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DISCUSIÓN Inmunolocalización

1IVMUIVOLOCALIZACIOIV DE LAS
FRACCIONES ANT1GEIVICAS

El primer mareaje de anticuerpos, y consecuentemente la primera des-

cripción de una técnica de inmunoquímica se remonta a 1934 (Marrack

1934), aunque realmente la inmunohistoquímica, tal y como se conoce

hoy en día, no aparece hasta unos años mas tarde con los trabajos de

Coons et al. (Coons, Creech, Jones & Berliner 1942), los cuales basán-

dose en las experiencias de Marrack marcan anticuerpos con conjuga-

dos fluorescentes, y describen un protocolo útil para demostrar, me-

diante el empleo de anticuerpos específicos marcados, la presencia de

antígenos en tejidos.

Tras la descripción de este primer método de inmunofluorescencia di-

recta, en una posterior publicación, Coons & Kaplan (195O) nos intro-

ducen en los sistemas de mareaje indirecto con la preparación de con-

jugados y la descripción de una técnica de inmunofluorescencia indirec-

ta.

El mareaje enzimático aparece unos años mas tarde con los trabajos de

Nakane (1968) y de Avrameas (1969a, 1969b), los cuales marcan los

anticuerpos con peroxidasa de rábano picante y emplean para su

detección el método de la diaminobencidina descrito con anterioridad

por Graham y Karnovsky (1966).

Posteriormente, se hacen múltiples intentos con el fin de amplificar la

respuesta e incrementar así la sensibilidad, y en 1970 Sternberger et al.

(Sternberger, Hardy, Cuculis & Meyer 1970) describen la técnica de la

peroxidasa-antiperoxidasa.

Finalmente, en 1979 Guesdon et al. (Guesdon, Ternynck & Avrameas

1979), introducen en la inmunohistoquímica los métodos basados en la

afinidad entre la avidina y la biotina, y posteriormente Hsu et al. (Hsu,

Raine & Fanger 1981a, 198Ib) mejoran la técnica y describen un mé-

todo basado en el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC).

El desarrollo de las técnicas de mareaje con oro coloidal se inicia, ya a

nivel de la microscopía electrónica, en 1971 con Faulk & Taylor, pero

el verdadero auge de esta metodología data de 1977, cuando Horisberger

& Rosset consiguen marcar lectinas con oro coloidal y emplearlas para

la tinción de secciones ultrafinas de microscopía electrónica de transmi-

sión.
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Es bien conocido que la especificidad de una reacción inmune depende

mayoritariamente de la disponibilidad de unos antisueros específicos,

pero también de la sensibilidad de la técnica empleada. Así en

inmunohistoquímica, mediante el empleo de antisueros muy diluidos se

consigue minimizar el mareaje de fondo inespecífica, aunque muchas

veces es en detrimento de la sensibilidad.

Tras revisar la literatura sobre técnicas inmunohistoquímicas en

microscopía óptica, diversos estudios comparativos (Hsu, Raine & Fanger

1981a, 1981b; Bergroth 1983) concluyen que, la técnica mas sensible y

que requiere para la inmunolocalización el empleo de una menor can-

tidad de antisuero primario, es la del complejo avidina-biotina-peroxidasa

(ABC); de tal forma que mediante el empleo de la técnica ABC, la

amplificación que se obtiene de la reacción antígeno-anticuerpo permi-

te, sin que se reduzca la sensibilidad, trabajar con bajas concentracio-

nes de antisueros.

A nivel de la microscopía electrónica, el oro coloidal debido a su alta

densidad, es el marcador que consigue una mejor resolución para la

localización de los antígenos, y es prácticamente imposible confundirlo

con cualquier estructura biológica.

La presencia de antígenos parasitarios en las membranas quísticas o en

los protoscólex de E. granulosus o E. multilocularis es un hecho bien

conocido. En 1963 Fraga de Azevedo & Rombert introdujeron las técni-

cas de inmunofluorescencia indirecta sobre material parasitario para el

diagnóstico serológico de la hidatidosis. Numerosos autores son los que

han empleado protoscólex como antígeno particulado en la elaboración

de pruebas serológicas que permitiesen detectar la presencia de

anticuerpos específicos en sueros de pacientes afectos de hidatidosis

(Sánchez, Sánchez & Albala 1977; Guisantes & Vicente 1983; Casado,

Rodriguez-Caabeiro & Jiménez 1985), y más recientemente la presen-

cia de antígenos parasitarios ha sido propuesta para el diagnóstico

histológico de la hidatidosis alveolar (Condón, Rausch & Wilson 1988).

Las comunidades antigénicas existentes entre los diferentes componen-

tes estructurales presentes en los quistes hidatídicos de E. granulosus
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(líquido hidatídico, membrana laminar, membrana germinativa y
protoscólex), fueron estudiadas mediante doble difusión e

inmunoelectroforesis por Varela-Diaz & Torres en 1977, empleando

antisueros específicos obtenidos por inmunización experimental de co-

nejos con cada uno de los componentes estructurales antes menciona-

dos. Estos autores, encuentraron antígenos comunes entre la membra-

na germinativa, la membrana laminar y los protoscólex, entre los

protoscólex y el líquido hidatídico y entre la membrana germinativa y

el líquido hidatídico, pero no entre la membrana laminar y el líquido

hidatídico.

La localización tisular de los antígenos mayoritarios de E. granulosus

(antígeno 5 y antígeno B), ya fue previamente estudiada, por técnicas

de inmunofluorescencia indirecta (Yarzabal, Dupas, Bout & Capron

1976; Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977) y peroxidasa-antiperoxidasa

(Rickard, Davies, Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth

1978), sobre protoscólex y membranas quísticas de procedencia equina

y ovina, pero no sobre material parasitario de procedencia humana.

El estudio comparativo de los resultados obtenidos por los diferentes

autores, conjuntamente con los resultados obtenidos en esta experien-

cia se encuentran resumidos en la tabla XVIII.

En trabajos previos se ha demostrado la presencia del Ag 5 en el

parénquima (Yarzabal, Dupas, Bout & Capron 1976; Rickard, Davies,

Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978)

y en la pared de los conductos colectores (Yarzabal, Dupas, Bout &

Capron 1976; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978) de protoscólex de

E. granulosus, habiéndose implicado a las células parenquimatosas en

la producción y almacenaje del Ag 5 (Davies, Rickard, Bout & Smyth

1978), y al sistema excretor como posible responsable del transporte y

liberación de este antígeno (Yarzabal, Dupas, Bout & Capron 1976;

Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978), que tras su producción en las
células parenquimatosas seria liberado a la substancia intersticial para

alcanzar el sistema osmorregulador (Davies, Rickard, Bout & Smyth

1978). También se han apuntado otras posibles vías para la liberación

del Ag 5 en el contenido de la cavidad quística, como pueden ser los
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procesos de degeneración y lisis que, en proporción variable, sufren los

protoscólex en el interior de la cavidad quística (Davies, Rickard, Bout

& Smyth 1978), la liberación por degeneración de células indiferenciadas

de la región conectiva de la membrana germinativa (Bortoletti & Ferretti

1973), o la síntesis a nivel de estas mismas células (Yarzabal, Dupas,

Bout & Capron 1976).

En nuestra experiencia, el empleo del antisuero monoespecífico anti-Ag

5 en la inmunolocalización sobre protoscólex de E. granulosus de pro-

cedencia humana, también ha permitido la detección del Ag 5 a nivel

del parénquima parasitario (Figs 65 y 7O) y en la pared de los túbulos

colectores (Fig 73) pero en ningún momento se ha localizado en la luz

tubular ni en las células flamígeras, así como tampoco en el tegumento,

corpúsculos calcáreos ni estructuras musculares.

La observación de que a nivel del parénquima, el Ag 5 se asocia a áreas

extracelulares no contrastadas (Fig 70), sin que pueda detectarse su

presencia en las células parenquimatosas, apuntaría hacia un probable

origen del antígeno relacionado con los procesos de lisis o remodelación

de la matriz extracelular. De hecho, la matriz extracelular es un pro-

ducto de origen, naturaleza y organización heterogéneos, secretado por

las células de diferentes tejidos, que se encuentra en constante

remodelación debido a la producción enzimática de las células colindan-

tes, estimuladas por diferentes factores externos o por la misma matriz

extracelular (Alexander & Werb 1989), esta formada por una intrinca-

da red de macromoléculas estrechamente interrelacionadas, siendo su

alta capacidad de hidratación una de las características más relevantes

(Alberts, Bray, Lewis, et al. 1989). En nuestra experiencia, la constante

remodelación de la matriz extracelular, ha sido indirectamente puesta

en evidencia durante el desarrollo in vitro de los protoscólex (ver:

Desarrollo de protoscólex cultivados in vitro), siendo ya bien conocido

que son múltiples los procesos de remodelación que acompañan el

desarrollo de un protoscólex y la diferenciación de éste ya sea en

dirección quística o estrobilar (Ubelaker 1983a; Rogan & Richards

1986a; Mehlhorn, Taraschewski, Franz, et al. 1988b; Rogan & Richards

1989).

Hipotéticamente, el Ag 5 derivaría de la remodelación de la matriz

extracelular consecuente a la acción enzimática que sobre ella ejerce-
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rían las células parenquimatosas, las cuales serían especialmente esti-

muladas por aquellos factores que fuesen capaces de inducir la diferen-

ciación quística del parásito. El antígeno se encontraría en el interior

de las vesículas hijas debido al propio proceso de remodelación ocurrido

en el desarrollo de éstas a partir de los protoscólex. También sería

liberado al contenido quístico a través del sistema excretor de aquellos

protoscólex que no estuviesen en fase de diferenciación quística, y por

último provendría de la lisis enzimática del parénquima parasitario de

los protoscólex degenerados.

Apoyando esta hipótesis estaría la observación de las diferentes locali-

zaciones demostradas del Ag 5, tanto en los protoscólex viables como a

nivel de los degenerados, la caracterización química del Ag 5 como

glucoproteína (Al-Yaman & Knobloeh 1989; March, Enrich, Mercader,

et al. 1991) y la baja antigenicidad de los grandes quistes acéfalos

(Musiani, Piantelli, Lauriola, et al. 1978). El no haber podido localizar

el Ag 5 a nivel de la luz tubular, podría estar relacionado con la elución

de éste antígeno en los procesos de lavado una vez separado completa-

mente de la trama de la matriz extracelular, lo que vendría reafirmado

por el hecho (ver más adelante) de no haber detectado la presencia del

antígeno en el contenido quístico, cuando en realidad la fuente emplea-

da para la obtención de los antisueros ha sido este propio contenido

quístico.

Experiencias previas habían localizado al Ag B en el tegumento de los

protoscólex (Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977; Rickard, Davies, Bout

& Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978), especialmente

asociado a las células tegumentarias de la región del escólex (Davies,

Rickard, Bout & Smyth 1978) y a la cubierta PAS positiva que recubre

el tegumento de la región del soma (Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977;

Rickard, Davies, Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth

1978), aunque ya había sido apuntada la posibilidad de que este antígeno

estuviese simplemente adsorbido sobre la cubierta PAS positiva (Davies,

Rickard, Bout & Smyth 1978), debido a las propiedades adhesivas de

ésta (Morseth 1967). También se había descrito la localización del Ag

B a nivel de las células parenquimatosas subtegumentarias (Rickard,

Davies, Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978) y en

la superficie de los corpúsculos calcáreos (Rickard, Davies, Bout &
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Smyth 1977), asociándose ésta última localización, conjuntamente con

la descrita en la cubierta PAS positiva del tegumento, con la posible

participación del Ag B en la actividad anticomplementaria (Rickard,

Davies, Bout & Smyth 1977) demostrada en estas estructuras (Kassis

& Tanner 1976; Rickard, Mackinlay, Kane, et al. 1977), aunque estu-

dios posteriores realizados por los mismos autores, mediante microscopía

electrónica, no pudieron demostrar la presencia del Ag B a nivel de los

corpúsculos calcáreos (Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978).

La síntesis del Ag B se había propuesto a nivel del citoplasma perinuclear

del tegumento anterior, y a través de los puentes citoplasmáticos alcan-

zaría la región del citoplasma distal, en donde el antígeno seria alma-

cenado y posteriormente secretado hacia el interior de la cavidad quística

(Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978). Al igual que ocurría con el Ag

5, también se ha apuntado la posibilidad de que el Ag B se acumulase

en el líquido hidatídico tras los procesos de degeneración de los

protoscólex y de las células indiferenciadas asociadas a la membrana

germinativa (Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978).

En nuestra experiencia, la inmunolocalización del Ag B a nivel de los

protoscólex, ha estado limitada a las áreas extracelulares no contrasta-

das del parénquima parasitario (Figs 7O y 71), pero a diferencia de lo

que ocurría con el Ag 5, este antígeno no se ha localizado en la pared

de los túbulos colectores, quizás por una mayor solubilidad del Ag B

respecto al Ag 5 o un pase mas rápido a través de la pared tubular

justificado por su menor peso molecular (120-150.000 Da frente a los

40O.OOO Da del Ag 5) (Oriol, Williams, Perez-Esandi & Oriol 1971;

Pozzuoli, Musiani, Arru, et al. 1972; Oriol & Oriol 1975; Piantelli,

Pozzuoli, Arru & Musiani 1977). La misma hipótesis de producción y

excreción expuesta con anterioridad para el Ag 5 podría ser asimilable

a este antígeno, aunque el sistema sustrato-enzima pudiera ser diferen-

te y por tanto el producto resultante. De todas formas, el hecho de no

haber detectado la presencia de Ag B en los protoscólex degenerados

excluiría esta procedencia, y sugeriría algún proceso activo de secreción

como via principal para la liberación del Ag B en el contenido quístico.

Los trabajos previos localizaban tanto el Ag 5 como el Ag B, a nivel de

la membrana germinativa (Yarzabal, Dupas, Bout & Capron 1976;
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Rickard, Davies, Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth

1978) de las vesículas proliféras y vesículas hijas, si bien Yarzabal

(Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977) no pudo observar la presencia del

Ag B en esta membrana. Los trabajos realizados mediante microscopía

electrónica (Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978) los localizaban en las

células parenquimatosas de la región conectiva de la membrana

germinativa, sin que se apreciase mareaje a nivel de los citoplasmas

distal ni perinuclear. A nivel de la membrana laminar, se coincide en

demostrar la presencia del Ag B (Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977;

Rickard, Davies, Bout & Smyth 1977), y no así la del Ag 5 que tan solo

es observado en las capas mas superficiales por Rickard (Rickard,

Davies, Bout & Smyth 1977). La presencia del Ag B en el contenido

quístico y la ausencia del Ag 5 en el mismo, son otras observaciones en

las que también coinciden los trabajos previos (Yarzabal, Dupas, Bout

& Capron 1976; Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977; Rickard, Davies,

Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978).

En nuestra experiencia, ambos antígenos se observan a nivel de la

membrana germinativa y no de la membrana laminar (Figs 63, 64 y

66), demostrándose, mediante la microscopía electrónica, en áreas no

contrastadas extracelulares situadas en la región conectiva de la mem-

brana germinativa (Fig 69), hecho este que, teniendo en cuenta la

similaridad embriológica (Mehlhorn, Taraschewski, Franz, et al. 1988)

y ultraestructural (Morseth 1967) existente entre la membrana

germinativa y el tegumento de los protoscólex, coincidiría plenamente

con la localización de estos antígenos tras haber comprobado su distri-

bución en los protoscólex. La ausencia de ambos antígenos en el conte-

nido quístico, podría ser explicada, como ya antes se ha apuntado, por

su elución en los procesos de lavado previos y posteriores a la fijación.

Una posible explicación de las discrepancias de nuestros resultados,

frente a los previamente publicados en cuanto a la localización del Ag

B (Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977; Rickard, Davies, Bout & Smyth

1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978), podría estar en una dife-

rente expresión antigénica de las cepas de JE. granulosus de nuestra

área geográfica de actuación, habiendo sido ya demostradas diferencias

antigénicas intraespecíficas por otros autores en otras áreas, mediante
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el estudio de la inmunorreactividad frente a líquidos hidatídicos de

diferentes hospedadores (Gottstein, Eckert, Michael & Thompson 1987),

el estudio de la respuesta inmune de los mismos hospedadores infecta-

dos por diferentes cepas de E. granulosus (Lightowlers, Rickard, Honey,

et al. 1984) o la inmunización experimental de conejos con líquidos

hidatídicos de diferentes procedencias (Shepherd & McManus 1987a).

Aunque parece más probable que los orígenes de estas discrepancias

radiquen en la diferente metodología empleada para la purificación de

los antigènes (Bout, Fruit & Capron 1974; Boulard & Lecroisey 1982;

Madico, Mercader, Pardo, et al. 1988), y en la especificidad de los

antisueros empleados en la inmunolocalización.

De hecho, en este trabajo, cuando se utiliza para la inmunolocalización

el antisuero poliespecífico anti antígenos parasitarios (anti-Ag P), se

observa el reconocimiento de más estructuras parasitarias que las que

corresponderían a la simple suma de las reconocidas por los dos

antisueros monoespecíficos (Figs 67, 74 y 75), lo cual estaría justificado

por la poliespecificidad de este antisuero, que ya por inmunoblot se

había visto que reconocía algunos otros componentes polipeptídicos no

relacionados con el Ag 5 ni con el Ag B (ver: obtención de antisueros por

inmunización experimental de conejos). Así, la membrana laminar, el

contenido de las vesículas, el tegumento de los protoscólex y los corpús-

culos calcáreos, en los que en nuestra experiencia no se había detectado

la presencia de Ag B, si son reconocidos por el antisuero anti-Ag P (Figs

67, 74 y 75) (ver: tabla XVIII).

Además, es bien conocida la existencia de otros antígenos hidatídicos,

destacando entre éstos el antígeno Pj (Ben-Ismail, Carme, Niel &

Gewtilini 198O; Rickard & Lightowlers 1986). Este antígeno se ha

relacionado con el material PAS positivo de los protoscólex (Rickard &

Lightowlers 1986) y mediante técnicas de inmunofluorescencia indirec-
ta se ha localizado en la membrana laminar y el tegumento de los

protoscólex (Makni, Dalix, Oriol & Ayed 199O), estructuras estas, que

no siendo reconocidas por nuestro antisuero anti-Ag B si lo habían sido

en las experiencias previas (Yarzabal, Dupas, Bout, et al. 1977; Rickard,

Davies, Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978), y

también por el anti-Ag P.
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A. Del estudio realizado con el fin de caracterizar las proteínas

inmunogénicas de E. granulosus se han obtenido las siguientes

conclusiones:

1. El liquido hidatídieo es una mezcla compleja, formada por com-
ponentes proteicos propios del parásito y contaminantes proce-

dentes del hospedador: mayoritariamente albúmina e

inmunoglobulinas.

2. Las proteínas del liquido hidatídieo que se han mostrado mas

útiles en el inmunodiagnóstico son:
a. El antígeno 5: constituido por dos componentes

polipeptídicos de 65 y 56 kDa, que tras la reducción con 2-
mercaptoetanol dan lugar a una única banda de 37 kDa.

b. El antígeno B: constituido por diferentes subunidades de
aproximadamente 8 kDa, 16 kDa y 24 kDa, que no modi-
fican su peso molecular en condiciones reductoras, y que
posiblemente derivan de una unidad monomérica de 8
kDa.

B. Del estudio realizado con el fin de valorar el desarrollo in vitro de

los protoscólex y la producción de antígenos de secreción-excreción,

se concluye:

1. Es posible el mantenimiento in vitro y desarrollo en dirección

quística de los protoscólex, en medios sintéticos sin que se pre-

cise de la adición de suero bovino fetal.

2. La vesiculización de los protoscólex y/o la aparición de vesículas

en el polo posterior de estos, son dos vías de diferenciación

quística por las cuales se puede llegar a la obtención de

microvesículas.

3. En las condiciones de cultivo empleadas no es posible la forma-

ción de membrana laminar.

4. El cultivo in vitro de protoscólex, no es un método rentable para

la obtención de los antígenos parasitarios mayoritarios: antígeno

5 y antígeno B.
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C. Del estudio realizado con el fin de conocer la estructura de E.

granulosus a nivel de la microscopía óptica y electrónica, se conclu-

ye:

1. La estructura de la región germinal de la membrana germinativa

y la del tegumento de los protoscólex es esencialmente idéntica,

diferiendo exclusivamente en pequeños detalles que podrían

derivar de la especialización funcional de cada una de las mis-

mas.

2. No existe, a nivel del pedículo, solución de continuidad alguna

entre la membrana germinativa y el tegumento de los protoscólex.

3. La estructura de la región conectiva de la membrana germinativa

es similar a la observada para el parénquima de los protoscólex,

existiendo estructuras tubulares y/o musculares idénticas en

ambas.

D. Del estudio realizado con el fin de localizar la ubicación del antígeno

5 y del antígeno B en protoscólex y membranas quísticas de E.

granulosus, se han obtenido las siguientes conclusiones:

1. El antígeno 5 se localiza en áreas no contrastadas de la región

conectiva de la membrana germinativa y del parénquima para-

sitario de los protoscólex viables, en la pared de las estructuras

tubulares, y en aquellos protoscólex en proceso de degeneración

o lisis.

2. La localización del antígeno B a nivel de la membrana germinativa

y del parénquima parasitario es idéntica a la del antígeno 5, sin

embargo no se encuentra en la pared de las estructuras tubulares

ni en los protoscólex degenerados.

3. Ninguno de los dos antígenos se localiza a nivel de la membrana

laminar ni en la región propiamente germinal de la membrana

germinativa. Tampoco se encuentran, a nivel del tegumento de

los protoscólex, células flamígeras, corpúsculos calcáreos ni es-

tructuras musculares.
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4. La distribución de los antigènes mayoritarios en las vesículas

proliféras y protoscólex, apoya la similitud estructural observa-

da mediante la microscopía electrónica, entre el tegumento y la

región germinal de la membrana germinativa y, entre el

parénquima parasitario y la región conectiva de la misma.

E. De la valoración conjunta de los puntos anteriormente expuestos, es

posible concluir:

1. Los antígenos parasitarios mayoritarios se corresponden con los

previamente descritos como antígeno 5 y antígeno B.

2. Por su distribución, se sugiere para ambos antígenos un origen

común relacionado con los procesos de remodelación y lisis de la

matriz extracelular, aunque el sistema sustrato-enzima que in-

terviene en la producción de los dos antígenos sería diferente.

3. La liberación de los antígenos en el contenido quístico sería

debida a: el propio proceso de remodelación que ocurre durante

el desarrollo, la liberación a través del sistema excretor de los

parásitos y la lisis enzimática del parénquima parasitario de los

protoscólex degenerados. Si bien, la ausencia del antígeno B en

los protoscólex degenerados, sugiere algún proceso activo de

secreción como via principal para la liberación del mismo.

4. La ausencia de estos antígenos a nivel de la superficie externa

del parásito, y la nula recuperación de los mismos en el

sobrenadante de los cultivos in vitro, podría explicar el porqué de

la baja inmunoreactividad en los estadios iniciales de la

parasitosis, y así mismo alertar sobre su posible ineficacia para

la obtención de una respuesta inmune protectora.
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I. CARACTERIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS INMUNOGENICAS
DE E. granulosus

A. Purificación físico química de los antígenos mayoritarios

1. tampón acetato O.005M, pH 5

2. tampón fosfato 0.2M, pH 8

3. solución de sulfato de amonio al 80%

4. solución saturada de cloruro de bario

5. tampón fosfato salino (PBS)

B. Electroforesis en gelés de poliacrilamida

1. solución de acrilamida al 40%

2. tampón tris-HCl 1.5 M, pH 8.8, SDS 0.4%

3. tampón tris HC1 0.5 M, pH 6.8, SDS 0.4%

4. solución de persulfato de amonio al 10%

5. solución de SDS (sodiumdodecylsulfate) al 20%

6. solución de EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 0.01 M

7. solución de azul de bromofenol al 0.1%

8. gelés de poliacrilamida al 5%, 8%, 12% y 20%

9. tampón tris-HCl O.O625 M, pH 6.8, SDS 2%, glicerol 1O%,
EDTA 0.001 M, azul de bromofenol 0.0025%.

a. no reductor
b. reductor

10. solución de pironina

a. solución de pironina al 1%
b. tampón tris 2M, pH 6.8

11. tampón tris O.O25M, glicina O.192M, pH 8.3, SDS O.l%
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C. Tinción de geles con azul coomassie

1. solución colorante de azul coomassie

2. solución decolorante de azul coomassie

D. Tinción de geles con nitrato de plata

1. solución de etanol al 45%, ácido acético 12%.

2. solución de etanol al 10%

3. solución argéntica al 1%

4. solución reveladora

E. Electroblotting

1. tampón tris O.O25M, glicina O.192M, metanol 20%, pH 8.4

F. Inmunoblot

1. tampón tris 20mM, CINa 0.13M, pH 7.6

2. tampón tris 2OmM, CINa O.13M, gelatina 0.75%, pH 7.6
Tris 0.1M, pH 7.6

3. solución de DAB al O.O5%, Tris O.1M, pH 7.6, H2O2 0.01%

G. Tinción proteica sobre nitrocelulosa

1. solución colorante de negro amido

2. solución decolorante de negro amido
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II PURIFICACIÓN DE LOS ANTISUEROS

A. Precipitación de la fracción inmunoglobulinica

1. solución de sulfato de amonio al 70%

2. tampon fosfato salino (PBS)

B. Cromatografía de afinidad

1. ácido clorhídrico ImM

2. tampón CO3HNa 0.1M, CINa 0.5M, pH 8.3

3. solución de etanolamina 2M, pH 8.0

4. tampón acetato 0.1M, CINa 0.5M, pH 4

5. tampón PBS-salino O.5M

6. tampón glicina O.1M, CINa O.5M, pH 2.5

7. tampón PBS, tween 20 0.05%, azida sódica lOOmM

C. Inmunoelectroforesis

1. tampón veronal O.O5M, pH 8.2

2. solución de citrato sódico al 5%

3. solución de CINa O.14M (SF)

4. solución colorante de azul coomassie

5. solución decolorante de azul coomassie
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III CULTIVO /AT VITRO DE PROTOSCOLEX

A. Tratamiento enzimático de los protoscólex

1. tampon fosfato salino (PBS)

2. PBS-tripsina 0.2.5%

3. solución acuosa de eosina al 0.01%

B. Cultivo de protoscólex

1. medio mínimo esencial de Eagle modificado (MEM),
sin suero bovino fetal

2. solución de HEPES

3. solución madre de penicilina - estreptomicina

4. solución madre de neomicina
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APÉNDICE índice

IV. ESTRUCTURA E INMUNOLOCALIZACION DE LAS
FRACCIONES ANTIGENICAS POR MICROSCOPÍA ÓPTICA

A. Fijación del material y obtención de cortes histológicos

1. solución de formalina al 10%, pH 7.0

2. solución de agar al 5%

3. solución de gelatina - cromo III

B. Tinción de hematoxilina eosina

1. solución de etanol al 7O%, ácido clorhídrico 1%

2. agua amoniacal

3. solución de eosina-floxina

C. Tinción de May-Grunwald - Giemsa

~L. solución de ácido acético al 0.2%

D. Tinción tricrómica de Masson

1. solución de formalina al 1O%, pH 7.0

2. solución de Bouin

3. solución de fucsina y escarlata de Biebrich

4. solución de ácido acético al 0.2%

5. solución de ácido fosfomolíbdico y fosfotúngstico

6. solución de verde claro al 2%

E. Tinción tricrómica de Papanicolaou

1. solución de ácido clorhídrico al 0.25%

F. Tinción de P.A.S. para carbohidratos

1. solución de ácido periódico al 0.5%

G. Tinción de P.A.S. tras digestión con diastasa

1. tampón fosfato salino, pH 6.0

2. solución de diastasa
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A.PENDICB Indice

H. Tinción de azul alcian pH 2.5

1. solución de acido acético al 3%

2. solución de azul alcian al 1%

3. solución de Kernechtrot

I. Tinción de Kinyoun

1. solución de Kinyoun

2. solución de etanol al 70%, ácido clorhídrico 1%

3. solución de verde claro al 2%

J. Tinción argéntica de Gomori - Grocott

1. solución de acido crómico al 5%

2. solución de bisulfito sódico al 1%

3. solución de nitrato de plata al 5%

4. solución de metenamina al 3%

5. solución de bórax al 5%

6. solución de metenamina argéntica

7. solución de cloruro de oro al O.l%

8. solución de tiosulfato sódico al 2%

9. solución de verde claro al O.O4%

K. Tinción argéntica para fibras de reticulina

1. solución de permanganate potásico al 0.25%

2. solución de ácido oxálico al 5%

3. solución amoniacal de nitrato de plata

4. solución de formalina al 1%

5. solución de cloruro de oro al 0.2%

6. solución de tiosulfato sódico al 5%

7. solución de Kernechtrot
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L. Inrrmnolocalización de las fracciones antigénicas

1. tampón tris salino 2O mM, 0.13 M, pH 7.6

2. tampón tris salino gelatina 0.75%

3. tampón tris 50 mM

4. solución de H2O2 al 3%

5. solución de saponina al 0,O5%

6. solución de bloqueo

7. solución DAB-H2O2
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V. ESTRUCTURA E INMUNOLOCALIZACION DE LAS
FRACCIONES ANTIQENICAS POR MICROSCOPÍA
ELECTRÓNICA

A. Fijación del material

1. lampón fosfato salino 0.1M, pH 7.3

2. solución de paraformaldehído al 4%, glutar aldehido
al 0.3%

3. solución de cloruro de amonio 50mM

B. Inmunolocalización de las fracciones antigénicas

1. tampon PBS-glicina 0.1M

2. tampón PBS-ovoalbúmina 1%

C. Contrastado de las preparaciones

1. solución de acetato de uranilo al 2%

2. solución de Reynolds
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APÉNDICE Caracterización

CARACTERIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS
1IVMUIVQGEIV1CAS DE E. granulosos

PURIFICACIÓN FÍSICO QUÍMICA DE LOS
ANT1GENOS MAVOR1TARIOS

TAMPON ACETATO O.OO5M, pH 5

Acetato de sodio anhidro 0.41 g
(CHgCOONa ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena 80O.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 5 con ac acético (SCHARLAU)
- enrasar a 10OO mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

TAMPON FOSFATO O.2M, pH 8

- SOLUCIÓN 1

Dihidrogenofosfato de potasio 2.72 g
(KH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 100.00 mi
(PALEX)

- SOLUCIÓN 2

Hidrogenofosfato de disodio anhidro 28.39 g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 10OO.OO mi
(PALEX)

- TAMPON FOSFATO O.2M, pH 8

Sobre la solución 2 verter la solución 1 hasta ajustar el pH de la
solución 2 a 8.0.
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APÉNDICE Caracterización

SOLUCIÓN DE SULFATO DE AMONIO AL 8O%

- SOLUCIÓN SATURADA DE SULFATO DE AMONIO

Sulfato de amonio 80.00 g
(OSTH4)2 S04 ; MERCK)

Ag-ua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OO.OO mi
(PALEX)

- disolver a 35°C en agitación
- dejar enfriar a temperatura ambiente
- tomar una pequeña alícuota y diluir 1/20
- ajustar, en la solución diluida, el pH a
7.2 con hidroxido de amonio (NH4OH ; SIGMA).
- ajustar proporcionalmente el pH de la solución

concentrada

- SOLUCIÓN DE SULFATO DE AMONIO AL 8O

Solución saturada de sulfato de amonio 80.00 mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 2O.OO mi
(PALEX)

SOLUCIÓN SATURADA DE CLORURO DE BARIO

Agua bidestilada estéril, apirógena 10O.OO mi
(PALEX)

Cloruro bárico a saturación
(Cl2Ba 2H2 O ; PANREAC)

- disolver a 35°C en agitación
- dejar enfriar a temperatura ambiente
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APÉNDICE Caracterización

TAMPON FOSFATO SALINO (PBS)

Cloruro sódico 7.65 g
(CINa ; PROBUS)

Hidrogenofosfato de disodio anhidro 0.72 g
(Na2HPO„ ; MERCK)

Dihidrogenofosfato de potasio 0.27 g
(KH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OOO.OO mi
(PALEX)

- comprobar que el pH sea 7.2

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

SOLUCIÓN MADRE DE ACRILAMIDA AL 4-0%

Acrilamida 38.96 g
(Acrylamide ; BIO-RAD)

Bis-acrilamida 1.04 g
(N,N'-metl·iylene-bis-acrylamide ; BIO-RAD)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.00 mi
(PALEX)

TAMPON GEL SEPARADOR (TRIS-HC1 1.5 M, pH 8.8,
SDS O.4%)

TrizmaR base 181.70 g
(tris-hydroxymethyl-aminomethane ; SIGMA)

SDS (sodium dodecyl sulfate) 4.00 g
(Lauryl sulfate, sodium salt ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 8OO.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 8.8 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1000 mi con H2O
- comprobar pH y ajustar
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APÉNDICE Caracterización

TAMPON GEL AFILADOR (TRIS HC1 O.5 M, pH 6.8, SDS O.4-%)

TrizmaR base 60.40 g
(tris-hydroxymethyl-aminornethane ; SIGMA)

SDS (sodium dodecyl sulfate) 4.00 g
(Lauryl sulfate, sodium salt ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 6.8 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1000 mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

PERSULFATO DE AMONIO AL 1O%

Persulfato de amonio 0.10 g
[GSTH4)2 S2 08 ; BIO-RAD)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp l.OO mi
(PALEX)

- solución extemporánea

SDS (SODIUMDODECYLSULFATE) AL 2O%

SDS (sodium dodecyl sulfate) 20.00 g
(Lauryl sulfate, sodium salt ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1OO.OO mi
(PALEX)

EDTA (ETHYLENEDIAMINETETRAACETIC ACID) O.O1 M

EDTA-Na 0.34 g
(Ethylenediaminetetraacetic acid,
disodium salt ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.00 mi
(PALEX)

AZUL DE BROMOFENOL AL 0.1%

Azul de Bromofenol 0.10 g
(SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1OO.OO mi
(PALEX)
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APÉNDICE Caracterización

PREPARACIÓN DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

GEL AFILADOR GEL SEPARADOR
Tris-HCL O.125 M Tris-HCl 0.375 M, pH 8.8, SDS 0.1%
pH 6.8, SDS 0.1%

5% 8% 12% 2O%

Acrilamida-
bisacrilamida 1.0 mi 2.5 mi 4 mi 6 mi 10 mi

4O%

Tampón
Tris-HCl 1.5M - 5 mi 5 mi 5 mi 5 mi

pH 8.8
SDS 0.4%

Tampón
Tris-HCl 0.5M 2 mi -

pH 6.8
SDS 0.4%

Agua
destilada 5 mi 12.3 mi 1O.8 mi 8.8 mi 4.8 mi

TEMED (BIO-RAD) 8 ni 20 jil 20 |il 20 ni 20 ni

Persulfato
amónico 80 ni 2OO ni 2OO ni 2OO \il 2OO ¡il

10%

- Los volúmenes de la tabla coresponden
a los empleados en la preparación de geles analíticos
(0.75 x 16O x 20O mm).

- Para la preparación de geles preparativos
(1.5 x 16O x 200 mm) emplear volúmenes dobles.
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APÉNDICE Caracterización

TAMPON DE MUESTRA (TRIS-HCl O.O625 M (pH 6.8),
SDS 2%, GLICEROL 1O%, EDTA O.OO1 M, AZUL DE
BROMOFENOL O.OO25%.)

NO REDUCTOR 1 x 2 x

Tampon gel apilador 1.25 ml 2,5 ml

SDS al 20% l.O ml 2.O ml

Glicerol l.O ml 2.0 ml
(bacto Glycerol ; DIFCO)

EDTA O.OI M l.O ml 2.O ml

Azul de Bromofenol 0.1% 0.25 ml 0.5 ml

Agua bidestilada estèril, apirógena. 5.5 ml 1.0 ml
(PALEX)

REDUCTOR I x 2 x

Tampon gel apilador

SDS al 20%

Glicerol
(bacto Glycerol ; DIFCO)

EDTA O.01 M

Azul de Bromofenol 0.1%

2-Mercaptoetanol

1.25 ml

1.0 ml

1.0 ml

1.0 ml

0.25 ml

0.5 ml

2.5 ml

2.0 ml

2.0 ml

2.0 ml

0.5 ml

1.0 ml
(C2H 6OS ; SIGMA)

Agua bidestilada estèril, apirógena. 5.5 ml 1.0 ml
(PALEX)

33O



APÉNDICE Caracterización

SOIAJCION DE PIRONINA

- SOLUCIÓN MADRE DE PIRONINA

Pironina , O.1O g
(Pyronin Y(G) ; BIO-RAD)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1O.OO mi
(PALEX)

- TAMPON TRIS 2M, pH 6.8

TrizmaR base 24.22 g
(tris-hydroxymethyl-aminometliane ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 80.00 mi
(PALEX)

- ajustar pH a 6.8 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1OO mi con H0O2

- comprobar pH y ajustar

- SOLUCIÓN DE PIRONINA PARA GELES

Solución madre de pironina 0.03 mi

Glicerol 0.75 mi
(bacto Glycerol ; DIFCO)

Tris 2M, pH 6.8 0.037 mi

Agua bidestilada estéril, apirógena O.7O mi
(PALEX)

- centrifuar 1O min a 3OOO rpm
- recuperar el sobrenadante
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TAMPON DE CUBETA (TRIS O.O25M, GLICINA
O.192M, pH 8.3, SDS 0.1%)

TrizmaR base 3.03 g
(tris-hydroxymethyl-aminomethane ; SIGMA)

Glicina 14.40 g
(H2NCH 2COOH ; MERCK)

SDS al 2O% 5.OO mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 8.3 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1OOO mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

TINCIÓN DE GELES CON AZUL COOMASSIE

SOLUCIÓN COLORANTE DE AZUL COOMASSIE

Azul Coomassie l.OO g
(Coomassie brilliantblue R-250 ; MERCK)

Metanol 225.OO mi
(CH3OH ; PROBUS)

Acido acético glacial 50.OO mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 225.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DECOLORANTE DE AZUL COOMASSIE

Metanol 300.00 mi
(CH3OH ; PROBUS)

Acido acético glacial 10O.OO mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO mi
(PALEX)
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TINCIÓN DE GELES CON NITRATO DE PLATA

SOLUCIÓN DE ETANOL AL 45%, ACIDO ACÉTICO 12%.

Etanol , 45O.OO mi
(CH3CH2 OH ; PROBUS)

Acido acético glacial. 120.OO mi
(CH3COOH ; PROBTJS)

Ag-ua bidestilada estéril, apirógena .430.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DE ETANOL AL 1O%

Etanol 100.OO mi
(CH3CH2 OH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 900.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ARGÉNTICA AL 1%

Nitrato de plata 0.10 g
(AgNO3 ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena 10.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN REVELADORA

Carbonato sódico anhidro 2.5O g
(Na2CO3 ; MERCK)

Formalina 0.05 mi
(Formaldehido 35-40% ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1OO.OO mi
(PALEX)
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APÉNDICE Caracterización

ELECTROBLOTTING

TAMPON DE TRANSFERENCIA (TRIS O.O25M,
GL·ICINA 0.192M, METANOL 2O%, pH 8.4)

TrizmaK base 3.03 g
(tris-hydroxymethyl-aminomethane ; SIGMA)

Glicina 14.40 g
(H2NCH 2 COOH ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena 700.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 8.4 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 800 mi con H2O

Metanol 200.0O mi
(CH3OH ; PROBUS)

- comprobar pH y ajustar

INMUNOBLOT

TRIS SALINO (TRIS 2OmM, CINa O.13M, pH 7.6)

- TRIS SALINO 1OX

TrizmaR base 24.22 g
(tris-hydroxymethyl-aminomethane ; SIGMA)

Cloruro sódico 75.97 g
(CINa ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.00 mi
(PALEX)

- ajustar pH a 7.6 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1OOO mi con H„O
- comprobar pH y ajustar

2

- TRIS 2OmM, CINa O.13M, pH 7.6

Tris salino lOx 1OO.OO mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 900.00 mi
(PALEX)

- comprobar pH y ajustar
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APÉNDICE Caracterización

TRIS SALINO GELATINA (TRIS 2OmM, ClNa O.13M,
GELATINA 0.75%, pH 7.6)

Gelatina 7.50 g
(Gelatina en polvo ; MERCK)

Tris salino lOx 1OO.OO mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.00 mi
(PALEX)

- ajustar pH a 7.6 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1OOO mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

TRIS O.1M, pH 7.6

TrizmaR base 12.11 g
(tris-hydroxymethyl-aminomethane ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 7.6 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1000 mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

SOLUCIÓN DE DAB (DAB O.O5%, TRIS O.1M, pH 7.6,
H202 0.01%)

DAB O.05 g
(3,3'diaminobenzidine tetra-
hydrochloride ; SIGMA)

Tris O.1M 1OO.OO mi

H2O2 al 30% 0.1O mi
(MERCK)

- preparar inmediatamente antes de su uso
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APÉNDICE Caracterización

TINCIÓN PROTEICA SOBRE N1TROCELULOSA

SOLUCIÓN COLORANTE DE NEGRO AMIDO

Negro amido 0.50 g
(Amido black 10 B ; MERCK)

Metanol 45.OO ml
(CH3OH ; PROBUS)

Acido acético glacial lO.OO ml
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estèril, apirógena 45.OO ml
(PALEX)

SOLUCIÓN DECOLORANTE DE NEGRO AMIDO

Metanol 300.00 ml
(CH3OH ; PROBUS)

Acido acético glacial 100.00 mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO mi
(PALEX)
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APÉNDICE Purificación

PURIFICACIÓN DE LOS ANTISUEROS

PRECIPITACIÓN PE LA FRACCIÓN
INMUNQGLOBUL·INICA

SOLUCIÓN DE SULFATO DE AMONIO AL 7O%

- SOLUCIÓN SATURADA DE SULFATO DE AMONIO

Sulfato de amonio 800.OO g
((NH4)2 S04 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

- disolver a 60°C en agitación
- dejar enfriar a temperatura ambiente
- ajustar el pH a 7.2

- SOLUCIÓN DE SULFATO DE AMONIO AL 7O

Solución saturada de sulfato de amonio 7OO.OO mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 3OO.OO mi
(PALEX)

TAMPON FOSFATO SALINO (PBS)

Cloruro sódico 7.65 g
(CINa ; PROBUS)

Hidrogenofosfato de disodio anhidro 0.72 g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Dihidrogenofosfato de potasio 0.27 g
(KH2P04 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

- comprobar que el pH sea 7.2
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APBNDICE Purificación

CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD

ACIDO CLORHÍDRICO imM

Acido clorhídrico concentrado O.1O mi
(C1H 37% ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 10OO.OO mi
(PALEX)

TAMPON DE SENSIBILIZACIÓN (CO^HNa O.1M, ClNa
O.5M, pH 8.3)

Bicarbonato sódico 8.40 g
(CO3HNa ; MERCK)

Cloruro sódico 29.22 g
(ClNa ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 8.3 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1OOO mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

SOLUCIÓN ETANOLAMINA 2M, pH 8.0

Etanolamina 6.OO mi
(C2H 7NO , 1.02 g/ml ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena 30.00 mi
(PALEX)

- ajustar pH a 8.0 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 5O mi con H2O
- comprobar pH y ajustar
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APÉNDICE Purificación

TAMPON ACETATO O.IM, ClNa O.5M, pH 4

Acetato de sodio anhidro 8.20 g
(CH3COONa ; MERCK)

Cloruro sódico 29.22 g
(ClNa ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 4.O con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1OOO mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

TAMPON PBS-SALINO

- TAMPON PBS

Cloruro sódico 7.65 g
(ClNa ; PROBUS)

Hidrogenofosfato de disodio anhidro 0.72 g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Dihidrogenofosfato de potasio 0.27 g
(KH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

- comprobar que el pH sea 7.2

- TAMPON PBS-SALINO O.5M

Cloruro sódico 29.22 g
(ClNa ; PROBUS)

PBS csp 1000.00 ml
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APBNDICE Purificación

TAMPON GLICINA O. IM, ClNa O.5M, pH 2.5

Glicina 0.75 g
(H2NCH 2COOH ; MERCK)

Cloruro sódico 2.92 g
(ClNa ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 8O.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 2.5 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 100 mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

TAMPON PBS, TWEEN 2O O.O5%, AZIDA SÓDICA
lOOmM

Tween 20 0.05 ml
(Polyoxyethylenesorbitan
monolaurate ; PANREAC)

Azida sódica 0.65 g
(NaN3 ; MERCK)

PBS .csp 1OO.OO ml

INMUNOELECTROFQRESIS

TAMPON VERONAL O.O5M, p H 8.2

Veronal sódico 10.31 g
(Barbital, sodium salt,
C8HirN 2O3Na ; MERCK)

MerthiolateR 0.10 g
(Thimerosal ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 800.OO ml
(PALEX)

- ajustar pH a 8.2 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1OO ml con H2O
- comprobar pH y ajustar
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APENDlce Purificación

CITRATO SÓDICO AL 5%

Citrato trisódico 5O.OO g
(Na3C6H6O7 x 2H2O ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 100O.OO mi
(PALEX)

SUERO FISIOLÓGICO (SF : ClNa O.14M)

Cloruro sódico 8.50 g
(ClNa ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN COLORANTE DE AZUL COOMASSIE

Azul Coomassie 2.50 g
(Coomassie brilliantblue R-250 ; MERCK)

Etanol 225.OO mi
(CH3CH2 OH ; PROBUS)

Acido acético glacial 5O.OO mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 225.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DECOLORANTE DE AZUL COOMASSIE

Etanol 300.00 mi
(CH3CH2 OH ; PROBUS)

Acido acético glacial 100.OO mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 6OO.OO mi
(PALEX)

341



APÉNDICE Cultivo in vitro

CULTIVO IN VITRO DE PROTQSCQLEX

TRATAMIENTO ENZIMATICO DE LOS PROTOSCOLEX

TAMPON FOSFATO SALINO (PBS)

Cloruro sódico 7.65 g
(ClNa ; PROBUS)

Hidrogenofosfato de disodio anhidro 0.72 g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Dihidrogenofosfato de potasio 0.27 g
(KH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.OO mi
(PALEX)

- comprobar que el pH sea 7.2

PBS-TRIPSINA 0.25%

Solución de tripsina 5.OO mi
(2.5% Trypsin (1:250) in Hanks' Balanced
Salts ; FLOW LABORATOIRES)

PBS csp 50.00 ml

SOLUCIÓN ACUOSA DE EOSINA AL O.O1%

Eosina 10.00 mg
(Eosin yellowish ; FLUKA)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OO.OO ml
(PALEX)
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APÉNDICE Cultivo in vitro

CULTIVO DE PRQTOSCOLEX

MEDIO MÍNIMO ESENCIAL DE EAGLE MODIFICADO
(MEM), SIN SUERO BOVINO FETAL (SBF).

Medio Mínimo Ksencial lOx 50.00 mi
(Minimum Essential Medium Eagle,
Modified with Earle's Salts lOx ;
FLOW LABORATOIRES)

Aminoácidos no esenciales lOOx 5.OO ml
(Non-Essential Amino Acids
for Minimum Essential Medium
Eagle lOOx; FLOW LABORATOIRES)

Solución HEPES 4.OO ml

L-Glutamine 200 mM 10.00 ml
(FLOW LABORATOIRES)

Solución madre de penicilina-estreptomicina... l.OO ml

Solución madre de neomicina l.OO ml

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 50O.OO ml
(PALEX)

- ajustar el pH a 7.5 con CLH (SCHARLAU)

SOLUCIÓN DE HEPES

HEPES 119.00 g
(N-2-hydroxyethylpiperazine-N*- 2-
ethanesulfonic acid ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 5OO.OO mi
(PALEX)

SOLUCIÓN MADRE DE PENICILINA - ESTREPTOMICINA

Penicilina G sódica 107 UI
(Peniroger 5.000.000 UI ; ROGER)

Estreptomicina 10.00 g
(Estreptomicina sulfato l g ; ANTIBIÓTICOS)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 50.OO mi
(PALEX)
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APHNDICE Cultivo in vitro

SOLUCIÓN MADRE DE NEOMICINA

Neomicina O.03 g
(Neomycin sulfate ; GIBCO)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 50.00 ml
(PALEX)
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APÉNDICE Microscopía óptica

ESTRUCTURA E IIVMUIVOLOCAL1ZACIOIV
DE LAS FRACCIONES ANTIGENICAS POR
MICROSCOPÍA ÓPTICA

FIJACIÓN DEL MATERIAL V OBTENCIÓN DE CORTES
HISTOLÓGICOS

SOLUCIÓN DE FORMALINA AL 1O% TAMPONADA A pH 7.O

Formalina 100.00 ml
(Formaldehido 35-40% ; PROBUS)

Fosfato sódico dibásico, anhidro 6.5O g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Fosfato sódico monobásico, anhidro 4.0O g
(NaH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OOO.OO mi
(PALEX)

AGAR AL 5%

Agar bacteriológico 5.00 g
(Agar bacteriological, Agar Ns 1 ; OXOID)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 100.00 mi
(PALEX)

- llevar al ebullición tres veces
- dejar enfriar a 50-60 °C

SOLUCIÓN DE GELATINA - CROMO III

Gelatina 3.00 g
(Gelatina en polvo ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OOO.OO mi
(PALEX)

- disolver en agitación a 6O °C
- dejar enfriar a temperatura ambiente

Cromo III 0.5O g
(Cromo III sulfato potásico ; PANREAC)

- enfriar a 4 °C
- filtrar si es preciso
- emplear el mismo día
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APÉNDICE Microscopía óptica

TINCIÓN DE HEMATOX1L1NA EOS1NA

SOLUCIÓN DE ALCOHOL ACIDO (ETANOL 7O%, ACIDO
CLORHÍDRICO 1%)

Etanol 7OO.OO mi
(CH3CH2 OH ; PROBUS)

Acido clorhídrico concentrado 10.OO mi
(C1H ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

AGUA AMONIACAL

Amoníaco 4.OO mi
(Amonium hidroxide, 28-30% ; PROBUS)

Agua del grifo csp 1OOO.OO mi

SOLUCIÓN DE EOSINA-FLOXINA

- SOLUCIÓN DE EOSINA AL 2%

Eosina 5.00 g
(Eosin Y ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 250.OO ml
(PALEX)

- disolver en agitación

- SOLUCIÓN DE FLOXINA AL 2%

Floxina 5.OO g
(Phloxine B ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 250.OO ml
(PALEX)

- disolver en agitación

- SOLUCIÓN DE TRABAJO

Solución de eosina al 2% 100.OO mi

Solución de floxina al 2% 10.00 mi

Alcohol 96° 780.00 mi

Acido acético glacial 4.00 mi
(CH3COOH ; PROBUS)

- solución extemporánea
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APÉNDICE Microscopía óptica

TINCIÓN DE MAV-GRUNWALD - GIEMSA

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACIDO ACÉTICO AL O.2%

Acido acético glacial 1.00 mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 499.00 mi
(PALEX)

TTINCIÓN TRICRÓMICA DE MASSQN

SOLUCIÓN DE FORMALINA AL 1O% TAMPONADA A
pH 7.0

Formalina 100.OO mi
(Formaldehido 35-40% ; PROBUS)

Fosfato sódico dibásico, anhidro 6.50 g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Fosfato sódico monobásico, anhidro 4.OO g
(NaH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DE BOUIN

Solución de formalina al 1O %, pH 7.0 4OO.OO mi

Acido acético glacial 2O.OO mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Acido pícrico a saturación
(C6H 3N3O7 ; MERCK)
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN DE FUCSINA Y ESCARLATA DE BIEBRICH

- SOLUCIÓN ACUOSA DE ESCARLATA DE BIEBRICH
AL 1%

Escarlata de Biebrich 10.OO g
(Biebrich scarlet ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

- SOLUCIÓN ACUOSA DE FUCSINA ACIDA AL 1%

Fucsina 10.00 g
(Acid fuchsin, calcium salt ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 ml
(PALEX)

- SOLUCIÓN DE FUCSINA Y ESCARLATA DE BIEBRICH

Escarlata de Biebrich al 1% 90.00 ml

Fucsina acida al 1% 10.00 ml

Acido acético glacial 1.00 ml
(CH3COOH ; PROBUS)

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACIDO ACÉTICO AL 0.2%

Acido acético glacial l.OO mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 499.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DE ACIDO FOSFOMOLIBDICO Y
FOSFOTUNGSTICO

Acido fosfomolíbdico 5.00 g
(Phosphomolybdic acid ; SIGMA)

Acido fosfotúngstico 5.OO g
(Tungstophosphoric acid ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 200.00 mi
(PALEX)
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN DE VERDE CLARO AL 2%

Verde claro . 2.0O g
(Light green, SF yellowish ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena 98.OO ml
(PALEX)

Acido acético glacial 1.00 ml
(CH3COOH ; PROBUS)

TINCIÓN TRICRÓMICA DE PAPANICOLAOU

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACIDO CLORHÍDRICO AL
0.2 5%

Acido clorhídrico concentrado 2.50 mi
(C1H ; SCHARLAU)

Agxia bidestilada estéril, apirógena 997.50 mi
(PALEX)

TINCIÓN DE F.A.S. PARA CARBOHIDRATOS

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACIDO PERIÓDICO AL O.5%

Acido periódico 0.50 g
(HBIO 6 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 100.OO mi
(PALEX)

349



APEISDICE Microscopía óptica

TINCIÓN DE F.A.S. TRAS DIGESTIÓN CON DIASTASA

TAMPON FOSFATO SALINO pH 6.0

Cloruro sódico 8.00 g
(CINa ; PROBUS)

Fosfato sódico dibásico, anhidro 0.28 g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Fosfato sódico monobásico, anhidro 1,97 g
(NaH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1000.00 mi
(PALEX)

- comprobar que el pH sea 6.0

SOLUCIÓN DE DIASTASA

Diastasa de malta 0.1O g
((i -amylase, type VIII-A, from barley
malt, 100.000 u/mg ; SIGMA)

Tampon fosfato salino pH 6.O lOO.OO ml

- solución extemporánea

TINCIÓN DE AZUL ALC1AN DH 2.5

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACIDO ACÉTICO AL 3%

Acido acético glacial 3.00 mi
(CH3COOH ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 97.OO mi
(PALEX)
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN DE AZUL ALCI AN AL 1%

Azul alcian 1.00 g
(Alcian blue 8GX ;SIGMA)

Solución de acido acético al 3% csp 100.00 mi

SOLUCIÓN DE KERNECHTROT

Sulfato de aluminio 4.OO
(A12(S04 )3 ; SIGMA)

Rojo nuclear fuerte 0.25 g
(Nuclear fast red ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 1OO.OO mi
(PALEX)

- disolver en agitación a 60 °C
- dejar enfriar y filtrar
- añadir algunos cristales de timol

TINCIÓN DE K1NYOUN

SOLUCIÓN DE KINYOUN

Fucsina básica 4.OO g
(Pararosaniline, base ; SIGMA)

Cristales de fenol 8.0O g
(C6H 6O ; SIGMA)

Alcohol 96° 20.00 mi
(PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 100.OO mi
(PALEX)
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN DE ALCOHOL ACIDO (ETANOL 7O%, ACIDO
CLORHÍDRICO 1%)

Etanol 70O.OO mi
(CH3CH2 OH ; PROBUS)

Acido clorhídrico concentrado 1O.OO mi
(C1H ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OOO.OO mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DE VERDE CLARO AL 2%

Verde claro 2.00 g
(Light green, SF yellowish ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena 98.00 mi
(PALEX)

Acido acético glacial 1.00 mi
(CH3COOH ; PROBUS)

TINCIÓN ARGÉNTICA DE GOMORI - GROCOTT

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACIDO CRÓMICO AL 5%

Acido crómico 5.00 g
(CrO3 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1OO.OO mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE BISULFITO SÓDICO AL 1%

Bisulfito sódico l.OO g
(NaHSO3 ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 10O.OO mi
(PALEX)
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN ACUOSA DE NITRATO DE PLATA AL 5%

Nitrato de plata 5.00 g
(AgNO3 ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1OO.OO mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE METENAMINA AL 3%

Metenamina 3.00 g
(Hexamethylenetetramine ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE BÓRAX AL 5%

Bórax 5.00 g
(Sodium tetraborate anhydrous ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DE METENAMINA ARGÉNTICA

- SOLUCIÓN MADRE METENAMINA-NITRATO DE PLATA

Solución de metenamina al 3% 100.00 mi

Solución de nitrato de plata al 5% 5.0O mi

- guardar en nevera un mes

- SOLUCIÓN DE TRABAJO

Solución de metenamina-nitrato de plata 25.00 mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 25.00 mi
(PALEX)

Solución de bórax al 5% 2.OO mi

- solución extemporánea
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN ACUOSA DE CLORURO DE ORO AL O.l%

- SOLUCIÓN DE CLORURO DE ORO AL 1%

Cloruro de oro 1.00 g
(HAuCl4 x 3H 2O ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1OO.OO mi
(PALEX)

- SOLUCIÓN DE TRABAJO

Solución de cloruro de oro al 1% 1O.OO mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 90.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE TIOSULFATO SÓDICO AL 2%

Tiosulfato sódico 2.00 g
(Na2S2 O3 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 1OO.OO mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE VERDE CLARO

- SOLUCIÓN MADRE AL O.2%

Verde claro O.2O g
(Light green, SF yellowish ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena 100.00 mi
(PALEX)

Acido acético glacial O.2O mi
(CH3COOH ; PROBUS)

- SOLUCIÓN DE TRABAJO

Solución de verde claro al 0.2% 10.OO mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 40.00 mi
(PALEX)
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APÉNDICE Microscopía óptica

TINCIÓN ARGÉNTICA PARA FIBRAS DE RETICUL1NA

SOLUCIÓN ACUOSA DE PERMANGANATO POTÁSICO
AL 0.25%

Permanganate potásico 0.25 g
(KMnO4 ; PANREAC)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACIDO OXÁLICO AL 5%

Acido oxálico 5.00 g
(C2H 2O4 ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN AMONIACAL DE NITRATO DE PLATA

- SOLUCIÓN ACUOSA DE NITRATO DE PLATA AL 1O%

Nitrato de plata 2.50 g
(AgNO3 ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena 25.00 mi
(PALEX)

- SOLUCIÓN AMONIACAL DE NITRATO DE PLATA

Amoníaco 1.00 mi
(Amonium hidroxide, 28-30% ; PROBUS)

Solución de nitrato de plata al 1O% 25.OO mi

- agregar gota a gota, el amoníaco sobre la
solución de nitrato de plata, hasta que se
forma una ligera turbidez que no se disuelve
al agitar

Agua bidestilada estéril, apirógena 25.00 mi
(PALEX)
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN DE FORMALINA AL 1%

Formalina 1.00 ml
(Formaldehido 35-40% ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 100.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE CLORURO DE ORO AL 0.2%

- SOLUCIÓN DE CLORURO DE ORO AL 1%

Cloruro de oro 1.00 g
(HAuCl4 x 3H 2O ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.OO mi
(PALEX)

- SOLUCIÓN DE TRABAJO

Solución de cloruro de oro al 1% 2O.OO mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 90.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN ACUOSA DE TIOSULFATO SÓDICO AL 5%

Tiosulfato sódico 5.00 g
(Na2S2 03 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 100.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DE KERNECHTROT

Sulfato de aluminio 4.0O
(A12(SO4 )3 ; SIGMA)

Rojo nuclear fuerte 0.25 g
(Nuclear fast red ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 100.OO mi
(PALEX)

- disolver en agitación a 60 °C
- dejar enfriar y filtrar
- añadir algunos cristales de timol
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APEISDICE Microscopía óptica

INMUNOLOCALIZACION DE LAS FRACCIONES
ANT1GENICAS

TAMPON TRIS SALINO (2O mM, 0.13 M, pH 7.6)

- TRIS SALINO lOx.

TrizmaR base 24.22 g
(tris-hydroxymethyl-aminomethane ; SIGMA)

Cloruro sódico 75.97 g
(CINa ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena 80O.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 7.6 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 1000 mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

- TRIS SALINO 2O mM, 0.13 M, pH 7.6

Tris salino lOx 200.00 mi

Agua bidestilada estéril, apirógena 1800.00 mi
(PALEX)

- comprobar que el pH sea 7.6

TAMPON TRIS SALINO GELATINA 0.75%

Tris salino lOx 70.OO mi

Gelatina 5.25 g
(Gelatina en polvo ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 7OO.OO mi
(PALEX)

- disolver en agitación a 60 °C
- dejar enfriar
- comprobar que el pH sea 7.6
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APÉNDICE Microscopía óptica

TAMPON TRIS 5O mM

TrizmaR base 1.21 g
(tris-hydroxymethyl-aminomethane ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena 18O.OO mi
(PALEX)

- ajustar pH a 7.6 con HCl (SCHARLAU)
- enrasar a 200 mi con H2O
- comprobar pH y ajustar

SOLUCIÓN DE H^O AL 3%
¿f ¿i

H2O2 30% 25.00 mi
(H20 2 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena 225.00 mi
(PALEX)

- solución extemporánea

SOLUCIÓN DE SAPONINA AL O,O5%

Saponina 125.OO mg
(Saponin, from gypsophila ; SIGMA)

Agua bidestilada estéril, apirógena csp 250.OO mi
(PALEX)

- solución extemporánea

SOLUCIÓN DE BLOQUEO

Suero no inmune 0.10 mi
(Normal goat serum ; VECTOR LABORATORIES)

Tris salino 20 mM, 0.13 M, pH 7.6 0.90 mi

Seroalbúmina bovina 0.05 g
(Albumin fraction V ; MERCK)
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APÉNDICE Microscopía óptica

SOLUCIÓN DAB-H2O2

DAB 0.06 g
(3,3'diaminobenzidine tetra-
hydrochloride ; SIGMA)

H2O2 al 30% 0.20 \il
(H20 2 ; MERCK)

Tris 5O mM csp 100.00 mi
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APÉNDICE Microscopía electrónica

ESTRUCTURA E IIVMUIVQLOCALIZACIQIV
DE LAS FRACCIONES ANT1GEN1CAS POR
MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

FIJACIÓN DEL MATERIAL

TAMPON FOSFATO SALINO O.1M, pH 7.3 (PBS O.1M,
pH 7.3)

- SOLUCIÓN 1

Dihidrogenofosfato de sodio 27.60 g
(NaH2PO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OOO.OO mi
(PALEX)

- SOLUCIÓN 2

Hidrogenofosfato de disodio anhidro 28.39 g
(Na2HPO4 ; MERCK)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 1OOO.OO mi
(PALEX)

- TAMPON FOSFATO O.1M, CINa O.15M

Solución A 23.00 mi

Solución B 77.00 ml

Cloruro sódico 1.75 g
(CINa ; PROBUS)

Agua bidestilada estéril, apirógena .csp 20O.OO mi
(PALEX)

- comprobar que el pH sea 7.3
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APÉNDICE Microscopía electrónica

SOLUCIÓN DE PARAFORMALDEHIDO AL 4-%,
GLUTARALDEHIDO AL 0.3%

- SOLUCIÓN DE PARAFORMALDEHIDO AL 8%

Paraformaldehído 8.00 g
(Paraformaldehyde ; SIGMA)

PBS O.IM, pH 7.3 lOO.OO ml

- calentar a 65 n C
- disolver en agitación

- SOLUCIÓN DE GLUTARALDEHIDO AL O.6%

Glutaraldehído 0.60 g
(C5H802)

PBS O.IM, pH 7.3 lOO.OO mi

- SOLUCIÓN DE PARAFORMALDEHIDO AL 4%,
GLUTARALDEHIDO AL O.3%>

Solución de paraformaldehído al 8% 5O.OO mi

Solución de glutaraldebido al 0.6% 50.00 mi

- conservar a 4 p. C un máximo de 15 días

SOLUCIÓN DE CLORURO DE AMONIO 5OmM

Cloruro de amonio 0.27 g
(NH4C1 ; SIGMA)

Tampon PBS O.OIM, pH 7.3 csp 100.00 ml
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APÉNDICE Microscopía electrónica

INMUNOLOCAL1ZAC1QN DE LAS FRACCIONES
ANTIGENICAS

TAMPON PBS-GLICINA O.1M

PBS O.1M, pH 7.3 100.00 mi

Glicina 0.75 g
(H2NCH 2COOH ; MERCK)

TAMPON PBS OVO ALBÚMINA 1%

PBS O.1M, pH 7.3 10O.OO mi

Ovoalbúmina 1.00 g
(Chicken albumin, fraction V powder ; SIGMA)

CONTRASTADO DE LAS PREPARACIONES

SOLUCIÓN ACUOSA DE ACETATO DE URANILO AL 2%

Acetato de uranilo O.1O g

Agria bidestilada estéril, apirógena 5.00 mi
(PALEX)

SOLUCIÓN DE REYNOLDS

Nitrato de plomo 1.33 g
(Pb(N03)2 ; SIGMA)

Citrato trisódico 1.76 g
(Na3C6HsO, x 2H2O ; SCHARLAU)

Agua bidestilada estéril, apirógena 30.00 mi
(PALEX)

- agitar y antes de 30' añadir 8 mi de NaOH IN
- enrasar a 50 mi con agua destilada
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