticuerpo monoclonal se efectud con base
en el criterio proporcionado por la determinacién inmunolégica de las 1gG. De tal
forma que las fracciones con titulos mayores a 1:3 fueron sometidas al tratamiento

Los 80 ml purificados y previamente dializados fueron colectados en el recipiente
(Amicon) de 180 ml, y fue conectado a presion positiva de nitrégeno hasta tlevarlo a
un volumen final de 8 ml.

El concentrado fue alicuoteado en tubos tipo ependorf de 500 pl y congelado a -
20°.

6.15.- SISTEMA HETEROLOGO DE CAPTURA AcPo ADSORBIDO

Los pozos para ELISA (Immunolon I fueron sensibilizados con suero de conejo
anti-E+P en una dilucion 1:500 en PBS-Tween al 0.05%, colocandose 100 pl por
pozo e incubandose toda la noche a 4°C.

Fueron lavados e incubados a 37°C por 30 min con la solucién bloqueadora
Se realizaron los lavados correspondientes y se coloco el antigenc a las
;oncenlraciones de 0, 5, 10 ,15 y 20 pg por ml y posteriormente se incubaron dos
oras
Después de ios lavados se coloco el anticuerpo monoclonal purificado a una
dilucién de 1:50 y se incub dos horas mas, posteriores a las cuales se realizaron los
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lavados. Se colocd el conjugado anti-lgG de raton-peroxidasa a una dilucién de
1:500, afadiéndose 100 pl de esta dilucién por pozo

Se dejd incubandv durante dos horas y se le colocaron 100 pl por pozo de la
soluclén sustrato-cromségeno llevandose a cabo la reaccidn y deteniéndola con una
solucién de HoSO4 2N. La lectura se llevé a cabo en un lector para placas de ELISA

(B10 RAD) 3550

6.16.- SISTEMA HETEROL.OGO DE CAPTURA AcMo E7 INMUNOADSORBIDO

Las placas para ELISA (Costar 3590) fueron sensibilizadas con suero de conejo
anti-E+P en una dilucion 1:500 en solucién amortiguadora de boratos a pH 8.2, de
esta solucion se colocaron 100 pl por pozo de esta solucion y se incubaron toda la
noche a 4°C. Las placas fueron lavadas e incubadas con la solucién blogueadora
durante 30 min. Posteriormente se realizd el lavado correspondiente

Una dilucién 1:5 del anticuerpo monocional semipurificado y concentrado fue
colocada a razon de 100 il por pozo en las placas antes mencionadas y se incubaron
durante dos horas. Después de la incubacion la solucion fue retirada y colocada en
otros pozos previamente sensibilizados con suero anti-E+P, como se describid
anteriormente y de igual forma fueron incubadas durante dos horas.

La solucidn fue retirada de los pozos y se formd un “pool” del sobrenadante de
todos los pozos. Este “pool” se diluyé 10 veces en solucién amortiguadora de boratos
0.2M pH 8.2 (1:50 con respecto a la solucidn original), y se fijo a pozos para ELISA
(immunolon 2) incubandose toda la noche

El exceso de solucion se deseché y se lavd con solucién de lavados y se
procedi6 a incubar con solucién al 5% de leche en PBS-Tween al 0.5% durante 1
hora, posterior a lo cual se realizaron los lavados correspcndientes

Después de lavar se afadié el antigeno diluido en PBS-tween a las
concentraciones de O, §, 10, 15 y 20 ug/ml, y se realizé una incubacidon a 37°C
durante dos horas

Después de incubar los pozos con las diferentes diluciones de antigeno, estos
se lavaron y se les colocé 100 p! por pozo de una dilucion 1:500 de suero anti-E+P la
cual se incubd a 37°C durante dos horas

Se lavaron los pozos y se les colocé un conjugado anti-lgG de conejo-
peroxidasa a una dilucion de 1:500 y se realizé una incubacion mas de dos horas.

Se colocaron 100 pl por pozo de la solucion sustrato-cromédgeno y se dejd
desarrollar el color, para posteriormente detener la reaccién con H2SO4 2N. Las

lecturas fueran hechas en un lector de ELISA (BIO RAD 3550) a 490 nm
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7.0.- RESULTADOS Y OBSERACIONES
. ;
Los resultados se muestran en orden cronologico, de tal forma que se pueden

dividir en ensayos de fusién; ensayos de caracterizacién y finaimente ensayos de
captura de antigenos.

7.1.- ANTIGENOS

E! método empleado para la determinacién de proteinas en los extractos
antigénicos did como resultado una concentracion de 12 mg/m! para el extracto
antigénico E+P y su patrén electroforético se muestra en la Figura 10, seenconfré un
namero reducido de bandas (12 aprox.) con pesos moleculares entre los 25 y 200
kDa. La concentracion del antigeno de excrecion secrecion fue 1.5 mg/ml, su calidad
se demostro por electroforesis desarrollandose alrededor de 22 bandas reveladas por
la tincion con azul de Coomasie a lo largo de toda la escala de pesos moleculares -
entre 16 y 200 kDa- (Figura 11).

7.2.- RESPUESTRA HUMORAL DE LOS RATONES

El protocolo de inmunizacion fue evaluado por muestras de suero tomadas de
los animales sensibilizados, estas muestras fueron sometidas a prueba de captura de
anticuerpos por ELISA. En la Figura 12 se observa como los continuos estimulos
elevan gradualmente la presencia de anticuerpos.

7.3.- TAMIZADO

De la fusion realizada (481 pozos) se obtuvieron 25 pozos positivos a
crecimiento en medio HAT (5.2% de fusion).

183 1 1D1 2B10 | 3A3 | 3G2
1B4 | 1G1 203 3B7 | 3G6
1B6 | 1H10 | 2F11 3D1 | 3H6
1C2 | 2A3 2F2 3D2_ | 3H11
1C6 | 2A5 2H8B 3D6 | 3H12

Estos pozos fueron crecidos y sometidos a prueba de captura de anticuerpos en
ELISA para determinara los pozos productores de los anticuerpos anti-exoantigenos,
de los cuales seis clonas fueron positivas (1.25% de hibridos especificos).1C2 1C6
2A3 2D3 3D2 3HS. Los resultados del tamizado se muestran en Ia Figura 13,
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Figura 10. Patron electroforético del antigeno E+P. a) Estdndar de pesos
moleculares; 1) Antigeno E+P en condiciones no reductoras; 2) Antigeno en
condiciones reductoras.
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Figura 11. Patron electroforético caracteristico de ios exoantigenos. Se
muestran el antigeno cosechado en diferentes dias. El asterisco seiiala el primer
sobrenadante cosechado.
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Figura 12. Se muestra la determinacion de anticuerpos IgG de ratén anti-
exoantigenos del metacéstodo de Taenia solium.

Absorbancia

1c2 1C6 2A3 2D3 3D2 3HE  Libridomas
Figura 13. Lineas productoras de anticuerpos anti-exoantigenos. Se muestran

los resultados del ELISA usando los sobrenadantes de las seis lineas positivas a la
produccion de anticuerpos anti-exoantigenos de cisticerco de Taenia solium.

7.4.- CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

El primer paso en la caracterizacion de las clonas fue el establecer la clase de
anticuerpos a la que pertenecian. La determinacion de clases reveld que las seis
lineas fueron de la clase IgG y los resultados se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Determinacion de clases de anticuerpos para las lineas 1C6 y 3D2.
Se muestran los resultados del ELISA usando los sobrenadantes de cultivo de ambas
lineas.

Como se mencioné en la seccion de métodos, para la elaboracion de este -
proyecto se eligieron dos de las seis lineas positivas (1C6 y 3D2). Dichas lineas
fueron expandidas para realizar los ensayos correspondientes.

La expansion de las lineas 1C6 y 3D2 se realizd y los resultados del tamizado por
ELISA se muestran en la Figura 15.
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Hibridos y testigos
Figura 15. Evaluacion de produccion de anticuerpos para las lineas 1C6 y 3D2

por ELISA. Empleando como testigo negativo a la linea Ag8 (-), y como testigo
positivo suero de raton inmunizado (+).

Aun cuando los valores de absorbancia fueron muy bajos, se decidio realizar la
clonacién de ambas lineas. Los resuitados se exponen a continuacién,
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Figura 16. Clonacion celular. Ei ﬁesquema muestra el porcentaje de pozos con
células y el numero de células por pozo. A la izquierda se muestra la grafica de la
“clonacion para la linea 1C6. Al lado derecho se representa la grafica de clonacion
para la linea 3D2.

Después de realizada la clonacion, las "lineas" fueron expandidas en cultivo hasta
alcanzar una confluencia del 75% aproximadamente, al alcanzar este grado de
crecimiento los sobrenadantes de dichos pozos fueron sometidos al ensayo de
produccion de anticuerpos anti-exoantigenos. El porcentaje de pozos positivos a la
produccién de anticuerpos fue de 0.052%, con respecto al numero de pozos
obtenidos de la clonacion. Con respecto a los hibridos totales el porcentaje fue del
10.52 al 12.5%. Los resultados se muestran en la Figura 17.
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Figura 17, Tamizaje celular. Se muestran las clonas positivas a la produccién
de anticuerpos anti-exoantigenos de cisticerco de T. solium. derivadas de Ia
clonacitn. La grafica de ia izquierda pertenece a la linea 1C6 (una clona positiva C2),
y la gréfica de la derecha la de la linea 3D2 (dos clonas positivas A1 y F1). La dltima
barra a la derecha de cada una de las grificas representa al testigo positivo (suero
de ratén inmune),
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La clona obtenida a partir de la linea 1C6 no se logré expandir y murio al cultivo a
los pocos dias de realizada la clonacion. Las dos clonas provenientes de la linea 3D2
si se lograron expandir y fueron reetiquetadas A1 (3D2H4) y F1 (3D2H7).

Las dos clonas (A1 y F1) fueron sometidas al proceso de subclonacién con el
objeto de que cumpliese el requisito de monoclonalidad (una célula, una clona). La
clona A1 no fue positiva al crecimiento en el proceso de subclonacion y fue
congelada a -70°C. La subclonacion de F1 arrojé los siguientes datos:

Pozos con células 9.72%
Pozos con una sola célula 1.041% (tres pozos)

Los tres pozos que cumplieron con el fequisito de presentar una sola célula
(criterio de monoclonalidad), fueron ensayados para establecer su capacidad de
producir anticuerpos anti-excantigenos, dando positivo al ensayo de captura de
anticuerpos por ELISA. .

Los tres hibridos monoclonales se denominaron D11, E2 y E7 se expandieron en
cuitivo y sus sobrenadantes fueron cosechados cada tercer dia para someterios a la
caracterizacién inmunoquimica correspondiente.

E! siguiente paso en la caracterizacion de los anticuerpos monoclonales fue el
establecimiento de su subclase. La determinacion de la subclases puso de manifiesto
que el anticuerpo pertenecia a la subclase IgG1 para los tres hibridos (Figura 18).

3T mipG1
2.5 8IgG2a
®igG2b

27 DIgG3

Absorbancia

Hibridos v testigas

Figura 18. Determinacién de subclases. El esquema muestra la distribucion de
las subclases para los anticuerpos monoclonales D11, E2 y E7. Suero de raton
inmunizado fue empleado como testigo positivo (+), y sobrenadante de la linea del
mieloma como testigo negativo (-).
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El ensayo de reacciones cruzadas que enfrento al anticuerpo monoclonal con los
antigenos de Extracto Crudo de Trichinella spiralis y antigeno total de Taenia solium
fue negativo mostrandose los resultados de dicho ensayo en la Figura 19.
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A.T.Tenia E.C.Trichinella E-S Cisticerco 3]
Antigenos

Figura 19. Gréifica de Reacciones Cruzadas. El ensayo no detecté el
fenémeno de reaccion cruzada con los antigenos implicados en el experimento. El
simbolo (-) muestra el testigo sin anticuerpo monocional.

La caracterizacién inmunoquimica por inmunoelectrotransferencia se realizé con
los dos extractos antigénicos. Al enfrentar al anticuerpo monoclonal contra el
antigeno E+P en condiciones reductoras en IET evidencio el mismo patron antigénico
(siete bandas) para los tres monoclonales, asi como para las dos clonas previas (A1
y F1) vy las bandas que fueron reconocidas en el extracto crudo del cisticerco
presentaron los siguientes pesos moleculares 102.5; 91.1; 77.5; 72.8; 64.5; 24.2 y
10.2 kDa (Figura 20). Al enfrentar tanto a los monoclonales como a las clonas al
mismo antigeno en condiciones no reductoras se presentd la misma situacién, es
decir, el patron desarrollado por los diferentes tipos celulares fue el mismo dando
cuatro bandas con los siguientes pesos moleculares: 98.4; 93.1; 63.7; 31.8 kDa
(Figura 21). Con base en que los resultados arrojados por la técnica de
inmunoelectrotransferencia indicaban que se trataba de un solo anticuerpo, se les
traté como el mismo anticuerpo monoclonal y se le denominé E7.

Al enfrentar a! anticuerpo monoclonal E7 contra el antigeno de excrecion
secrecion en condiciones reductoras se revelaron tres bandas de bajo peso
molecular, los pesos moleculares de las bandas son los siguientes: 39.05, 20.9y 124
kDa (Figura 22). £n condiciones no reductoras se desarrollaron tres bandas de bajo
pesc molecular debidas a la reaccion del anticuerpo monoclonal (59.0; 50.6 y 28.0
kDa), y dos mas debidas a la reaccién Gnica del conjugado peroxidado de alto peso
molecular (150.7 y 141.1 kDa), se muestran en la Figura 23, Al enfrentar el
anticuerpo monoclonal a una fraccion enriquecida de glicoproteinas del metacéstodo
en inmunoelctrotransferencia la reaccion fue negativa (datos no mostrados).
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Figura 20. IET Ag E+P en condicion reductora vs AcMo E7. 1, 2 y 3 muestran
diluciones del anticuerpo (1 es la dilucién mayor); “P" son los testigos positivos (Anti
ES y Anti E+P); y “B” muestra ia tira sin anticuerpo monoclonal (tira blanco)
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Figura 21. IET Ag E+P en condiciones no reductoras vs AcMo E7. 1y 2 son

diluciones del anticuerpo monoclonal (2 es la dilucién mayor), y *B” es Ia tira blanco
(tira sin anticuerpo monoclonal).
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a 1238 P
Figura 22. IET Ag E-S en condicion reductora vs AcMo E7. Se muestran las
bandas reconocidas por el anticuerpo monoclonal E7 en los exoantigenos en
condiciones reductoras. 1, 2 y 3 son diluciones del anticuerpo monoclonai (3 es la
dilucién mayor), las diluciones se emplearon para establecer que dichas bandas no
eran producto de uniones inespecificas; “B" es la tira blanco (sin anticuerpo

monoclonal) y “P” {os testigos positivos (anti E-S y anti E+P).
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Figura 23, IET Ag E-S en condiciones no reductoras vs AcMo E7. 1,2, 3y 4
muestran dlluciqnes dej anticuerpo monocional (4 es la dilucion mayor); “B” es la tira
blanco; y (+) sefiala a los testigos positivos (anti E-S y anti E+P).
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7.5.- CAPTURA DE ANTIGENOS

' El primer sislema de captura disefiado con el uso de los sobrenadantes del
anticuerpo monceclonal E7 como agente de captura y el anticuerpo policlonal (anti-
E+P), como anticuerpo de revelado fue desalentador, ya que el sistema no
diferenciaba entre un pozo con antigeno y un pozo sin antigeno, o sea, las
absorbancias no se veian influenciadas por la presencia o la ausencia del antigeno
(Figura 24). Los anticuerpos de revelado (anti-E+P), se emplearon biotinilados y sin
biotinilar, para los anticuerpos sin biotinilar se empleo un conjugado anti conejo-
peroxidasa para evidenciar la reaccion. Al mismo tiempo se evalio el efecto del
sistema revelador (S.A.), en estos pozos solo se fijaba el anticuerpo monocional, se
bloqueaba y se colocaba PBS-Tween en lugar del antigeno y del anticuerpo
policlonal, y finalmente se colocaba el sistema revelador (Avidina-peroxidasa o anti
conejo-peroxidasa). Las barras referidas al bloqueo evaluaban una posible reaccion
del policlonal con nuestro sistema de bloqueo (leche descremada al 5% en PBS-
Tween al 0.05%), en dichos pozos solo se bloqueaban y se colocaba el antigeno, el
Anticuerpo policlonal y el sistema amplificador.

34 M Sistema avidina-
peroxidasa
2.5 ¢ EI1Sistema anticonsjo-

peroxidasa

Absorbancia a 490 nm
[+

[¢] 10 20 S.A. Blogqueo
concentracién de antigeno (ug/ml)

Figura 24. Sistema Heterélogo de Captura. El ELISA se disefid usando e!
anticuerpo monoclonal coma anticuerpo de captura y al policlonal como anticuerpo de
revelado. S.A muestra al testigo sin anticuerpo policlonal, y las barras de bloqueo
muestran al testigo sin anticuerpo monoclonal.

Con el planteamiento de la reaccién entre el policlonal y algin componente del
sobrenadante de cultivo, se decidié expander la linea en peritoneo de raton y purificar
a los anticuerpos monoclonales a partir ce éste fluido.

La purificacién de anticuerpos monoclonales a partir de liquido de ascitis esta
ampliamente descrita (Goding, 1983; Harlow, 1988). Por esta razén se decidid
inocular cuatro ratones hembras con los hibridomas productores del anticuerpo
monoclonal E7. El resultado de esta inoculacion fue negativo a la produccion de
ascitis, aun después de 1 mes de haber sido efecluado el tratamiento de los animales
(Figura 25).
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Figura 25. Raton ascitico. a) ratén inoculado con hibridomas productores de
anticuerpo monoclonal E7; b) raton inoculado con hibridomas productor de liquido de
ascitis. Se puede aobservar el gran volumen del abdomen desarrollado en el raton “b*
por [a presencia de las células hibridas. Notese como los hibridomas productores del
monoclonal E7 no inducen la produccién de liquido de ascitis.
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Se procedio entonces a purificar el anticuerpo monocional directamente del

sobrenadante

La purifica
en la seccion
rasultado la Fi

D.0 a 280 nm

Figura
monoclonal E

de cultivo. R
cion del anticuerpo monoclonal Ev Hlevada acabo por Iz técnlca descrila
de metodos se evalué espectrofotométricamente a 280 nm, dando por

igura 26.
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26, Evaluacién espectrofotométrica del purificado del anticuerpo
7 en la columna de Affi-Gel Proteina A.

Como se puede cbservar en la Figura 26 la sensibilidad del sistema no fue capaz
de detectar las pequefisimas cantidades de anticuerpo presentes en las fracciones
eluidas de la columna de proteina A. Con base en esto se realizd un ensayo de
captura de anticuerpos por ELISA (determinacién inmunolbgica), para poner en
evidencia la presencia del anticuerpo monoclonal en la fraccion eluida de la columna

(Figura 27).
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Figura 27. Evaluacion inmunologica realizada a las fracciones purificadas.

Ya que el método inmunoldgico nos proveia de un parametro de cuantitatividad se
decidié emplearlo como indicador de la cantidad de anticuerpos presentes en los
purificados, fue asi como se planteo el empleo de los purificados en el ensayo de
caplura, Al realizarse el ensayo de captura empleando el anticuerpo monocional
purificado y usandolo como anticuerpo de captura, y al anticuerpo policlonal anti E+P
como anticuerpo de revelado, la grafica que se obtuvo no cambio con respecto a la
obtenida empleando sobrenadantes de! anticuerpo monoclonal (Figura 24).

La determinacién de la calidad del purificado se llevé acabo con la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida los cuales mostraron una banda de
aproximadamente 70 kDa, con Io cual se cree que se tratd una contaminacion por
albumina (Figura 29).

Con base en los resultados poco eficientes obtenidos por la purificacién del
anticuerpo monoclonal con la columna de Affi-gel Proteina A, se decidié cambiar el
método de purificacion, empleando para esto un kit descrito para la purificacion de
anticuerpos monoclonales de subclase IgG1 (MAPS Ii), los resultados de dicho
proceso se muestran en las Figuras 28a (determinacion espectrofolométrica) y 28b
(determinacion inmunolégica).
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Figura 28a. Determinacién espectrofotométrica a 280 nm de la fraccion de IgG
eluidas de la columna de MAPS II.
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Figura 28b. Determinacion inmunoldgica. Se esquematiza la determinacion
inmunolégica de las fraccion de las IgG obtenida de la columna de MAPS II, en
comparacion con las fracciones obtenidas por Ia técnica de Affi-gel Proteina A.

La calidad del purificado obtenido de la técnica de MAPS Il se evalué por el
método de electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y tincién de azul de
Coomasie. Como se puede observar en la Figura 8, el resultado es muy similar al
obtenido por el método de Affi-Gel Proteina A, la banda de 69 kDa (sospecha de
albimina) se mantuvo. Aun cuando aparentemente no hay grandes diferencias entre
ambos métodos de purificacion, se decidié emplear a los purificados obtenidos de la
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técnica de MAPS Il en el sistema de captura, con la idea de que Ia calidad de dichos
purificados fuese superior a la de los purficados obtenidos de la columna de Affi-Gel
proteina A, es declr, que el probiema de contaminacion por albimina se eliminara.

206.3-
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70.8-
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a 1 2 3 4 5

Figura 29. Patrén electroforético de purificados. Control de Calidad realizado a
las fracciones puras del anticuerpo monoclonal E7. a) Estandar de pesos
moleculares; 1) Purificado por columna de proteina A en condiciones no reductoras;
2) Purificado por columna de proteina A en condiciones reductoras; 3) Purificado por
MAPS Il en condiciones no reductoras; 4) Purificado por MAPS Il en condiciones
reductoras; 5) Sobrenadante de cultivo.

Al no poder poner en evidencia el patrén caracteristico de un anticuerpo de clase
19G con la tincién de Coomasie, se decidié realizarle a los purificados tincion de plata
e inmunoelectrotransferencia, empleando como revelador un conjugado anti-IgG de
ratén. Los resultados se muestran en las Figuras 30 y 31.



a 1T 2 3 4

Figura 30. Tincién de piata en geles de poliacrilamida al 10%. a) Estandar de
pesos moleculares; 1) Anticuerpo monoclonal purificado (condiciones no reductoras);
2) Anticuerpo monoclonal purificado (condiciones reductoras); 3) Sobrenadante de
cultivo (condiciones no reductoras); 4) Sobrenadante de cultivo (condiciones
reductoras).
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Figura 31. IET del anticuerpo monoclonal E7. 1) Anticuerpo monocionai E7 en
condiciones no reductoras (por duplicado); 2) Anticuerpo monocional en condiciones
reductoras (por duplicado).
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El anticuerpo purificado por la columna de MAPS II, fue empleado como
- anticuerpo de captura, en el sistema antes referido y los resuitados se muestran en la

Figura 32.
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Figura 32. Sistema heterélogo de Captura. Se utilizé al Anticuerpo Menocional
puro obtenido por la técnica de MAPS |l como anticuerpo de captura.

Los resultados mostraron una reaccion entre el anticuerpo policlonal de conejo
anti E+P y el "purificado” obtenido de cualquiera de las dos técnicas empleadas de
purificacién. Como se hizo notar el eluido obtenido de las columnas presentaba una
contaminacion considerable de albimina, por lo tanto se procedid a enfrentar al
anticuerpo policlonal contra esta y otras proteinas. El ensayo mostré la alta
inespecificidad del anticuerpo policlonal. El anticuerpo monoclonal también fue
somestido al ensayo, y solo presenté una ligera reaccion con el fibrindgeno (Figura
33).
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Figura 33. Reacciones Cruzadas de los anticuerpos policional y monoclonal
contra algunas proteinas puras. Obsérvese la reaccién ocurrida entre el anticuerpo
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policlonal o-E+P y ia mayoria de las proteinas ensayadas, principalmepte con
albimina sérica bovina (A.S.B.), albimina sérica humana (A.S.H.), fibrinogeno y
ovoalbiimina. i

Al enfrentarnos a la imposibilidad de elaborar una curva Dosis-Respuesta con
nuestro sistema heterdlogo de captura, y tomando en cuenta la “inespecificidad”
mostrada por el anticuerpo policlonal, se decidié invertir el sistema. Se colocé el
anticuerpo policlonal anti E+P como agente de captura de antigenos y al anticuerpo
monoclonal E7 como el anticuerpo de revelado. El ensayo descrito hizo posible la
realizacién de la curva dosis-respuesta, aunque mostré una sensibilidad muy baja,
los resultados se resumen el Ja Figura 34.
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Figura 34. Sistema heterdlogo de captura, Se emplea al anticuerpo policlonal
anti-E+P como anticuerpo de captura (dil. 1:250), y al anticuerpo monocional como
anticuerpo de revelado (dil. 1:50). Como lo demuestra la grafica, la sensibilidad dada
por este sistema es limitada.

Las conclusiones obtenidas del experimento arriba mostrado fueron de gran
importancia, ya que puso de manifiesto que ia interaccion detectada en los anteriores
ensayos de captura se debia basicamente a la reaccion del anticuerpo policlonal con
algin contaminante presente en las fracciones eluidas de las columnas de
purificacion y no con el anticuerpo monoclonal como tal. ’

La baja sensibilidad se atribuyd en un principic a la cantidad tan pequena del
anticuerpo monoclonal manejada en el ensayo, es decir, que pudiese ser un factor
limitante en el ensayo. Teniendo en cuenta esta observacion se propuso manejar
diferentes concentracicnes del anticuerpo monoclonal para discriminar esta
posibilidad.
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Las concentraciones de anticuerpo monocional 1:50 y 1:25 fueron empleadas para
contestar la pregunta planteada acerca de la concentracion del anticuerpo
monocional. Los resultados se observan en la Figura 35, como se puede observar la
cantidad de anticuerpo monoclonal no mostré ninguna influencia sobre la sensibilidad
del sistema de captura.

0.9 —~e—AcMo 1:25
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Figura 35. Efecto la dilucién del anticuerpo monoclonal E7 sobre el sistema de
captura. El anticuerpo policlonal se utilizé en una diluciéon 1:250 {como anticuerpo de
captura). Se concluye que la concentracion del anticuerpo monocional no limita la
sensibilidad del sistema

Existia la posibilidad de que el anticuerpo policional anti E+P a la dilucion de
trabajo empleada pudiese provocar el fendémeno de efecto estérico inhibiendo asi la
unién del anticuerpo monoclonal con su epitopo. Para discriminar esta hipotesis se
realizaron diluciones del anticuerpo policlonal y se fijaron a los pozos para ELISA. El
ensayo demostré que el anticuerpo policlonal no provocaba dicho fendmeno (Figura

as),
B Antigeno {40pg/mi)
B sin antigeno
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Figura 36. Efecto de la dilucion del anticuerpo policlonal sobre el sistema de
captura. Se observa como la cantidad de! policlonal no afecta {a sensibilidad.



Tratando de mejorar la sensibilidad del ensayo y después de poner en evidencia
ia inespecificidad del anticuerpo policlonal anti E+P, se decidié regresar al primer
modelo de captura, es decir, al sistema que emplea como anticuerpo de captura ai
anticuerpo monoclonal, con la salvedad de qgue en lugar de emplear al anticuerpo
policional anti E+P, se empleo el anticuerpo policlonal anti E-S. Los resultados no
demostraron mejuria con respecto al ensayado con el policlonal anti E+P (Figura 37).
Ya que la reaccion se presentaba con ofro componente del purificado distinto al
anticuerpo monoclonal, se desarrollo un método de inmunoadsorcion como un paso
de purificacion adicional que mejorara la calidad de los anticuerpos puros.

Al no contar con un mejor método de purificacion se decidié realizarle al
semipurificado del anticuerpo monoclonal E7 un proceso de inmunoadsorcién frente
al anticuerpo policlonal de conejo anti-E+P, y posteriormente emplear dicho
inmunoadsorbido en el sistema de captura fijandolo a la placa , es decir, como
anticuerpo de captura (el procedimiento se describe en la seccion de métodos,
Sistema de captura inmunoadsorbido). Los resultados fueron alentadores (Figura
38), con base en que la sensibilidad se elevd notoriamente con respecto a los
ensayos de captura previamente probados,
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Figura 37. Sistema heterélogo de captura con AcMo E7 como capturador y
AcPo anti E-S como anticuerpo de revelado con anti-conejo peroxidado como sistema
amplificador.
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Figura 38. Comparacién de los 'sistemas de captura. Se muestra la mayor
sensibilidad presentada en el Sistema de Captura Inmunoadsorbido. El anticuerpo
policlonal se empleo a 1:500; y e! anticuerpo monoclonal 1:50.

Una vez mas se debid discriminar la posibilidad de que el anticuerpo monoclonal
fuese un reactivo limitante en el sistema, para establecerlo se emplearon dos
diluclones diferentes del anticuerpo monoclonal en el ensayo de captura. Al igual que
en los ensayos previos se pudo constatar que la dilucién de trabajo no limitaba la
sensibilidad del sistema (Figura 39).
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Figura 39. Influencia de Ia dilucion del anticuerpe monaclonal E7 en el sistema
de captura (inmuncadsorbido).
Buscando mejorar [a sensibilidad de ia prueba y con base en los reportes del sistema
de biotina-avidina como un gran amplificador, se decidid emplear al anticuerpo
policlonal anti E+P biotinilado y utilizarlo en el sistema de captura, pero el ensayo
fue incapaz de distinguir entre pozos con antigeno y pozos sin antigeno (Figura 40)
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Figura 40. Sistema heterélogo de captura empleando conjugado avidina-
peroxidasa como sistema amplificador.

Aun cuando la sensibilidad del sistema inmunoadsorbido (empleando anti conejo-
peroxidasa), nunca fue la dptima y de alguna forma el sistema no se postulaba como
un buen método de diagndstico, se decidi6 realizar su validacion. La validacion del
Sistema Heterologo de Captura Inmunoadsorbido se llevo a cabdé con muestras de
liquido cefalorraquideo y suero con diagndstico referido por la prueba de deteccion
de anticuerpos realizada en el Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia
Epidemioldgicos. La validacién arrojo por resultado la reaccién positiva -valores mas
alla de 0.20- con 19 de los 20 sueros ensayados (solo un suero tuvo un valor de
absorbancia 0.178), no importando si diches sueros eran muestras positivas o
negativas. En el caso de las muestras que eran liquidos cefalorraquideos, todas
cayeron por debajo de 0.20 de wvalor de absorbancia (Figura 41).

D.O

1.2 +

1+

0.8

0.6

0.4 ’

0.2' I l

AHAERAIARNRE T 0fnoetd nedlfalt
B N R UWY 1 J 8 23 3 6 L P 4aF HA = P

BUEHOS NEGATNVOS SUEROS LcR Ler B
Muestras

. Figura 41. Validacion del Sistema Heterdlogo de Captura. Alineados a la
izquierda se muestran los sueros evaluados y a la derecha los LCR.
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Figura 42. Absorbancias promedios de muestras evaluadas. Se muestran las
absorbancias promedios de muestras positivas y negativas con sus respectivas
desviaciones estandar.

La conclusién del ensayo de validacion es el planteamiento de una reaccion entre
el anticuerpo monoclonal y algiin componente del suero, no presente en LCR. El
paso inmediato postulado fue el enfrentar al anticuerpo contra un suero normal en
ELISA de captura de anticuerpos empleando a dicho suero como antigeno. Los
resultados no fuercn graficados ya que los pozos que actuaban como blancos del
ensayo dieron una reaccioén muy importante con el suero normal.

Al no poderse establecer la reaccién del anticuerpo monoclonal con suero normal
en ELISA, se decidi6 realizar un ensayo en inmunoelectrotransferencia, es decir,
correr por electroforesis un lote de suero normal humano, y transferirlo a una
membrana de nitrocelulosa, para posteriormente enfrentarlos al anticuerpo
monoclonal. Como se presenté un efecto de reaccién cruzada entre el suerc de
humano y el anti-igG’s de ratén en el método de ELISA, el objetivo de la
inmunoelectrotransferencia era evidenciar las bandas desarrolladas por el anticuerpo
monoclonal y no tomar en cuenta las promovidas por el conjugado anti-ratén. Como
resultados se reportd una serie de bandas (atribuidas al anticuerpo monoclonal), con
peso molecular entre 100 y 70 kDa. Las bandas reveladas por el conjugado fueron
tres presentando pesos moleculares de 160, 46 y 24 kDa (Figura 44, tira blanco (B).
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Figura 43. |IET entre anticuerpo monoclonal E7 vs suero normal humano en
condiciones no reductoras. 1, 2, 3, y 4 son diluciones del anticuerpo monocional
empleadas para demostrar que las reacciones no eran por uniones inespecificas; y
*B" es la tira sin anticuerpo monoclonal; “a” es el estandar de pesos moleculares.
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Figura 44. IET Suero humano normal en condicion reductora vs AcMo E7. Las
tiras de la 1 a la 6 muestran la reaccién llevada a cabo entre un suero normal
humano en condiciones reductoras y el anticuerpo monoclonal E7 a diferentes

diluciones. “B" es la tira blanco (testigo sin anticuerpo monoclonal); “a” es el estandar
de pesos molecuiares.
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8.0.- DISCUSION

Al tomar en cuenta gque los métodos serolégicos descritos para el diagndstico de
la cisticercosis no ponen de manifiesto la presencia estricta del parasito (parasitosis
activa), o detectan fenémenos de reaccion cruzada con otros parasitos afectando con
esto la especificidad de la prueba, ha sido preocupacién de diversos grupos de
investigadores el describir técnicas que promuevan una mejora en el diagnostico de
esta enfermedad. Es por esto que la produccion de anticuerpos monoclonales anti-
antigenos de cisticerco de T.solium se planteé como una alternativa para mejorar el
diagnostico teniendo como objetivo disminuir el fenémeno de reaccién cruzada y por
ende aumentar asi la especificidad de la prueba.

El empleo de los anticuerpos monoclonales ha sido muy amplio desde que su
produccion fue descrita (Kohler-Milstein 1975), a partir de entonces los anticuerpos
monocionales han tenido un gran impacto en las area bioldgicas y biotecnoldgicas.
El empleo de los anticuerpos monoclonales ha mejorado el inmunodiagnéstico y para
apreciar el impacto real de los anticuerpos monoclonales es necesario comprender
los problemas y limitaciones que presentan jos métodos serologicos convencionales
en donde se emplean antisueros policlonales. La principal limitante de los antisueros
policlonales es que la obtencion de una alta especificidad resulta muy dificil e
incierta, ya que esto requiere de un antigeno altamente puro. Con el desarrollo de los
anticuerpos monoclonales ahora es posible obtener cantidades ilimitadas de
anticuerpos altamente especificos contra casi cualquier molécula o porcion de
molécula, atn partiendo de antigenos que no posean una alta pureza, La disminucion
de reacciones cruzadas, la alta afinidad y la homogeneidad de las propiedades
fisicas son algunas de las caracteristicas presentes en los anticuerpos monoclonales
{Goding, 1983).

El presente trabajo tuvo como propodsito principal la caracterizacion de uno de los
anticuerpos monoclonales anti-exoantigenos del cisticerco de T.solium con miras
hacia el mejoramiento de la prueba de captura de antigenos (sensibilidad 1 pg/ml;
especificidad del 75%) realizada en el Departamento de Inmunoparasitologia del
Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicas. Se decidié emplear a
los exoantigenos del cisticerco en la produccion de estos anticuerpos monoclonales,
ya que son estas las moléculas que libera el parasito y finalmente las que se pueden
encontrar en circulacion. La produccion de los exo-antigenos se realizdé en medio
RPMI sin complementar, esto para inducir la produccién de matabolitos del
metacéstodo a partir de compuestos mas sencillos, ya que en cultivo el metacéstodo
libera estos metabolitos al medio. La produccién de exoantigenos ha sido descrita por
otros autores en otras parasitosis (Allan, 1992). Las lineas 1C6 y 3D2 (productoras
de anticuerpos anti-exoantigenos del metacéstodo de T.solium), fueron elegidas para
su caracterizacién inmunoquimica en el desarrollo de este proyecto.

70



Como se muestra en la determinacién de clases y subclases de anticuerpos
(Figuras 14y 18), el obtener lineas celulares que produjeron anticuerpos de la clase
1gG subclase IgG1 resuito congruente con los protocolos de inmunizacién y fusion
empleados en la produccion de nuestros anticuerpos monoclonales. Apoyandonos en
las observaciones realizadas por Goding donde se reportdé que la inmunizacién de
ratones con algln parasito empleando adyuvante de Freund provoca principalmente
una respuesta de tipo IgG1 y por consiguiente muchos hibridomas productores de
anticuerpos I1gG1. De igual forma el emplear céiulas provenientes de bazo tfrae
consigo una distribucién de hibridomas similar a la encontrada en el suero (Johnson y
co0l,1991). Al combinar ambas metodologias la produccion de anticuerpos del tipo
IgG1 resulté ampliamente favorecida.

j

Los valores bajos de absorbancia promovidos por las lingas antes de ser cionadas
(Figura 15), es un punto importante, nosotros sugerimos que probablemente dichas
lineas se mantuvieron demasiado tiempo en cultivo y a lo largo de éste, la proporcion
de células productoras de anticuerpos anti-E-S con respecto a las no productoras
disminuye considerablemente, dando como resultado una baja en la concentracion de
los anticuerpos especificos y por consecuencia una disminucién en el valor de
absorbancia. El reducido nimero de pozos positivos a la produccion de anticuerpos
posteriores a ia clonacion era de esperarse con base en los valores tan bajos
promovidos por las lineas. Lo contrario sucedié al realizar la subclonacion de los
pozos positivos obtenidos de la primera clonacidn. En este caso los pozos
previamente enriquecidos por el proceso de clonacion contaban con una elevada
proporcién de células productoras siendo logico esperar un gran numero de pozos
positivos a la ELISA de captura de anticuerpos.

Al enfrentar a los anticuerpos monoclonales y a los sobrenadantes de las lineas
celulares con los extractos antigénicos (extracto crudo E+P; y exoantigenos) en
inmunoelectrotransferencia se pudo evidenciar que se trataba del mismo anticuerpo
aln desde las lineas celulares (Figuras 19, 20, 21 y 22). Al realizarse dicho ensayo
tanto los monoclonales (D11, E2 y E7), como las clonas (A1 y F1) desarrollaban el
mismo patrén de bandeo, esto podria justificarse con el concepto de
inmunodominancia que presentan algunas moléculas como es el caso del antigeno B.
Con estos resultados y los obtenidos en el ensayo de determinacion de subclases se
concluy6 que desde las clonas se estaba tratando con el mismo anticuerpo. Por esto
se decidi6 tratarlos como a uno solo denominandosele anticuerpo monoclonal E7
(AbMo E7).

La presencia de una banda de aproximadamente 30 kDa en ambos extractos
antigénices en condiciones no reductoras, y con la evidencia de que en condiciones
reductoras se desarrollaban dos bandas, una de 20 kDa y otra de 10 kDa, se puede
sugerir a titulo de tentativa que la banda de 30 kDa es un dimero compuesto por dos
polipéptidos de 10 y 20 kDa (Figuras 20, 21, 22y 23).
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Otro aspecto importante mostrado en la técnica de inmunoelectrotansferencia fue
que el anticuerpo desarroliaba mas de una banda con ambos extractos antigénicos,
no importando si se encontraban en condiciones reductoras o no, Esto puede
atribuirse a dos causas principaimente:

1) Que el epitopo reconocido por el anticuerpo menoclonal ‘uese muy pequefio (tan
solo cuatro o cinco aminoacidos), existiendo grandes posibilidades de gue esta
secuencia se repitiera en diferentes componentes de los extractos antigénicos
{Harlow-Lane,1988). Esta hipotesis se mantuvo mas congruente con los resultados
obtenidos, aungue solo se empafnaba por el ensayo de reacciones cruzadas
realizado para los antigenos de extracto total de Taenia_solium y para el extracto
crudo de Trichinella spiralis, en et cual no se evidenciaba reacciones cruzadas, luego
entonces, esta secuencia solo se encontraba en los antigenos del metacéstodo.
Segun Harlow las reacciones de este tipo pueden ser detectadas ocasionaimente
entre antigenos relacionados (Harlow-Lane,1988), como es el caso del extracto crudo
y los exo-antigenos del metacéstodo de Taenia solium.

2) Una segunda posibilidad era la planteada por una reaccion del anticuerpo
monocional con glicoproteinas. Esto se explica mediante el principio de que los
carbohidratos presentes en este tipo de moléculas son materialmente fas mismas en
todas. Algunos autores han reportado el fenomeno de reacciones cruzadas no
esperadas con glicoproteinas {(Mohamed, 1994; Zodda DM, 1982; Omer Ali P, 1985).
Esta hipotesis se propone menos viable con base en el resuitado negativo al
enfrentar el anticuerpo monoclonal en inmunoelectrotransferencia contra una fraccion
enriquecida de glicoproteinas obtenidas apartir del extracto crudo del propio
metacéstodo.

Al implementar e! primer sistema de captura, adsorbiendo et sobrenadante de
cultivo de los hibridomas productores del anticuerpo monoclonal E7 para que
actuase como anticuerpo de captura, y emplear al anticuerpo policlonal anti E+P
{AcPo) como anticuerpo superior o de revelado; los resultados pusieron de manifiesto
la reaccion entre el AcPo y el AcMo E7, es decir, que la reaccién se Hevaba a cabo
hasta en aquellos pozos que no contenian antigeno (el cero de la curva) y no
mostraba ninguna relacidn en funcion de la cantidad de antigeno. Se propuso una
reaccion entre el anticuerpo policlonal y/o el sistema amplificador con et anticuerpo
monoclonal y/o el sistema de bloqueo. Al emplearse los testigos necesarios {los que
evaluaban la posible reaccion del bloqueo y del sistema amplificador con cualquiera
de los demas componentes del sistema) y dar negativos la reaccion solo podia
atribuirse al resultado de una interaccion entre el anticuerpo policlonal anti E+P y el
anticuerpo monocional E7. Con base en que se llevaba a cabo la reaccién entre el
anticuerpo policionat y alguno de los componentes del sobrenadante de cultivo, o
incluso con el propio anticuerpo monoclonal se postuld ta purificacion del anticuerpo
para eliminar dichas reacciones.

Ya que las técnicas de purificacion de anticuerpos monoclonales sugieren que
estas sean realizadas apartir de liquido de ascitis nosotros tratamos de inducirlos en
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ratones de la cepa BALB/C (Goding, 1983; Harlow-Lane, 1988). El resuitado negativo
en la induccién de liquido de ascitis se puede atribuir a dos posibles causas:

1) Que los hibridos secretores de el Anticuerpo Monoclonal hubieran sido
producidos con una cepa de ratones diferente a BALB/C, esto es posible ya que los
ratones empleados en el proceso de fusion no son ensayados para determinar la
cepa a la que pertenecen, esto provocaria el reconocimiento de los hibridomas como
alotransplantes en el ratén y por consiguiente su eliminacién por el sistema
inmunitario.

2) Oftra posibilidad es que los hibridomas productores del anticuerpo presentaran
un crecimiento lento.

En la actualidad ninguna de los dos anteriores posibilidades representan un gran
problema, ya que ahora se cuentan con dispositivos que realizan ia funcion de
ratones in vitro y producen cantidades de anticuerpos equivalentes a la de
aproximadamente 60 ratones productores de liquido de ascitis.

El primer intento para purificar al anticuerpo monoclonal se hizo empleando para
ello una columna de afinidad, concretamente Affi-Gel proteina A. La técnica se realizé
como indicaba el instructivo del reactivo, y la determinacion espectrofotométrica se
realizo a 280 nm en celdas de 1 ml. Los resultados fueron desalentadores ya que las
curvas obtenidas no mostraban el segundo pico que corresponde a la fraccion rica en
IgG (Figura 26). En un principio se pensd que esto se debia a un problema en el
desarrollo de la propia técnica, fue por esto que se propuso realizar la determinacion
por un método serolégico, es decir, realizar un ensayo de captura de anticuerpos
evaluado los purificados eluidos de la coiumna (Figura 27), los titulos mostraron una
gran similitud entre los purificados y los sobrenadantes, dicho de otra manera, la
cantidad de anticuerpo no se veia afectada por el proceso de purificacion, si no que
la cantidad proveniente del cultivo era tan pequena que practicamente no se
detectaba espectrofotométricamente a 280 nm. En vista de que la determinacién
inmunoldgica de las IgG nos proporcionaba un parametro "cuantitativo” de estas, se
decidi6 continuarlo en las posteriores purificaciones.

Los purificados obtenidos de la columna de Affi-Gel proteina A fueron sometidos
al sistema de captura, estos al igual que en el primer sistema de captura descrito
fueron empleados como anticuerpos de captura. Los resultados fueron
desafortunados, ya que al igual que en el sistema que empleaba el sobrenadante de
los hibridos, los testigos negativos presentaban una gran reaccion. La calidad de los
purificados fue evaluada por electroforesis en geles de poliacrilamida con tincidn de
Coomasie, dicho ensayo mostrd una banda de 69 kDa en condiciones reducturas. En
condiciones no reductoras se presento también una sola banda de aproximadamente
65 kDa. En funcién de que ninguna de estas bandas correspondia a un patrén de
bandas esperado, y con base en el peso molecular que presentaba, se postulé la
posibilidad de que fuese una contaminacior por albumina propia del eluido de la
columna, proveniente del suero fetal del cultivo.

Como los resultados obtenidos por el método de purificacion por Affi-Gel Proteina
A no fueron los esperados, se optd por cambiar al método muy similar denominado
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MAPS |l el cual se encuentra descrito en la purificacion de anticuerpos monoclonales
de subclase IgG1.

Desafortunadamente ia determinacion espectrofotométrica de las IgG mostro las
mismas complicaciones resultado de la infima cantidad de anticuerpo monocional
obtenido del cultivo (Figura 28a). La determinacién inmunolégica de las IgG mostro
que ios valores resultantes no eran mejores que los obtenidos por la columna de Affi-
Gel proteina A (Figura 28b). De igual forma los purificados que se obtuvieron de ia
columna de MAPS !l fueron empleados como anticuerpos de captura en el sistema de
captura de antigenos y los resultados mostraron las mismas caracteristicas que los
dos anteriores sistemas, es decir, los testigos negativos evidenciaban una reaccion
importante similar o incluso igual que la desarrollada por los pozos que contenian
antigeno. La calidad de los purificados evaluados por la técnica de electroforesis en
geles de poliacritamida con tincién de Coomasie revelaron las mismas bandas que
las desarrolladas por los purificados obtenidos por el método de Affi-Gel Proteina A.
Tomando en cuenta los resultados no mas alentadores que las obtenidos con el uso
del sistema de Affi-Gel proteina A y sumado a esto el alto costo del procedimiento se
decidié continuar la purificacion con el método convencional de AFFI-GEL Proteina
A. :

Los resultados obtenidos de los ensayos de captura de antigenos sugerian un
posible alto grado de inespecificidad por parte de alguno de los dos tipos de
anticuerpos, aunado a esto la posible presencia de albumina en los semipurificados
de! anticuerpo monoclonal, podria sugerir aiguna interaccién entre los anticuerpos y
este contaminante de los eluidos. Con base en esto se planteé un ensayo en el que
se enfrentaron los anticuerpos contra algunas proteinas puras, los resultados
mostrados en la Figura 33 evidenciaron la alta inespecificidad del anticuerpo
policlonal que desarrollé reaccién con albimina sérica bovina, albumina sérica
humana, fibrinégeno, ovoalblimina, lizosima, y una muy escasa con B-lactoglobulina.
La alta inespecificidad del antisuero se puede atribuir a la obtencién de un antigeno
contaminado con tejido del hospedero intermediario (el cerdo), del cual se obtienen
los cisticercos. El anticuerpo monoclonal solo desarrolié una muy ligera reaccion con
el fibrindgeno debido basicamente a que esta proteina por sus caracteristicas
fisicoquimicas provoca un pegado inespecifico. Analizando este ensayo que
evidencio la alta inespecificidad del anticuerpo policlonal y suponiendo que la banda
presente en los geles donde se corrié el anticuerpo monocional fuera albdmina, se
podria dar una explicacion de por que los ensayos no mostraban una diferencia con
base en la cantidad de antigeno presente, y por qué los pozos negativos
desarrollaban una intensidad de color similar a la producida por los pozos que si
presentaban el antigeno. La justificacion de este fenomeno se atribuye a que al
fijarse el anticuerpo monoclonal a la placa basicamente se fijaba albumina (ya que
esta se encontraba presente en los purificados y sobrenadantes del anticuerpo
monoclonal), y planteandose el reconocimiento del anticuerpo policional hacia esta
proteina, se explica el desarrollo de color por que aungque no hubiese antigenos de
excrecion-secrecion la reaccion se lleva a cabo entre el policlonal y la albimina.
Para el caso de los pozos donde si habia antigeno la diferencia no es significativa

74



entrs ellos atn cuando la concentracion del antigeno aumentase, esto sugiere que el
fijado del propio anticuerpo monoclonal se ve inhibido y posiblemente es
despreciable, provocando que Ja concentacion de! antigeno no influyera
significativamente en los ensayos.

Para corroborar lo anteriormente postulado y planteando una aparente
especificidad del anticuerpo monoclonal, se decidio invertir el sistema de captura, es
decir, emplear al anticuerpo policlonal como anticuerpo de captura y al monocional
como anticuerpo de revelado y como sistema amplificador el conjugado antiratén-
peroxidasa (Figura 34). El experimento realizado confirmé las sospichas de que la
reaccion detectada se llevaba acabo con la albimina y no existia ninguna interaccion
entre los dos tipos de anticuerpos.

El ensayo antes descrito se planteé como altolrnativa para emplearse como
sistema de captura aungque promovia una muy baja sensibilidad (sensibilidad minima
de 1 pg/ml). Los ensayos efectuados con este sistema pusieron de manifiesto que el
anticuerpo monoclonal y el policlonal no influia en la sensibilidad del sistema
(Figuras 35 y 36). La baja sensibilidad de la prueba se puede atribuir basicamente a:

a) Que el numero de epitopos que reconoce el anticuerpo monoclonal sea fimitado,
y siempre menor al numero de epitopos reconocido por el anticuerpo policlonal, luego
entonces, al emplearse como anticuerpo de revelado el desarrollo de color se ve
disminuido, afectando directamente la sensibilidad del ensayo.

b) La posibilidad de que el anticuerpo policlonal interactie con los epitopos
reconocidos por el anticuerpo mcrioclonal. Esto traeria como consecuencia que al
poner en contacto primeramente al anticuerpo policlonal con el antigeno se
bloquearan parciaimente los epitopos a los cuales se une el anticuerpo monoclonal,
provocando por ende una disminucion en la sensibilidad del sistema.

El cambiar el tipo de anticuerpo policional no logro mejorar el sistema, ya que
aungque se trate de un distinto antisuero (anti-exoantigenos), los problemas que trae
consigo el uso en general de los anticuerpos policlonales es aplicable de manera
general (Goding, 1983; Harlow, 1988).

Al no contarse con un mejor método de purificacién y con los reportes de algunos
autores describiendo a las columnas de inmunoafinidad como un excelente método
de purificacion (Harlow, 1988), se planteo un proceso de inmunoadsorcion del
anticuerpo monoclona! frente al anticuerpo policlonal, y usar dicho purificado
inmunoadsorbide como agente promotor de la captura, los resuitados mostraron una
gran mejoria en la sensibilidad del ensayo aunque todavia se mantenia por debajo de
lo requerido. Los ensayos realizados con este sistema mostraron que el anticuerpo
monoclonal no era limitante en el sistema (Figura 38).

Harlow ha descrito el uso del sistema avidina-peroxidasa como un excelente
agente amplificador (1988), con base en esto se realizo la adaptacion al sistema
inmunoadsorbido empleando anti-E+P biotinilado para implementar el uso de un
conjugado avidina-peroxidasa. Los resultados pusieron de manifiesto que el proceso
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de purificacion fue incapaz de remover el 100% de biotina presente en el medio de
cultivo, ya que la reaccion se llevo acabo con los restos de la biotina presente en los
purificados inmunoadsorbidos (Figura 40).

La validacion del Sistema de Captura se realizo con muestras referidas de la
prueba de captura de anticuerpos realizada en el Departamento de
Inmunoparasitologia del Instituto Nacional de Diagnéstico y Rereferncia
Epidemiolégicos (INDRE). El ensayo revelo el reconocimiento del anticuerpo
monoclonal con algtin componente del suero (Figura 41).

La inmunoelectrotransferencia puso de manifiesto que la reaccion en condiciones
reductoras se lleva acabo con diferentes bandas con pesos moleculares que van
entre los 70 y los 100 kDa (Figura 44). La reaccion del conjugado puede atribuirse a
un fenémeno de reaccion cruzada, al menos con las bandas de 24.0 y 46.3 kDa que
presumiblemente son las cadenas ligeras y pesadas respectivamente de las IgG. La
banda de 160 kDa puede asumirse como una banda inesperada, ya que en
condiciones reductoras no es de esperarse una banda de esté peso molecular ya que
los enlaces disulfuro son destruidos y no permiten mostrar a los anticuerpos en una
sola banda de alto peso molecular, esto se puede explicar anteponiendo que la
reduccion de los enlaces disulfuro no fueron eliminados en su totalidad.
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9.0.- CONCLUSIONES

El Anticuerpo Monoclonal E7 puso de manifiesto que los extractos antigénicos
E+P y E-S comparten una proteina de aproximadamente 30 kDa, que es un dimero
conformado por dos polipéptidos uno de 20 kDa y otro de 10 kDa.

El uso de un sistema heterélogo (anticuerpo monoclonal y anticuerpo -
policlonal), provee un método mas sensible de captura de antigenos.

El numero limitante de epitopos reconocidos por el anticuerpo monoclonal E7,
afecta directamente la sensibilidad del Sistema Heterélogo de captura
Inmunoadsorbido.

Por su inespecificidad el anticuerpo monoclonal E7 no es candidato a usarse en
la mejora del Inmunodiagnéstico de la cisticercosis humana causada por el
metacéstodo de T.solium.
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