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DISCUSHDN InmunoocallZacikhn

INMUIINOQILOCALIZACION DE LAS
FRACCIONES ANTIGENICAS

El! primer marceje de anticuerpos, ¥ consecuentemente Ia primern des-
cripcidn de una técnica de inmunoegquimicn se remonta a 1934 (Marrack
1234), aungue realmente la inmunohistoguimica, tal ¥ como se conoce
hoy en dia, ho aparece hasta unos anos mas tarde con los trabajos de
Coonsg ef al. (Coons, Creech, Jonces & Berliner 1542), los cunles basidn-
dose en lag cxperiongios de Marrack miarcen anticucrpos con conjuga-
dos flugrescentes, ¥ describen un prolocole dtil para demostrar, me-
dionte ¢l empleo de enticuerpos especificos marcades, la presencia de
anligenoes on tejidos.

Tras la descripeidn de este primer método de inmunofluarescencia di-
recta, en una posterieor publicacion, Coons & Kaplan (1950 nos intro-
ducen en los sistemas de marcaje indirecto ¢on la preparacion de con-
jugados ¥ la descripeidn de una técnica de inmunnflunrescencia indirec-
ta.

El marcaoje enzimédtico apareece unos afios mas tarde con los trabajos de
Nakane {19688} v de Avrameas {1962a, 19689b), los cuales marcan los
anticuerpos con peroxidasa de rvdbano picante vy emplean para su
deteccidn 1 métodn de 1o diaminobeneciding deserito con anterioridad
por Grohem ¥ Kornovsky (1596GE).

Fostariormenie, sc hacen muliiples intentos con el fin de amplificer la
respuests @ Incrementar asi Io seansibilidad, » en 1970 Sternberger cf al.
(Stermmboerper, Hardy, Cucualis & Meyer 1870) describen 1o técnica de la
peroxidasa-antiperoxidnsa.

Finalmente, en 1979 Guesdon of af. (Guesdon, Ternynck & Avramcas
1372, introducen en la inmunohistaguimica les métodos hagadozs en ln
piinidad entre la gviding ¥ lg bhioting, v postericrmaoante Hsu o af. {Hsu,
Reine & Fanper 1%81a, 1381h) mejoran la tédenica ¥y describen un meé-
todo basado en el complejo aviding-biotina-peroxidasa (ABC).

El desorrolle de las técnicas de marcaje con oro coloidal se inicia, ya a
nivel de Ia microscopin electrdnica, en 1971 cen Faulk & Taylor, pero
el verdadero nupe de estz melodoelogic date de 1977, cunndg Horisherper
& Rossct consipaety marcar lectinns con oro coletdal ¥y emplearlas pora
1a tincidén de secciones ultrafinas de microscopia electrénicn de trarsma-
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MOS0 Inmunoiocallzactan

Es bkien conocido gque la especificidad de une reaccion inmune depandoe
mayoritariamente de la disponibilidad de unos antisueras especificos,
pero tamhbién de Ia senaibilidad de 1a técnica empleada. Asi en
inmunghistogquimica, mediante e] emples de ancisueros muy diluidos se
conaigue minimizar el marcaje de fonde inespecifica, sungue muchas
veges €2 ¢n detrimento de o senzibilidad.

Tras revisar lo literatura sobre técnicas inmunohigstoguimiecas en
microscopin dptica, diversos estudios comparativoes {Hsu, BEaine & Fanger
19814a, 1G98 1h; Bargroth 12832) concluyen que, la téenica mas sensible y
que reguiere para la inmunelocalizacidn el empleo de una menor can-
tidad de antisucro prirmario, s la del compleje avidina-biotina-peroxidasn
(ABCY de tal foerma gue mediante ol empleo de la técniea ABC, 1o
amplificacidn gque se obtiene de Ia reaccidn antipenc-anticuerpe permi-
te, gin gue 5e reduzca 1 sensibilidad, trabajar con bajas concentracio-
nez de pntisueros,

& nivel de 12 microscopia electrdnica, el oro coleidal debido 2 5u glta
densidod, o3 ¢l morcador gue consigue una mejor resclucion para lo
localizacidn de los antigenos, ¥ o8 practicamentes imposible vconfandirioe

eon cunlguier estructura biocldgica.

La presencig de antipencs parasitagrios ¢n las membranas quisticas o en
los protoscilex de K grongforsus o B, mufitivenlaris os un hecho bign
compcido, En 19683 Froga de Azevede & Rombert introdujeron las téeni-
cas de inmunofluprescencia indirocta sobhre muaterial purasitario para el
diagnostice serolomico de la hidatidosis, Numerosos auteres son los que
han empleads protoscdlox somo ontigeno particulado en 1o claboracidén
de pruehas sernldpicas gue permitiesen doteatar la prezencia de
anticucrpos especifiecgs en sunros de pacientes aflectos de hidatidosis
(Sanchez, Sanchez & Albeln 1977, Guisantes & Vicente 1983 Cosado,
Redriguez-Casbeiro & Jimenez 1985), ¥y mids recientements la prescn-
cia de antipenes parasitarios ha sido propuesta para ¢l diagnéstico
histoldpico de 1o hidatidosis alveclar { Conden, Rausch & Wilson 1888).

Lag comunidades antigénicas existentes entre los difercntes componaen-
tes catructurgles presentes en los quistes hidatidiecos de E. granulosues

an



DNECUSION Inmunolacalleacisn

(liguido hideatidice, membrans laminar, membraona germinativa ¥
protoscdlexy, fueron estudiadazs mediante doble difusidn o
inmuneelzctroforesia por Yareln-THaz & Torres en 1977, cmpleando
antizuercs especificos obtenidos por inmunizoacidn cxperimental de co-
nejos con ¢ada uno de los componentes eslructurales anles mencionao-
dos. Eslos autores, cucuchtraron antigenos comunes entee 1a membra-
na perminaliva, la membrans laminar ¥ los protoscoloex, entre los
protozcdlex ¥ el liquida hidatidicn y entre 1g membrana germinative ¥
el liquido hidatidico, pero no entre loa membrana laminar ¥ el liguide
hidotidico.

La logalizacion tisular de los antigenos rnayoritarios de E gronulosus
(antigena 5 ¥ antigenos B}, va fud previamente estudiada, por técnicas
de inmunoluorescencia indirecta (Yarzabal, Dapas, Bout & Capron
1976; Yarzabal, Dupas, Bout, ¢f &, 1977) ¥ peroxidasa-antiperoxidasa
(Rickard, Davivs, Bout & Smyth 1977; Daviez, Rickard, Bout & Smyth
1578}, srobre protoscdlex y membranas quisticas de proeccdencia egquina
v ovina, pere no snbre material parasitario de procedencia humana.,
El estudic comparative de les resultados ochtenidos por les diferentes
sutores, conjuntaments con las resultadons ohtenidas en estn expericon-
cig sg enguentran resuymidess en la tahla XWVIII.

En trahajos previaos se ha dermostrade la presencia del Ag 5 en el
parénguime (¥ arrabal, Dupas, Bout & Ceppron 1976G; Rickard, Davies,
Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978)

v cn lo pered de los conductos colectores (Yerzabal, Dupas, Hout &
Capron 1976, Davics, Rickard, Boul & Smyth 1278) de protozcalex de
E, granulosus, habidndose implicado u las cdlulas parenguimatosns en
la produccidn y almacenagje del Ag 5 (Davices, Rickard, Bouat & Smyth
1978} v 8l gistemna excretor cemo pesible respensable del Ltransporte y
likeracidn de este antigenc (Yarzabal, Dupas, Bout & Capron 1976,
Devies, Rickard, Bout & Smyth 1978}, que tras su produceidn en las
cHulgs parenguimntesas seria liboarado a la sabstancin intersticial para
alegnzar el sistema osmorregulador (Davies, Rickard, Bout & Smyth
1978, Tamhbién s=e han apuntado otras posibles vias pora lo liberacidn
del A 5 en el contenido de la cavidad gquistica, como pucden ser los
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procesos de degeneroeion y lisis que, en proporcidgn varinble, sulfron los
protoscdlex en el interior de 1o eavidad quistica (Davies, Rickard, Bout
& Smyth 1978), la liberacidn por degeneracion de células indiferenciedes
de la regidn conectiva de ln membrana porminative (Bortoletti & Ferrctti
1973), o la sintezsis A nivel de estos mismas célulpe Yarzahal, Dupas,
Bout & Capron 1975).

En nuestra expericnoia, ¢l empleo del antiswero monoeapecifico anti-Ag
g on la inmunaloealizacidn sobre protosedles de E. granulosus de pro-
cedeneia humane, tambicn ho permitido la deteceidn del Ag 5 a nivel
del parénguimeae parasitario {Figs 65 v 70) ¥ en la parcd de los tubulos
colectores (Fig 73) perc en ningun moments se ha laralizado en la lus
tubular ni en les células flamigeras, g3 como tampaco en el tegumento,
corpiisculos caledreos ni estructurgs musculares,

La observacidn de gque a nivel del parénguima, el Ag 5 se asocio a Areas
extracelulares no contrastadas (Fig 70), 8in gue pucds deteslarse su
presencig en las célulags parenguitatosas, apuntaria hacia vn probable
arigen del antigene relacionado con las procesos de lisis o remodelacidn
de la matriz extracelular, De haechg, 1a mutriz extracelular es un pro-
ductno de oripen, naturaleza ¥ organizacidn heterogéneos, secretade por
las células de difercntes tejides, gue se encuentra en constante
remodelacidén debido a la produccidn enzimidtica de las célualas colindan-
teg, estimuladas por difcerentes factores externos o par 1e mismo matriz
extracelular (Alexander & Werb 1889}, asta formada por una intrinca-
da red de macromoléculas estrechamente interrclacionados, sicndo 2u
alta copacidad de hidratacidn uno de las caracteristicas més relevantes
{Alberts, Bray, Lewis, ef al. 1989}, BEn nuestra experiencia, la constante
remodelacion de 18 matriz ecxtracelular, he side indirectamente puesta
cn evidencia durgnte o] desarrolle in witre de las protoscolex (ver;
Dezoarrelle de protoscdlex cultivades {n vitro), siende ya bien conoecido
que son miltiples Efos procesos de remodelAacidn que acomparnan el
desarcollo de un protoscdlex ¥ la diferenciacidn de éste vo 3ea en
direncidn qgulistica o cetrobilar (Ubelaker 1983a; Rogan & HRichards
1986a; Mchlhorn, Taraschewski, Frang, €t of. 1388h; Rogpn & Richaords
1959;.

Hipoleticamente, ¢l A 5 derivarig de la remedelneidn de ln matris
extracelular consccocuente a la accidn enzimdtica que sobre elle ejerce-
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rian las células parenguimatlaesas, las cuales serian espectalmente esti-
muladas por aquellps facteres que fuecszen cgpaces de inducir 1g diferen-
ciacidn quistica del pardgsito. El antipeno se encontraria en el interior
de lps vesfculas hijaos debide al propic proceszo de remodelacidn oeurrido
c¢n el desarrcllo de éstas a partir de los protoscadlex. También cercia
liberade 8! contenidoe quistico 2 troves del sistemo cxeretor de aguellos
protoscdlex gque no estuviesen en fase do diferenciacidn quistica, ¥ por
vltime provendria de la lisis enzimdtica del parénguima parasitario de
los protoscdlex depenersdos,

Apoyando estp hipdtesis estario la obrervacidn de Ias diferentes loealis
eaciones demostrodoas del A &, tantoe en les protesedlex viabhles como &
nivel de los degencradoes, la caracterizacion guimica del Ag 5 como
glucopreteing (Al-Yarman & Knoblaoch 198%; March, Enrich, Mercader,
el af, 1991) ¥ la baja entigenicidacd de les grandes quistes acéfulos
tMusiant, Piantelli, Lauariola, et af. 1978} El noe haber podido localizar
el Ag 5 a nival de 12 Ine tubular, podria estar relacionndoe con 1la elucian
de dste antigeno an los proccsos de lavado uno vez separado completo-
mente de 1a trama de Ja matriz extrocelular, lo gque vendria reaflirmado
por &l hacho {ver mds adelante) de no hober detectado 18 presencia del
antigenc en €l contenido gquistice, cuanda en rezlidad la fuente emplea-
de para la obtencidn de los antisucros ha sido este propioc contenidoe
guistico.

Experiencins previons habian lacalizado al Ag B on el teguments de los
protoscdiex (Yarzabal, Dupas, Bout, ¢t al. 1977, Rickard, Davies, Bout
& Smwth 1977; Davies, Rickurd, Bout & Smyth 1978}, cspecialmente
asoctado 82 laz células tegumentarias de la regidn del csedlex {Davies,
Rickard., Bout & Smyth 1978) ¥ a la cubierta PAS positiva que recubre
el tegumento de 1o repian del soma (Yarzabal, Dupgs, Bout, ef gf. 1977,
Hickard, Davies, Bout & Smyth 1977; Davies, Ihickard, Bout & Smyth
1978), aungue va habfa sido apoenteds o posibilidnd de gue este antipenso
csluviese simplemente adsorbide sobre la cubicrta PAS positiva (Daoavies,
Riskard, Bout & Smyth 1978), dobide a los propiedades adhesivas de
désta {MMorselh 1967). También se habia descerito la localizacidn del Ag
B a nivel de Tus edlolas perenguimatosas subtegumentarias {Rickaord,
Davieas, Bout & Smyth 1977, Davies, Rickord, Bout & Smyth 1878 v en
la superficic do los corpusculos caledreos (Hickard, Deavies, Hout &



I I= LSO InmunoocallZ2acian

Smyth 1977), asocidndosc ésta Gltima localizacidn, conjuniomente con
la descrito en la cubierta IPAS positiva del tegumento, con la posible
participecidn del Ag B an la actividad anticomplementaria {Rickard,
Davies, Bout & Bmyth 18377} demnstrada en estas estructuras (Kassis
& Tenner 1978, Rickard, Mackinlay, Kane, ef qf. 18773, sungue estu-
dios posteriores realizades por los mismos gutores, mediante microscopin
electranica,. no pudieron demostrar la prosencic del] Ag B a nivel de Ios
corpisculos caledreos (Davies, Rickoard, Bout & Smyth 1978

La sinteeis del Ag B se habfo propucsto a nivel del citoplasma porinuclear
del tegamento anlerior, ¥ 2 traves de Ios puenies citoplasmdticos alcan-
zaria la repidin del citeplasma distal, en dende el antigene seria alma-
genado ¥ pesteriormente secrctido hacia el interior de la savided gquistica
{Davies, Rickard, Bout & Smyth 19781, Al igusl gue ocurria con el Ag
&, también a- ha apuntade la posibhilidad de que ¢l A B s¢ acumualase
enn al liguidoe hidatidice tras los procesos de degeneroacidn de los
protoscdlex v de las células indiferenciadzs asociadas a la membrana
germinitiva (Daviea, Rickard, Bout & Smyth 1878

En nucstra gxperiencia, I inmunoelecalizacidn del Ag B a nivel de los
protoscdlex, ha estado limitadsa a las dgreas exbracelulares oo eontrasto-
das del parénguima parasitaric (Figs 70 y 71}, pero a diferencia de lo
gue occurriga con €l Ap 5, este antipeno no se ha localizado en la pared
de los thibulos colectores, guizds por una mayor solubilidad del A B
raspecto &l Ag 5 0 un pase meas rdpido 8 traveés de 18 pared tubular
justificado por su menor peso molecular £120-150.000¢ Da frente 5 los
400 000 Da del Aag 5) (Oriol, Williams, Perez-Esgndi & COriol 1971;
Pozzucli, Musiani, Arru, e af. 1972; Oriol & Oriol 1875, Piantelli,
Pozzuali, Arra & Musian: 1977). La misma hipdtesis de produecion ¥
excrecidn expuestn ¢on anterioridad para el Ag 5 podria ser asimilable
B este antigena, aunguc ¢l sistema sustrato-enwzima pudiera ser diferen-
te ¥ por tante ¢l producto resultants, De todas forimas, ¢l hechoe de ne
hober detectade lo presencia de Ag B en los protosedlex degenerados
excluirin csto procodencin, ¥ superivia algin proceso Activa de secregidn
como via principe]l parn la Liberacidn del Ag B #n el contenido gquistica.

Loz trabgjos previes localizaban tonto el Ag 5 como el Ag B, a nivel de
Iz membrana germinativa (Yarzabal, Dupas, Bout & Copron 1976

73
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Rickard, Davies, Bout & Smyth 15377, Davics, Rickard, Bout & Smyih
1878} d¢ les vesiculas proliferas v vesleulns hijas, 81 bicn Yarzabal
(Yarzabal, Dupas, Bout, ¢f af. 1977) no pudo ochservar la presencia del
Apg B an esta membrana. Los trabajos realizadoes mediente microsoepia
electrénica (Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978] los loeslizaban en las
c#lulgs parenguimatosas de la regién conecltiva de la membrena
Eerminative, 3in gque Se BEDprecinse mercoje a nivel de los citoplasmas
distal ni perinuclear. A nivel de la membrane laminar, se cpincide en
demaostrar la presencia del Ag B (Yarzabal, Dupas, Bout, et gf. 1877;
Rickard, Davies, Boul & Smyth 1877, ¥ oo asi ia del Ap B que tan solo
£5 phservade en las capay mas superficiales por Rickard (Rickard,
Davies, Bout & Smyth 1977). I.2 presencia del Ag B en el contenido
quiztico ¥ la ouscncia del Ap 5 en ¢l mismo, son otras observaciones en
las gquec tamhbién coinciden les trabajos previcos (Yarzabal, Dapas, Bout
& Capron 1976 Yarzabal, Dupas, Bout, ¢f al. 18277 Rickard, Davies,
Bout & Smyth 1977; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978),

IEn nuestra experiencia, smbos antipengs se cbservan a nivel de la
membrana germinativa ¥ no de la membrana lominar (Figs 63, 64 »
6E), demostrdandosce, mediante la microscopia clectrdnica, &0 AreRs NG
contrastadas extracelulores situadas en la regidn concctiva de la mem-
brana germinative (Fig 69), heche cste gue, teniendo en cuenta lo
cimilaridad embrieldgica (Mehlhoern, Taraschewski, Franz, ef al. 19858)
¥ mltraestructural {(Morseth 1967) existente entre la membrana
germinetiva ¥ el tepuments de leos protoscdlex, coincidiria plenamente
con la localizacidn de estos antigenoes tras haber comprebado su distri-
bucidn cn los protoscdlex. La pusencia de ambes antipenos en el conte-
nide gquistico, pedria ser explicada, como ya antes se¢ ha apuntado, por

su elucidn en los procesas de lavado previos y posteriores a la Gjacidn.

Unua posible explicacidn de las disorepancins de nuestros resultoadaos,
frente a los previumente publicados en cuanto & o localizocion del Ag
B (Yarzabal, Dupas, Bouat, et af. 1977; Richard, Dovies, Boutl & Smyth
1977: Dovies, Rickard, Bout & Smyth 1978), podria estar en una difo-
rente expresion antigénica de las sepas de K. granilozus de naestea
fireg gerogrifica de acteacidn, habiondo sido ya demostradas difercncias

antipénicas intraespecificua por otros aulores cn olras dreas, mediante

PRl
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€] estudic de lo inmunoerrceactividad frentes 2 liguides hidoatidisos de
diferentes hospedadores {Gottstein, Eckert, Michoel & Thompson 1987),
€] egtudio de la rezpucsta inmune de les mismos hoespedadores infecta-
dos por diferentes cepos de E. grancfosus (Lightowlers, Rickard, Hoaney,
el af. 1984} o la inmunizacidn experimental de conejos con liguidos
hidgtidices de diferentes procedencias (Shephoerd & MolManus 1987al.
Aungue parece mas probable que los origenes de estas discrepancias
radigurn en la diferente metodologin empleada para lo purificacidn de
los antigenos (Bout, Fruit & Capron 15374 Boulard & Lecrojzey 1982;
Madico, Mereader, Pardo, ¢t af. 1988), v ¢ la espeaficidad de las
antisveres empleados en la inmunplaocalizacion.

De hecho, en este trabajoe, cuande se utiliza para la inmunolocelizasidén
el antisuerc policspecilfico ontl antigenos parasitarios (anti-Ag ), sc
abserva el reconocimiento de mas estructuras parasitarias que |Bs Que
corresponderian a la simaple guma de las reconoecidas por los dos
antisueras monpespecificeos (Figa 67, 74 ¥ 75), lo cual estaria justificeds
por la poliespecificidad de este antisuero, gue ya par inmunochict se
habia vizto que reconocia alpunos otros componentes polipeptidicos no
relavionadas con el AZ 5 ni con ¢l Ag B (ver; obtencidn de nntisucros par
inmunizacidon experimental de conejosl, Asi, la membrang leminar, el
contenide de las vesioulas, €] tepumenta de 1os protosedlex ¥y los corpas.
culog celedrens, en los Que en nuestra pxperienoia no se hahia detectodo
la presencia de Ap B, si san reconocidos por el antisuers anti-Ag P (Figs
&7, 74 ¥y T8 (ver: taklpn XVIII).

Ademas, e2 hien conotida la existencia de otvos antigenos hidatidicos,
destacando entrg éstos el antigpeno P, (Ben-Ismail, Carme, Niel &
Cewtilini 1930; Rickard & Lightewlers 19A88) Este antigenc se ha
relacionndo con ol material PAS positive de los protoscédlex (Rickard &
Lightowlars 1988) vy medioante técnicas de inmungfluoreacencia indiree-
ta s¢ ha localizodo en lo membrana laminar y el tepumoente de los
protoscalex {Makni, Dalix, Oriol & Aved 1940), estructuras astas, gue
no siendo reconocidas por nuestro antisuers anti-Ag B i lo habian sidao
&n lags experiencins previas (Yoreabal, Dupez, Bout, ef /. 1977, Kickard,
Travics, Bout & Smyth 1877; Davies, Rickard, Bout & Smyth 1978), ¥
tambien por ol anti-Apr P
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A. Del estudio realizedo con el fin de caracterizar las proteinas
inmunegénicas de E, granufosty se han obtenide las siguientes
conclusiones:

1. El liguide hidatidico es una mezcla compleja, formada por com-
ponentes proteicos propios del parasito ¥ contaminantics proce-
dentes del hospedador: mavoritariamentes albdamina o
inmunoglobulinas.

2. Las proteimas del liguido hidatidice gue se han mostrado mas

ntiles en el inmunodiagndstico son:

a. El antigeno 5: constituido por doz componentes
polipeptidicos de 65 ¥ 58 kDa, que tros 18 reduccion con 2-
mercaptectanel dan lupar o una anica bands de 37 kia,

b, El antigens B; constituido por diferentes suhunidades de
aproximudarnente B kda, 16 kDa v 24 kIDa, que noe modi-
ficon gu peso molecular en condiciones reductoras, ¥ gue
posiblemente derivan de una anidod monomérica de B
kDa.

H. Dcl estudic realizado con €l fin de valerar el desarrolle {n vitre de
los protozodlex ¥ la produccidn de antigenos de secrecidn-excracidon,
g¢ concluye:

1. Es posible 2] mantenimiento i pifre ¥ desarrells en direccidn
quistica de les protoscdlex, o1 medios SinNLELicos sih Que S pPre-
gige de la adicidn de sucro bovino fetod.

2, La vesiculizaecidn de los protoscdlex ywo la aparicion de vesiculas
cn el polo posterior de estos, son dos vias de diferenciacidn
guistican por lez cuales se pueds NHepar a la obtencidn de
microvesiculog,

3. En las cendiciones de cullive emplendas no ea posible la forma-
¢idn de membrana lominar,

4. El cultivo in vitro de protoscdlex, no &5 un mélodo rentable parca

la ohtencidn de los antigenos pavasitarios mayoriturios: antigeno
5 ¥ antipena B,

277
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. Del osstadio realizado eon el fin de conocer la estructura de Eo

araplosus a nivel de ln micrescopia dptica y electerdnica, se conclua-

we:

Lo egtructurno de & regidn germinal de la membreane germinativa
¥ la del tepumento de los protoscdlex s esencialmente idéntica,
difericnda cxclusivamenile en peguefios detalles que podrian
dercivar de la especializacion funcional de cads una de las mis-
mas.

MNp existe, a nivel del pedicualo, solucidgn de continumidad alguna

entre la memhbrana germinativa v el tegumenta de los protoscdlex,

Lp estructura de 1o regidn conectiva de 12 membrena germinative
et sirnilar a la abservada para el parédnguima de los protosedlex,
existiende estructuras tubulares y/o musculares dénticas en

amkas.

Dl estudio realizads eon &l Ain de localizarc 1a ubicneidn del antigeno

5 y del antigeno B en protoscélex y membranas quisticas de E

granugiosys, se hon chienide 1as siguientes conelusiones:

1.

El antigenc 5 se localiza en Areas no contrastadas de la regién
conectivo de le membrana cerminativg y del parégnguima para-
sitario de los proteoscédlex viables, en la pared de las estructuras
tubularcs, ¥ en ogucllos protosedlox on proceso de degeneracian
o lisis.

Lalacalizacidn del antigene B u nivel de Ia membrana germinoativa
¥ del pardnquima parasitario es idéntica o 1a del antigeno 5, sin
cmbargo no se cncucntra en la pared de las estructuras pubulares
ni ¢n los protoscdlex degeneradoa.

Ningune de los dos antipenos se localiza o nivel de la membrana
laminar ni en lo regidn propiamente germinel de s membrana
germinativa, Tamporo se encuentran, a nivel del tepumento de
los protoscélex, células flamigeraa, corpusculos eolcfrens ni es-

tructuras musculares,

FTH
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&,

Lo distribuacion de los antigenos mayoritarios en las vesiculas
proliferas ¥ protosedlex, apova lp simmilitud estruetural observg-
da mediante 1o micrescopia clectrdnica, entre el tepumento v in
regidn germinal de la membrana germinative ¥, entre el

parénguima parasitiarie ¥ lo regidn conectiva de la misma.

E. e la valoracidén conjunta de los pantos anteriormeite axpuestos, es

posible concluir:

1.

Los antigenios parasitarios mayaoritarios se correspanden con los
proviamente deseritos como ohtigens 5 y antigenha B

Por su distribucidn, se sujiere para ambaos antigenos an origen
comuin relacionoade con los procesos de remodelacidn ¥ lisis de la
matriz extrocelular, aungque o] sistema Sustrolo-cosiing que 17-
terviene en la produceidn de laa dos antigenos serig diferente.

La likeracidon de 1oz antigenos en el contenids guistico serin
debida a: el propio proceso de remodelaciin gue ocurre durante
el desarvallo, 1a liberacidon a través del sistema cxeretor de los
pardasitos ¥ la lisia enzimatica del parénquimg pargsitario de los
protoscdlex degenerados. 5i bien, 1a ausencia del antigeno B en
los protosedlex depencrades, supgiere alpin proceso octive de
seorccidn eomo via principal para la liberacidn del mizmo.

La auscnein de eslos antigenoes a nivel de la superficie externa
del paréasite, ¥ Ia nulag recuperacidsn de los mismos en gl
sobrenadante de los cultivos én viire, podrin explicar el perqueé de
la boja inmunorezctividzd en los estadios iniciales de ia
parasitosis, ¥ asi mismo alertar sobre su posible ineficacia para
la olrtencidn de una respucsts inmune protectora.
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APLMNDICILE Lriddieses

I. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS INMUNOGENICAS
NE E. granulosus

A, Purificacidn fisice guimica de los antigenos mayoritarios
1, temptn Bcetito 00000, pIlHH &
2. tompdn fosfote Q.EM, pH B
3. solucidn de sulfato de amanio al 80%
4. solucidén zaturada de cloruro de bario
. tampdn fosfato sgling (PBE3)
B. Eleectroforesis en geles de poliacrilamida
1. solacidén de acrilamida al 40%
2 tampon tris-FC1 1.6 M, pH 5.8, STOE 0. 4%
2. tompdén trizg HC)] 0.6 M, pIl1 6.8, ZD3 J.4%
4, solucidn de persulfato de amonico al 10%
E. =molucidn de S5 {(sodiumdodeceylsulfate} al 20%
6. solucidn de EDTA {ethylenediominetetroacetic acid) 0.01 M
7. moluridn de azul de bromofenal 21 0. 1%
8. pgeles de polinereilomida ol 5%, 8%, 12% ¥y 205

9.  tampdn Lris-HCI 00625 M, pH 6.8, 8D5 2%, gliecrol 10%,
EDTA 0.001 MM, azul de bromoicenol 0002559,

a. no reductar
k., roedoctor

1% solucidén de pironing

a. aolacidn de pironino al 1%
b. lampon tris ZM, pId 6.8

11. tampdn Lris 0.Q25M, plicina 00,1924, pH 8.3, 505 0.1%

xe



APFRINIDICER Lrndice

F.

Tincidn de geles con azul coomassie

1. sclucion celorante de azoel coomassie

2. solucidn decolorante de azul coomnassic
Tincidn de geles con nitrate de plata

1. solucidn de etancl al 45%, Acido acdtico 12%.
2 selugidn de etangl al 10%

2. saolueidn mrgéntica al 1%

4. solucién reveladora

Electroblotting

1. tampdn tris 00280, plicina 0,192M, metanol 20%, pH 8.4
Inmunoblot

1, tampén tris 20mM, CINa ¢.13M, pH 7.6

2. tompdn tris 2Ombd, CtNa 0130, gelatina 0.75%, pH 7.8
Triz 0.1M, pH 7.6

3. solucidn de DAD al 0.05%, Tris ©.10M, pH 7.6, H,O_ D.01%
Tineion proteica sobre nitrovelulaosa
1. solucidn coloronte de negre amida

2. asolucidén decolorante de negro omido

Yk



APENDICLE Indlce

IT PURIFICACION DE LOES ANTISTUEROS
A, Precipitacidn de la froeeion inmunoglobulinicz
1, soluecién de swelfate de gmanie al T0%
2. tampon foslato salino (PBS)
B. Cromatografia de afinidad
1. feido clorhidrico 1md
2. tampdn CO HNa 0.1M, ClNa O0.5M, pH 8.3
3. salucidn de etanclamina ZM, pH 3.0
4., tempdn acctato O 1M, ClNa 0.5, pH 4
4. tempdn PBRBS.saline .50
G. toampdén plisina 1M, ClNa 0.0M, pli 2.6
7. tampén PES, tween 20 0.05%, azida sddica 100mM
C. Inmunoclectroferesis
1. tampdn veronal 00508, pH 8.2
2 solucidon de citrato sddico al 5%
3. sclucidon de ClNgo Q.14M (SF)
! solucidn colorante de azul coomassie

&, solucidn decolorante de zgzul coomassie

At



APENDICER Indice

I CULTIVO AN VITRO DE PROTOSCOLEX
A, Tratamiento enzimédtico de los protoseslex
1. tampdn fosfato salino (PI3S)
2. PBS-tripsima D255
3. solucidn acucsa de eczina al 0.01%
E. Cultive de prolosadlex

1. medio minime escncial de Eaple modificado (ML),
&ih sucra bovino felal

2. golucitn de HEPES
3. solucién maodre de penicilina - estreptomicina

4. saolucidénm madre de neomicing

a0



MAPEMNECE Indlce

IV, ESTRUCTURA E INMUNOLOCALIZACION DE LAS
FRACCIOMNES ANTIGENICAS POR MICROSCOPLA OPTICA

A, Fijacidn del material y obtencidn de cortes histeldgicos
1. solucidén de formaling al 10%, pH 7.0
2. eolucién de oger al 5%
3. esolucidn de gelatina - erome III
B. Tincién d¢ hematoxilina cosina
1. solucién de ctancl ol 70%, dcide clorhidrico 1%
2. apua amohiucul
3. sclucidn de eosina-floxkina
. Tinecitn de May-Grunwald - Giemsa
1,  aolucidn de acide acético al 0.2%
IO, Tineidn tricrdmica de Masson
i, soluecidn de formalina al 10%, pli 7.0
2, solucidn de Bouin
2. solucidn de fucsino ¥ escarlala de Biehrich
4. Bolucidn do deido acético ol 0.2%
5. solucién de dcido fosfomolibdico v fosfetanpgstioo
6. solucién de verde claro al 2%
E. Tincidn trierémica de Papanicolaon
1. eolucién de acide clorhidreico al Q.25%
F. Tincitn de P.AS. para carbohidratos
1. eolucidn de ficide periddico al 0,59
5. Tincién da A 5. trias digestion con diastasa
1. tamptin fesfato salino, pH 6.0

2, salucidn de diastonsa

33l
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Fi.

Tincidn de azul alcian pH 2.5

1.

2.

3.

goluridn de dcido acédtioco =l 3%

selvcidn de arunl aleian ol 1%

golucidn de Kerncechtrot

Tincidn de Kinyoun

1.
2,

3.

solucisn de Kinyoun

eolugidn de etanol al T07%, gcidoe flovhidrice 1%

solucidn de verde clare al 27

Tinecidn argéntica de Gomori - Grocott

1.

2.

n

o

o,
Tineidn argéntica para fibras de reticalina
1.

2,

solucidén
solucidn
solucidn
solucidn
soelucidn
salucidn
aoluacién
solucitn

aclucidn

solucidn de permangannto potiisico al 0.25%

salucidn
spluacidn
aolucidn
soluecion
solucién

solucian

dc

de

de

de

da

de

de

e

de

de

opmotiiacal de nitrato de plotn

de

dcido crdmico al 5%
bkisulfite sadico al 1%
nilrato de plata ol 5%
metenamina ol 3%
borax al 5%
metcnaming Grgéntica

cloruro de oro pl Q.15

ticsulfato sédico al 29

verde claro al ,04%

dcido oxdlico al 5%

formalinn al 1%

de cloruro de are g1 0.2

de tigaulfate sadica nl 50%

de Mernechtrot

L .3
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L. Inmunolocelizarcidén de las fracciconez entigénicas

1.

Z,

tampdn triz salinoe 20 mM, .03 M, pH 7.6
tampon tris salino pelatino 0.75%

tampdn tris 50 mhl

solucidn de H O, al 3%

solucidn de soponinae al 39,06%

salucidn de blogueo

solucién DAB-H O,

az3
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AT 1T Indlce

V., ESTRUCTURA E INMUNOLOCALIZACION DE LAS
FRACCIONES ANTIGENICAS POR MICROSCOPILA
ELECTRONICA
A, Fijacidn del maoterial

1. tampdén foafato sgline 0.1, pH 7.3

2. =aolucién de paraformaldehide al 45, glutaraldehido
al O.3%

3. soluecion de cloruro de amonio S0mM
B. Imnmunolognlizacidn de las fraccipnes antigénicas
1. tampdn PBS.glicina 0016
2. tampdn PBS-ovoalbumina 1%
. Contrastado de las preparaciones
1. solacidn de acctalo de uwreanile pl 2%

2. solucidn de Reynolds
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APEMNDICE Caracterlzaciin

CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS
INMUNOGENICAS DE E. granulaosus

"RIF1 10N _FISICO NMMICA DE 1.O5
ANTIGENDS MAYORITARIOS

TAMPON ACETATO 0.005M, pH 5

Acetato de sodic anhidro e, 0.41 p
(CH_ COONa ; MERCK)

Agua bidestilada esteri], apirdgend ... BOD.00 M
(PAIEX)

- ajustar pH & 5 con ac acdtico (SCTHIARLATI
- cnrasar & 1000 ml con E1,0
- gcomprobar pH ¥ ajustar

TAMPON FOSFATO 0.2M, pHl 8

- BOLUCION 1

Dihidrogenofozfato de potosio onccaniecainirrcaneeen 2.7 8 FF
(KH, IO, ; MERCEK)

Agun bidestilade ezteril, apirégens 50 oo W00, 00 111l
(PALEX)

- SOLUCION 2

Hidrogenofosfate de disedico anhidro ... .2839 £
{Na HPG, ; MERCK}

Apua bidestilado esteril, apivdégena esp ... 1000.00 m]
{(PALIX)

- TAMTPON FOSFATO 0.2M, pH B

Sobra la solucidn 2 verker la selucidn 1 bhasta ajustar ¢l pIl de 1o
gsalucion 2 a 8.0.

-



APENIZICEE Coraciorlzacidn

SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO AL 8B0%

-BROLUCION SATURADA DE SULFATO DE ANMONIO

Bulfeto de amoTio v v s crees i emas o emeea e BO0L00
({NH,), 80, ; MERCK)

Apua hidestilnda esteril, spirécena .csp ... 100.00 mi
{(PALEX)

- dizolver o 35°C en agilacidn

- dejar anfriar o temperatura amhbiento

- tomar una pequena alicustn v dilair 1/20

- majustar, en la solucidn diluida, el pIl a

7.2 con hidroxido de smonio (NI OIT , STGHMAL

- ajustar proporcionBlmente ¢l pH de lo solucidn
concentrada

- SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO AL 80 %

Solacien saturadas de sulfato de aomonio......... 50,0030 ml
Apun bidestilada esteri], npirdgens ..o 20,00 ml
(EPALEM)

SOLUCION SATURADA DE CLORURDO DE BARIO
Apua bidestilodn esteril, apirdgena ooovvvaen W 100,000 mid
(PALKEX)

Clorurg bArico a soturaciton
(C1,Ba 2H_ O ; PANREAC)

- displver a 35°C en afitacion
- dejoar enfriar o temperatura ambiente

3



APESDICE

TAMPON FOSFATO SALIND (PBS)

Clorurn addico ..

(CINa : PRUBUE}

Hidrogenofosfalo de disedie anhidroe
(Na,HP(, ; MERCK)

Dihidrogenofosfiato de potasio i iices i ceenann

{KH FO, ; MERCK)

Apgna bidestilada esileril, apirdgena .csp
(PALEX]

= comprobar gue ¢l pH see 7.2

Caracicrlzacldan

....7.65 g

LT E E

. 027 g

,,,,,, 1000.00 ml

RIL.ARMI

SOLLUCION MADRE DE ACRILAMIDA AL 40%

Acrilamida ..., ..
(Acrylarmide ; EI'L—.I H_A.D]

Biz-ncrilamida..

.. 3896 g

L1404 5

L mﬂth}'lﬂnl} 'I:us ncr}'lnnude : BID HP..D}

Amua bidestitoda esteri], opirdgena csp .o

(PALEX)

TAMPON GEL SEPARADOR (TRIS-HCL L.
5D5 Q.4%)

Trizmo® basce

(bris- hydrnx}rm{eth}:l nrmnumet.hanr_' : SIGWIFL:I

S5 (sedium dodecyl sulipte) |
(Lauryl zulfate, sodium salt ; ‘.:rI(_r?\-'IJ‘t}l

Aarua bidestilada esteril, apiragena L ...

(PALEX)

100,00 mi

5 M, pH 8.8,

+181.70 g
e 00 g7

2re- SO0 ml

- gjustor pH o B8 con TIC] {SCFHARIL.ALT

- enrasar a 1000 ml con B O
- camprobar pH ¥ njuatar



APREMNDICE

Caracterizacioin

TAMPON GLEL APILADOR (TRIS HC] O.5 M, plI G.8, SDS O.44%)

Trizma® base

(tris- hydrm-:ymcthél-umlnnmcthune L SIGMA.}

S5DS (sodium dodecyl sulfate) (.

{Lauryl sulfate, sodium sait ; SIGMA}

Agua bidestilada esteril, apirdggena . ...

(PALEX)

.LE0.40 g

............. 1.00 g

...... 80000 ml

- ajuatar pH 8 6.8 con FC (SCHIARY. AL

- enrasar a 1000 ml con H O
- comprobar pH ¥y ajustar

PERSULFATO DE AMONIO AL 10%

Persulfate de amonio ...,
IKNH,), 5, O, ; BIO-RAD)

Apua bidestilnda esteril, apirdgenn CSp o

(IPALEX)

» splucidn extemporanes

SDS (SODIUMDODECYLSULFATE)Y AL 20%

SDE (sedium dodecyl sulfoted .
(Louryl sulfate, sodium salt SIGMH'}I

Apun hidestilada esteril, apirdgena osp ... ..

CPALEX)

L0100 g

1.00 ml

20,00 g

100.00 m!

EDTA (ETHYLENEDLAMINETETRAACLETIC ACID) 0.01 M

EDTA-Na.. -
EEth}'lenedlamtnetﬂtrancet:c ﬂr.:u:l
disodium salt ; STGMA)

Apua bidestilada esteril, apirdgena cspo.......

(PALEX)

AZUL DE BROMOFENOL AL O,1%

Azul de Bromofenol ...
(BCITARLALT]

Amun bidestilada esteril, apirdgena CEp ...

(PAT.EX)

L)

...0.34 g

100,040 ml

L O0I0

100,00 ml



APTNLICLE

aracioerlzacion

FREPARACION DLE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

GEL ATILADOR
Tris-HCL 0.125 M Trnis-HIC1 0.375 M, pH 8.8, 5035 0.1%
pH 6.8, 8D3 0.1'%

GEL SEFPARADOR

Acrilamida-
bisacrilamidn
4 0%

Tampon
Tris-HCI 1.5
pil 8.8
SDE 045

Tampdn
Tris-HC1 .58
pll 6.8
S5D5 Q.45

Mjrua
destilada

TEMED (BIO-RAD}

FPersulfato
amonica
105

o 8% 12 20
IOoOmt Z5 ml 4 ml S ml 10 ml
- 5 ml 5 mt 5 ml 5 m]
2 ml - - - -
5 ml 12,3 ml 1.8 m! 8.8 ml 4 8 ml
3l 20 pnl 201 20 pl 20 nl
B0 ul 200 pt ZO0 pl 200 pl 200 p

- Los velumenes de Iz tnbhla coresponden
a los empleados en la preparacian de gpeles analiticos
[0.75 x 160D x 200 mm).

- Para la preparacidn de geles preparativos

(1.5 x 160 = 200 mom) emplear volomencs dobles.

3zo



AErI TR Caracterizacidn

TAMPON DE MUESTRA {TRIS-1IC]1 0.0625 M {pH G.E)},
5DS 2%, GLICEIROL 10%,. EDTA 0.001 M, AZUL BE
BEROMOFENOL 0.0025%.)

MO REDUCTOR L x 2 =x
Tampdn gel apiladoer 1.25 ml Z.6 ml
SDS al 20% 1.0 ml 2.0 ml
Cilicercl 1.0 ml .0 ml
{(bacto Glycerel ; DNEFCOS
ELTA DO1 M 1.0 mi 2.0 m!
Azxul de Bromafonol O.1% 025 ml 0.5 ml
Agua hidestilada esteril, apirdgena. 5.5 ml 1.9 1l
(PALEX)

REDUCTOR 1x% 2 x
Tampdn el apilador 1.25 ml 2.5 ml
S5DS5 al 20% 1.0 ml 20 ml
Glicerol 1.0 ml 2.0 ml
(bacto Glycercl ; DIFCON)

EDTA 0.01 M 1.0 ml 2.0 ml
Azul de Bromofenc! 0,15 .25 mi 3.5 ml
F-Mercaptoetanol 0.5 ml 1.0 ml

(C,H ,05 ; SIGMA)

Apuan bidestilada esteril, npirdgena. H.5 mil 1.0 ml
(PATEX)



AR Caracierlzacldn

SOLUCION DE PIRONINA

= SOLITICHOIN MADNRE DE PIRONINA

PUiromifd .o sl 010 g
(Pyronin Y{G) ; BIO-RRAD}

Apun bidestilada estervil, apirdgens cap............ 10.00 ml
(PALEX)

- TAMPON TRIS 2M, pH 6.8

Trizma® base e e e T4 22 p
(tris-hydraxymethyl-aminomethane ;| SIGMA)

Agua bidestilada esteril, apirdgenn & oo 80.00 ml
(PALEX)

- gjustor pH o .8 con HCl (SCHARLALUD
- envrasar a 100 ml con H O
- comprobor pH ¥ ajustore

- BOLUCION DE PIRONIMNA PATRA GELES

Solucidn madre de DIrORIND e e O0BRE

Gliceral e DUT S
{bacto Glycerst | DIFCO)

Tris I, pH 6.8 .. e e e 0L EET il

Agua bidestilada esteri], apirdgena L. 0070 mld
(FALIDX)

= centrifuar 10 min o 3000 rpm
v recuperar ol sobrenndonte

431



APENOICE Caracicrizacion

TAMPON DE CUBETA {TRIS 0.0250M, GLICINA
O.182M, pH 8.3, SDS 0.1%)

Trizma® base .. i s 303 g
{tris-hydroxymethyl-aminaomelthane | SIGMA)

Glicina . .. PR 1= 9= 11 N -
(H,NCH CDDH MERCH)

SDE al B0% e 200 ml

Apur bidestilada esteril, ppirdgena . ..ooneee. L B0GL00 mid
(PALEX}

- ajusitar pH a 8.3 oon HCL (SCHARLALT)

- eanrasdar @ 10000 m] can Hiﬂ
- comprobar pIf » ajustar

CINCION DE GELES COMN AZL]. COOMASSIE

SOLUCION COLORANTE DE AZUL COOMASSIE
Azul Coomassie ... e 100 &
{Copmassic brl'lhﬂntl:rlue R E.JD MERCK}

Metano! ... e e serea e 2 202,00 TR
(CH,OH ; PRGEUS}

Aride acético glaciad | L ...B0.00 ml
(CH . COQOH ; FROBTUS)

Aprun hidestiladn esteril, apirdgena . ... 225,00 mi
(PALEX)

SOLUCION DECOLORANTE DDE AZUL COOMASSIE
Bletanol . . £ i [ S T2 1§
COHOIT PRDBUE}

Meoido nedticog glacial . e e e 100,00 T
(CH,CO0H ; PROBUS)

Apgua bidestiladz esteril, apivdgena - .o BOC2.O0 ml
(PALIX)

o



APESDICE

Caracterizaciin

SOLLUCION DE ETANOL. AL 45%, ACIDO ACETLICO ] 28,

Etanoel o e e e e e e
(CH, CH,6 OF ; FROBLIS)

Acido acétict glacial ovn e rreen e
(CH COOH ; PROBUS)

Mpun bidestilads esteril, apirégrena
(PAT.TRX)

SOLUCION DE ETANOL Al 10%

Etnnol e e e
(CHQCH,‘, OH ; PROBUE)

Apun bidestilada esteril, apirdgena ...
{(PALEX)

SOLUCION ARGENTICA AL 1%

Fitrate de plata . v cceieiiees e e e rrrm e e

(AgNQ, ; SCHARLAU)

Apug hidestilada esteril, apirdgensz ...
(PALFEX}

SOLUCION REVELADORA

Carbonnto sédico BRRIAeo. o reeeerraiaere

(Na O, ; MERCK}

Farmalina

(Formaldehido 35-40% : PROBUS)

Apmun bidestilada csteril, apirdgena csp
(PALEX)

......... 454,00 ml

v 120,00 ml

e JC L M Lol o

......... 10600 m!

......... a00.00 ml

e 2,80

ceen e 0005 T

ceeenn e 100,00 ml



SAPENDICLEE CaracierlFacldn

ELECTROBLOTTING

TAMPON DE TRANSFERENCIA (TRIS Q.025M,
GLICINA O.192M, METANOL 20%, DH 8.4

Trizma® base .._......... 303 F
(lris- hydrﬂx}qnﬂth}I-anunﬂmcthane S[GM:’&}

L 0 5T 14.40 g
(HMNCH , COOH | MERCK)

Agua bidestilada esteril, apirégena ..o 700,00 ml
{(PALEX)

- pjustar pH 8 8.4 con HCl (SCHARIATI}
- enrasar & E00 m] con I1G

Metaniol . P 5 | 3 1 4 3 #1 |
I:':I'I L ; PRDBUE}

- comprobar pIl ¥ gjustar

i

TRIS SALINO (TRIS 20mM, CINa O.13M, pli 7.6G)

- TRIS SALING 10X

Trizma® base ..., ; LB BR g
(tris- hydrnx}rmethyl nm:m-::met.h'l.ne ; SIGMA}

Clorure aGdict o tcsis i T DT
{ClNa ; PRDBUS)

Apuaa bidestilada esteri]l, apirGEenE . ceeeeoeen S0000 mid
{PALEX)

- ajustar pH a 7.4 con IIC] (BCHARLALT)

- enrazar a 1000 ml con F O
- comprobar pH ¥ pjustar

- TRIS Z0m M, ClNa 0.130M, pH 7.6

Tris salino 10x e e L AEE A LEEEAd LR Esd R RLEEEs 105,00 ml
Apun bidestilada estevil, apirdpona - ... 900,00 ml
{(FALEX)

- gomprobar pH » ajustar

dJrd



ARPEMDICE CAaracrerizaclidan

TRIS SALINO GELATINA (FRIS 20mM, CINa 0.13M,
GELATINA O.75%, pH 7.G)

L T T T.E0 g
(Gelatinga en polvo ; MERCK}
Tris saline LOX . i ccaiieca s eeanee. 100000 MR

Aruna bidestilada esteril, apirdpens | ... BO0L00 M)
(FALEX)

« ajustar pH a 7.6 con HCI {(SCHARLALU)

- enragar a 1000 ml con HO
- comprobar pll ¥ sjustar

TRIS 0.1M, pH 7.6

Treizma® oG i i e vt it i reaas 12.11 ¢
{tris-hydroxymethyl-aminomethanc ;| SIGRA)

Apua bidestilada esteril, apirdgena ..o 800.00 ml
(PATLEX)

- pjustar pH u 7.6 con HC1 {(SCHARLATL
- enrasar a 1000 ml con H,O
- camprobar pH v ajustiar

SOLUCION DE DAB (DAB 0,05%, TRIS 0.1M, pil 7.6,
MH,0, 0.01%)

(3. 3diaminobenzidine tetra-
hydrochlaride @ STGMA)

Tris O30 e 100O0 mi
HO, a8l 30% ... e 010
{(MERCK}

- preparor inmediatomente antes de s2 wza



PN A Fabut ] | e T Caracroerizacion

TINCIHON PROTEICA SODBRE NITROCHELLITI.OSA

S0OLUCION COLORANTE DE NEGIRO AMIDO
MNegro amido . ..... PR | FE 0 I+
CAmidoe black 106 H MERCH}

Metanol . N 1 - T 5 14 I 4 17
{CH.,OH ; PRDBUS'}I

Asido acétien glacial . oo ieeccaee. 10000 ol
{CH,COOH ; PROBUS}

Apun bidestilada esteril, gRirdgena . e 45,00 ml
(PALEX)

SOLUCION DECOLORANTE DE NEGROQ AMIIDN)
Metanol .. U 1 1 . 3 0 LB I 1 1
{EH OH ; PRDBUE}

Acidn nedtice glacial o 10000 M)
(CH,COOIT ; PROBUS)

Apruaa bidestilads esteril, apirdapenn . .oeees LS00, 00 m!
(A LEX)

I3



APELNDICTE

rrurlficacktin

PURIFICACION DE LOS ANTISUEROS

PRECIPITACION DE [LA FRACCION

WAL

¥ 1518 0T A

SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO AL T0%

= SOLUCION SATURADA DE SULFATO DE AMONIO

SulTeto de MITIOMID o cve e rnmarrrnns

((NH,), 50, ; MERCK)

Agua hidestiluda esteril, gpirdgena csp ..,

{PALEX)

- digolver a 60*C on agitoacidn

e BO0L00 g

- 100000 ml

- duejur enfriar & temperatura ambicente

- ajustar ¢l pH a 7.2

- SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO AL 7O %

Salucidn saturada de sulfate de amonio ...

Apun bidestilada esleril, ARITIECTD L.

(FALEX)

TAMPON FOSFATO SALING (PI3S)

i oo b o T s X T =

(CINo 1 PROBUS:

Hidrogenofusfato de disodio anhidro
{Na,HPO, : MERCK)

Dihidrogenofos{ato de potasio. ...
(K11 PO, | MERCK)

Apug hidestiladn esteri], apirdgena €8P ...

({PALEX)

» comprebar gue el pId sca 7.2

Har

e TOO.00 mi

300,00 mi

02T &

.1000.09 ml



AN 1"urlflcacldan

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

ACIDO CLORINDRICO 1mM

Acido clorhidrice concentrado oo v vreeenn e e 10 T
(CIH 375  SCHARLAL

Apua bidastilada esteri], apirdgena esp ... I00CG.00 ml
(PALREX)

TAMPON DE SENSIBILIZACION (CO_{1Na 0.1M, Cliva
0.5M, pH 8.3) '

Bicurbonato sddicoy ..o e BED
(GO HNa s MERCEK)

Cloraro SOAicm . i cirie i rere e e e e B EE g
(ClMNa ; PROBLUS)

Agua bidestilada esteril, apitdgena . ... BOG.OD ml
(FALLX)

= ajustar pil a 8.3 con HCI (5SCITAHLALTY
- enrasar a 1000 ml con ¥ O
- pomprobar pH vy ajustar

SOLUCION ETANOLAMINA 2ZM, P 8.0

| D 32 Lw B 0 1 T c 6.00 ml
{CH NOC, L02 g/ml ; MERCEK)

Agua bidestilada esteril, apirdgens . ..o 30,00 ™
CEPALTEXY

- ajustar pH an 8.0 con HC (SCHARLAL);
- enrasar a 30 ml econ H,O
- comprobar pIl y ojustar

JuH



APENMDICE

TAMPON ACETATO O.1M, CINa O0.5M, pH

Acetrto de sodio anhidro. e reen v eenaaan

(CH,COCNa ; MERCK)

Clorare SOdicm o cieeiie v cerve i mmnm rrrernn s ranaan e

(CllNe ; PRORBRLIS)

Apua bidestilada esteril, papirdgena ..,

(FATEX}

Puciflcacitor

e 3. 200 F

e a 2922

....... 200,00 ml

~ ajustar pH o 4.0 con TIC] (3CHARLALT)

- envpsar o 1000 ml con IO
- comprobar pH ¥ pjustor

TAMPON PEBS-SALINO

- TAMPON PBS

Clorare SO0l oo o i .

(ClMa ; PROBLIS)

TTidrogenofosiato de disedic anhidra | .,

{Na HPO, ; MERCIKK)

Dihidropencfosfate de potasio ... ...

{KII, PO, ; MERCK}

Apun bidestilada esteril, apirdgena .csp

(PALEX)

- comprobar gque el pH sco 7.2

- TAMPON PERS-SALINO 0.5M

Clerure sddico ..
(1 ; FROBUS)

PERE O ciiriiirrmmarnmans s s e e e

30

.............. 0.72 &

D27 B

...... 1000.00 m]

G 2822

e 100000 ml



ATYEENTI R Puriflcoclan

TAMPON GLICINA 0.13, CINa 0.53, pH 2.5
LI RPN o I o S 1.
{ILNCH ,CO0I1 ; MERCK]

Clorure sddion o i i i 2.9 =
{ClNa : PROBUS)

Apug bidestilods esteril, apirdgens e veene B0 000 M
{PALEX)

- ajustar pH o 2.5 con HC (SCHARLALD

- enrzgsar a 100 ml con H,O
- comprobar pH v ajustar

TAMPON PBS, TWLELEN 20 0.053%., AZIDA SODICA
Q0N

{Polyoxyethylenesorbitan
maonolaurote ; PANERREAC)

Azidn 6diem i it it st DED B
(NaM_ ; MERCK)

PBS 08D s e e e LOOLQ00 mil

INMUNOELECTROFORESIS

TANMPON VERONAL (0.05M, pH 5.2

Veronal s6dico . e s e LDLVBL B
{Barbital, seodium =alc,
C,H, N ONa,; MERCK)

Morthiolate® . Q.10 &
{Thimerosal ; SIGHMASY

Apus bidestiladn eataeri], apirdEensa e 300,00 mi
{IPALEX)

- mjustnr pH o 8.2 con HCl (SCHARKL AL

- enrasar a 100 ml con H O
- comprobar pH v ajustor

3k



APEMIDICES Pruriflcasciion

CITRATO SODICO AL 5%

Citroto trisddico PPN - 7 i I i 14 I
{Na,C,H, O, x 2, ID SCH&RLAU}

Apma bidestiladn esteril, Aapirdgena 5P ... 100000 mi
(PALEX]

SUERO FISIOLOGICO (SF : ClNa 0.14M)

Clorure sddieo e e . BB
(ClNa ; PROBUS)

Amua bidestitnda esteril, apirdgena .e3p ... 1000, 00 ml
(PALEX)

SOLUCION COLORANTE DE AZUL COOMASSIE
Azul Coomassie . cereenen. 250 g
{Coomassic hrullmntb]uc R-Ea{} HFRCK}

L e T U 225 00 ml
{CH,CH, OH ; FROBLIS)

Acido saoético placial | SO OO0 el
{CH,COOIT ; PROBTLIS)

Aprua bidestiladn esteril, apirdeena .. GG2E5 .00 M)
(PALEX)

SOLUCION DECOLORANTE DE AZUL COOMASSIE
Etanol....._... SRR - 14 L8 3% 614 B 44 |
l.'l:H CH DH PRDEUE}

Acido medbico placial e 10D OO ]
(CH,COGH ; PROBUS)

Arun bidestiladn esteril, apirdgena e S00.Q0 mi
iFALEX)

341



APEXDICE Culilvo I viire

CULTIVO 1IN VITRO DE PROTOSCOLEX

T -
- = : . I E

TAMPON FOSFATO SALINO (FBES)
Cloruro 200100 v irrer i rirraasacrrarm ccmran i reeraacrecemrrne-crr F0 0 [T
(ClMNa : PRCOBEUSR)

Hidrogenofosinto de discedio anhidro . . OT2 g
{Na,HPQ, ; MERCK)

Dihidrogenofostate de potasio v cccnniiccesiiranans LET F
{KH_PO, ; MERCK}

Agrua bidestilada esteril, apirdgena .csp ... 1000,.00 ml
(PAIEX)

- comprobar que ¢l pH sen 7.2

PRS-TRIPSINA 0.23%

Solucidn de tripsing.. e 300 Ml
(2.5% Trypsin (1 2500 in » Hanks' Balanced
Bults ; FLOW LABRORATCIRES)

FES L7 v IR SURPSURUIPPURPPRS 19 3 6 L E RS | ¢1

SOLUCION ACLUOSA DE EOSINA AL O.01%

Eosina. PP 1 I8 6 L. | 1124
{Eosin }'&“D"-"-Iﬂh }' LUKH}

Apuan bidestilada esteril, apirdEena .esp ... 100000 mi
(PALEX)

342



APRPEMNDICIS Cuitlyd i witro

CULTIVO DE PROTOSCOLEX

MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE MODIFICADO
(MEM), SIN SUERO BOYINO FETAL (SBF).

Medic Minima Esencial 10x .. cccniiirimiiisenne e 20,00
(Minimum Esscntial Mediaom Ragple,

BModified with Earle's Salts I10x

FLOW LABORATOIRES)

Aminodcidos ne esenciales 100%x | L 5.00 ml
(Non-Essentig] Aming Acids

for Minimmum Essential Mceodium

Eagle 100x; FLOW LABORATOIRES)

Solucitin HEPES o e e iar im0 T

L-Glutamine 200 mbhI i 1000 M
(FLOW LABORATOIEES)

Solucidon madre de penigilina-estreptomicing... 1,00 ml
Solueidn madre de neomicinm v civeeneen 100 Ml

Apua bidestilada esteril, apirdgona csp ... 500.00 ml
(PALEX)

- ajustar ¢l pH a 7.5 con CLH (SCITARLALN

SOLUCION DE HEFPES
e 112006 g
{M-2-hydroxycthylpiperazine-IN*- 2.
ethanesulfotic acid | SIGMAY

Apun bidestiluda esteril, opirdgena csp........ 500.03 ml
(PATLEX)

SOLLUCION MADRE DE PENICILINA - ESTREFPTONMICINA

Penicilina G sadivh .. o i e 107 111
(Penirager §.000.000 1 ; ROGER)

Estreplomicingm oo rranaa s e 10.00 ¢
(Esiureptomicina sulfate 1 ¢ ANTIBIOTICOS)

Arun bidestilada osteril, apirdgena esp o 5000 mi
(PALEX)

KEN |



MAPPLIENDHCLS Cultis'd i wlHira

SOLUCION MADRE DE NEOMICINA

WedmiIgins i rcrariirrreem i rran it e mra rnrnea e LOE
(Meomyein sulfate ; GI1ECO)

Apua bidestiladzs esiceril, apirdgena esp......,... S50.00 ml
{PALEX)

Maus



APEMNDICE AMICroscaplnn antlea

E URA_E INMUNOLOUCALIZACION

DE LAS FRACCIONES ANTIGENICAS POR
MICROSCOPIA_OPTICA

FLIJACION DEL, MATERIAL Y ORTENCION DE CORTES
HISTOLOGICOS

SOLUCION DE FORMALINA AL 10% TAMPONMNADA A pli 7.0

Formaoline ... Ry % B 0 19 I 4 41
{Fn::rmn'ldch:dcr 3.:- 40 ; PRE}BUS}

Fosfato sadico dibasics, anhidro. ... BEO g
(Na HPOG, ; MERCIL)

Fosfato sadico monobdasico, anhidra . e 400
(MaH, PO, : MERCK)

Aman bhidestiludn esteril, apirdgend .usp . 1000 00 mi
(FALFX])

AGAR AL 5%

Agar bactericoldégico.,. N . o s[4 I =4
CApar bnctcrmlnmca] ﬁgm N'L DKDID)

Aguu bidestilada esteril, apirdgena cs2p oo 100000 md
(FPALINX

= llevar ol ebullicién tres vegos
- dejar cnfriar o 50-60 *C

SOLUCION DE GELATINA - CROMO I11

Golatina oo SRR =- 10 | 5 I .4
(Gelntunu cn p::-lw:- MERGI{)

Apua bidestilada csteri], apirdgens (5P ... 1000,00 ml
EPALEX)

- digsolver an ngitacidn o 60 °C
- dejor vnfriar a temperatura ambiente

Cromo I11.. e SRR & I 51 o 3 -4
(Cromo 111 su]f'.:lto pntﬂsmn : l’f‘pNRFﬂC}
- anfriar a 4 =C

- filtrur 51 05 preciso
- gmplear ¢l misme din

Tan



AT MicrascopHa dpilca

TINCION DE HEMATOXILINA LEOSINA

SOLUCION DE ALCOHOL ACIDO {1ZTANOLL 70%, ACIDO
CL.ORIIDIRICSG 1%)

B T o L & 4 .5 LW O | oY
(CH, CIT, O ; PROBLIS)

Acida clorhiidrico concentrada e e 10000 mid
{(CIH : SCHARLAID

Apua hidestiladna estéril, apivdoena cap ... 1003000 ml
(FPALEX)

AGUA AMONIACAL

AMONITATD i wiicusarimrnaarermmmnirrrnnairnreariinnnesinnannees 3000 TR
CAmonium hidroxide, 28-30% | PROBUS)

Aman del grife e8P i ciremrar e e e 100000 T
SOLUCION DE EOSINA-FLOXINA

- BOLUCION DE EOSINA AL 2%

B o Lo o - PR PS  J0 -1 -
(Eosin ¥ ; SIGMA)
Hpnza bidestiladn estéri], apirdpena L 250,00 ml

(PALIY)
- disolver en agitacién

= SO0LUCTON DE FLOXIMA AL 2%

| O = S 0L I B 1.
(Phloxine H : SIGMA)

Apaa bidestilada estéril, apirdgena ... L 250,00 md
(PALEX)

- disglver en pritoctdn

- SOLUCION DI TRABAJOG

Solucidn de cosinm ol 29 ..o oo L00000 m
Solucion do floxing al 2% v e 10,00 M
AlcoRol DB™ et i TEC.OD ml

Acide pottico placial o oveierees e cinniresaan e oo 4. 00 F01
(CH COOH |, PROBUS)

« solucion exlempordnen
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APENTMCE MiCroscoRla Antlea

TINCION DE MAY-GIRUNWALTD - GIEMSA

SOLUTCION ACLUOSA DE ACIDOD ACETIOO A

L 0.2%

Acido acéticn placial . e OO0 ]

(CH,COOH ; PROBUS)

Aprun bidestilada estéril, apirdpena . e ADD00 T

(PALEX)

TINCION TRICROMICA DE MASSON

SOLUCION DE FORMALINA AL 10% TAMPONADA A

pH 7.0

Formalitia . e
{fFormaldehido 25-40% ; PRODBUSS

Foslato sécdico dibfsico, anbidro. .

{(Na ITPO, | MERCHK)

Foafato sadice monobasico, anhideg
{NaH PO, ; MERCK)

Apgusn bidoestilada esteril, ppicdagetia osp ...
{PALEX)

S50LUCION DE BOUIN

Solucion de formalina al 10 %, pH 7.0

Mcido acétice glagial
(CH,.COOH ; PROBLUE)

FLN N GO 1] L Lo T
(O, H N0 : MERCK)

a7

e 100,00 ™l

e B.BO g

(R 1 & 14 0 .

100000 mil

A0 0 mil

renmernrea 2O CHD Ml

wad S4aturacion



APEMNIDNCE Micrascopia Smilca

SOLUCIDN DE FUCSINA Y ESCARLATA DLE BIEBRICH

- BOLTCION ACUOSA DT ESCARIATA DIE BRTERIRICH
AL 1%

Esearlata de Bicbhrich ..o e 10,00 ¢
(Biekrich scarlet : SIGMA}

Aprunr bidestilada estérvil, apirdgend €50 ... 1000.00 ml
(PALEXY

- SOLUCTON ACUOSA DE FUCSINA ACTDIA AL 1%

L 1= o 10.00 &
CAerd fuchsin, caleium zalt | ST{GMA)

Apun bidestilada estéreil, apirdgena .csp ... 1000 00 wmnl
(PPALEX)

-l I CIONDEFLUCSINAY ESCARTIATA DR BRIEETRITCH
Escariata de Bichrich al 1% o vees e e 3000 mil
Fucsinga Acicdm ml 1% o e e el 1000 ml

Acide aedtico glasial . e 100 il
{CH,CO0I ; PROBUS)

SOLUCIODN ACUOSA DE ACIDO ACETICO AL 0.2%

Acida acético glacial L U100 mil
{(CH COO0lI ; PROBUS)

Agus bidestilada estéril, apirdgena oo 499,00 ml
{PALEX)

S50LUCION DLE ACIDO FOSFOMOLIBGDICO Y
FOSFOTUNGSTICO

Acido fasfomolibdico. o s B D0 g
(Phosphomolybdic acid | SIGMA)

Acido o ol s D o e e e ——————— 5.00 g
{Tungstophesphoric arid ; STONAS

Amua bidestilada estéril, apivdgenn 05D .. 200,00 m]
(PALTLEX)

AAH



APESNDICE MICrosCopla Oplloa

SOLUCION DE YERDIE CLARDO AL 2%
= ol F e 1 o PP 00 1 | 1 -
(Light grecn, 5F wvellowish ; MERCK)

Arun badestilnda estérvil, apirdgena 38,00 ml
(FPALEX)

Arcido acéticy glacial . e -- LO0
(CHL COOH | PRODBLUS)

TINCION TRICROMICA DE PAPANICOI.AQU

SOLUCION ACUODSA DE ACIDO CLOBRHIDRICO Al
.25%

Acido clorhidrico concenbrado e v ciiis i rees e 200 Ml
(ClH @ SCHARLALD

Apun hidestilada estéril, apirdgena 997 .80 ml
{PALEX)]

TINCION DE P AS. PARA CARBOFITDRATOS

SOLUCION ACLOSA DE ACIDGO PERIODICO AL O.5%

Acido pPeritdicm. e e e e WAL B D B
(H IO | MERCK)

Apupa bidestilada estérild, apirdgenn esp 100,00 ml
(FALLX)

Adre



APENXNIICE MIcroscopla Spica

TINCION DE PA.S, TRAS DICGESTION CON DIASTASA

TAMPON FOSFATO SALINO pll G.O

Clorure eddico ittt B 00 &
{ClNa ; PROBLIS)

Fosfato sadico dibhasico, anhidro. .. 028
(Na HFOQ, 1 MERCK)

Fosfote eddico monobisico, anhidre ..., ... 1.87 &
(NaH PO, ; MERCIO

Arua bidestilnda estéril, apirdpena .csp ..., 100,403 i
(PALEX)

- somprobar gque el pH sca 6.0

SOLLUCION DE DIASTASA

Dinstosn Ae mInlio cceeicceae e rrman s rera e caa e raan e i, 1O
{l-amylase, type YIII-A, from karloy
malt, 100000 wmypy ; SIGNA)

Tampon fosfate saline pH 6.0 ... ..o 100,00 ml

- zolucitn extempnrines

¥ N ha x 2 7L i T 2!

SOLUCION ACLUOSA DE ACIDO ACETICO AL 3%

Acido nodlico FIERCIA] . e e 0 M
(CH, COOH ; PROBUS)

Agun bidestilada estéril, ppirdgena . . 8T.00 ml
(PALITX)

24



AFESMDICE Mlctoscopsia Gptica

SOLUCION DE AZUL ALCIAN AL 1%
Awul aletan 1.00 g
(Alcian hlue BEX ;SIGMAS

Solucion de acido oocetico 2l 3% csp oo 100.00 ml

S50I0C1O0ON DE KERNECIITROT
Bulfato de alhamiinio ., e ccoireccarcerre e cmremesiraee i rmas rereema oA DY
CALCSO, 1, SICGMA)

Fojo nuclear Toerbe oo e e v cmmmm e eas
(Nuclear fust red ; SIGMA)

Aprua bidestilada estéril, ppirdgena .., ... 100,00 ml
{(PALEX)

- disglver en Apitacion a GO e

- dejar enfriar ¥ filtrar
- anadir algunos ocristales de timaol

T E_KINYOQUN

SOLUCION DE KINYOUN
FuceinD BAC i . et e 4,00
(Pararosaniling, baze 1 SIGRIA)

Cristales de Tonel i B.OD g
({C,IT1 ;O ; SIGMA)

o 1o T o 1 - =2 1§ I 211 |
(FPROBUS)

Agua bidestileda estéri), apirdgeno ... 100,00 ml
(FALEX)



AP EE dMloroscopln Sptica

SOLUCION DE ALCOHOL ACIDO {(1-TANOL 70%, ACIIDD
CLORBIDRICO  1%)

o 1+ 1 P 1 1 % 011 I 411
(CH, CH, OH ; PROBUS)

Acido glarhidrice econaentrado 1000 rml
(1 ; SCHARIALD

Agun bidestilnda estéril, apirdgena .¢ap ......1000.00 ml
(PALEX)

SOLUCION DE VERDLE CLARO AL 2%

Verde ClET0 . s iirsemnirrrrac s s nmrnanrrsasinirrnas cemmanmmn e 2D B
{Light grecn, SE yellowish [ MERKCK)

Apua bidestilada estéril, apirdpena o 9&. 04 ml
(PALEX)

Acido Beético glacial . e e 100 M
{CH COOH ; I’"ROBUS:

TINCION ARGENTICA DE GOMORI - GROCOTT

SOLUCION ACUOSA DE ACIDO CROMICO AL 5%

R L] ol By ) e P L <
tCr, s MERCHK)

Apun bidestiladn asténid, apirdgena ¢&p ... 100,00 ml
(PALEX)

SOLUCION ACUDSA DE BISULFITO SODICO AL 1%

Bisulfito sddico i v iee e rran s e e e 10D E
(NaHSO, ; BIGMA)

Agua bidestilada estéri], npivdgena csp . 100,00 md
(FALEX)



APRENDOICE Micrascapla dptlca

SOLUCIHON ACLTOS5A DE NITRATO DE PLATA AL 5%

MWitrate do plata . 500 5
{AgNQ, ; SCHARLAU}

Apua hidestilada estéril, apivdgena ¢ap ... 100.00 ml
(PALEX)

SOLUCION ACUOSA DE METEMNAMINA AL 3%

e - 2 3.00 g
{Hexgmethylenpctetramine ;| SIGHMAL

Apun Bidestilada ecstéril, apiregena esp o 100,00 ml
{PALEX)

SOLUCION ACUOSA DE BOIRAX AL 5%

T 53t 00 & 1 I I .4
(Sodium tetraborate onhydrous | STGMAY

Apua hidestilada esténi], apirdgena esp .. 10000 ml
(FALEX)

SOLUCION DE METENAMINA ARGENTICA

- BOLIICION MADRE METENAMINA-MITHATO DE PLATA
Solueidn de metenaming al 3% v 100000 ml
Solucian de nitrato de plota al 5% . e 5000 ml

- E’Ll{!.l"d.'].l’ BN NeVEria Un Ines

- S0OLUCION DE THARAND

Eolucién de melenamina-nitrate de plata........25.00 ml

Arar hidestilnda estéri], apirdgena oo 25,00 ml
(PALEX)
Solucitn de borax il 5%, e 2,00

- saluacidn extempordnen

3n



APENDICE Mlocroscopla dptlc

SOLUCION ACUOSA DE CLORURO DE ORO AL 0.1%

- SOLUICTON DI CLORURO DE ORO AL 1%

Cloruro de oro.. . it iiecis i ics it eeaatcreasaimene oo 1000 2
(HAuCL, x 3H O ; S1GMA}

Apua bidestilada estéril, apirdgena ¢sp ... 104,00 mil
(PALEX)

- SOLIICION D TIRARBRAJO
Soluecidn de clorare de oro al 1% e eveieen . LDLOG ml

Apun bidestilads ostéril, apirdgena ... 90.00 ml
(PATEX}

SOLUCION ACUOSA DE TIOSULFATO SODICO AL 2%
TiosulfEto SEAIcd . v cerrie e rrem s mmm s rnmes s mmna e 200 T
(Na S, O, ; MERCK}

Agva bidestiladn estéril, apimégena cspoo. 100,00 ml
(PATEX)

SOLUCION ACUOSA DE VERDE CLARO

- SOLUCION MADRE AL 0.2%

Verde claro | e e e 20
(Lipght green, S yellawish ;, NMERCEK)

Aua bidestilada estéri], apirdgens e 100,00 ml
{(PALEX)

Aride acdtice placial e .20 Ml
(CIH,CO0H ; FPROBUS)

- SOLUCION DI TITABAJO

Solucidn do wverde clare al O.2% 1000 ml
Apua bidestiinda estévil, apirdgena ... ... 40.00 ml
(PALLEX)



AT Microaxcopla Spilon

TINCION ARGENTICA PARA FIBRAS DE RETICULINA

SOLUCION ACUODSA DLE PERMANGANATO POTASICO
AL 0.253%

Permangunato pobdsion . i e 0.25 g
(KM PANREAC)

Arup bidestilado estérvi]l, apirdgena oSp ... 100000 ml
(PALEX}

SOLUCION ACLUTOSA DE ACIDO OXALICO AL 5%
Acido exalier .. BDO g
(C,H 0, ; SIGMA)

Aguan bidestilada estéril, apirdgena csp ........ 100,00 ml
(PALEX)

SOLUCION AMONIACAL DE NITEATO DIE PLATA

- BOLUCION ACUQSA DE NITRATO DE PLATA AL 105

Nitrato de plata . covves i ciee e s rnmen s i nsnaarrmacans ramararee 2, G0N X
(AgNO, 3 SCHARLAU

Apua hidegtiladn eatéril, apirdrenn .., 2500 ml
(PALEX)

- SOLUCION AMONIACAL DE MITRATO DE PLATA
ot L .t SNPRS00 i B+ (1
tAmonium hidroxide, 28-30% ; PROBUS)
Solucidn de nitrato de plato al L0%. e e 25,00 mi
- apregir gpota o gotn, el amoniace sobhre 1o
solucidn de nitrate de pleta, hasto que se

forma una lipera turhidez guae no se disaclve
rl apitar

Apua bidestilada estéril, apivrdgeno .. 2500 ml
(PALREX)



APENDICE Microscopla dpilca

SOLUCHON DE FORMALINA AL 1%

FormalitiB | e criccarrrcececireecanrrcues cerrree irrmaasirenas 1.00 ml
{(Formaldehido 35-40%% ; PRABLIZE)

Apguan bidestilade cstéril, apirdgena oL 10000 ml
(PALEX)

SOLUCHIN ACUOSA DE CLORURO DE ORO AL O0.2%
- BOLUCION DE CLORUILDO IHE O AL 19T

Clorara de OFC .o csess e s rsaa s arsimssessn s omnens L0
{HAuCI, x 2H O ; STGMA)

Apua bidestilado estari], apirdgena espo,, . 100,00 ml
{PALEX)

- SOLTUCION DE TRARBAJO

Solucidgn de clorure de oro ol 1% .. e e e, 200000 M

Apun hidestiluda ectéril, apirdeeta . 9. o0 ml
{PATEX)

SOLUCION ACUOSA DE TIOSULFATO SODICO AL 5%

Tiasulfabto sodiom e oS00 &
(Na S, O, ; MERCEH)

Apus bidestilada estéril, apirdgena csp ... 100,00 ml
(PALEX)

SOLUCILON DE KERNECHTROT

SBulfato de ol mimi o v i e iein e i s een s 2 A0
(ALIEO, ) 3 BIGMA)

Bojo nuclear fuerte 025 &
(Muclenar fast red ; SIGMA)

Agun bidestilada estéril, apirdgenn . 100,00 ml
{PALEX)

- disolver en ogitacion a 60 °C
- dejar enfriar y hltrar
- afpdir alpunoes oristales Jde timol

30



APENDICE Mloroscoply SRica

INMUNOLOCALIZACION DE LAS FRACCIONES
ANTIGEN|CAS

TAMPON TRIS SALING (20 mM, 0.13 M, pH 7.4G)

-TRIS SAT.INDG 10x.
Triema® Bme . e tiiiie e teaatiraaaaies 2422 &
{tris.-h}rdruxymcthyl-ﬂminunlethnne s SIGNMAY

Cloruro s0dieh . cceeeceimsrs s ssns s rsnmarerrannere- 1097
{ClMNa ; PROBUS)

Aguz bidestiloda esteri], apirépgena GG BDDGD mil
(PAILLEX)

- ajustar pH a 7.6 con HCl (SCHARLAT
- enrasar a 1000 mi con H,O
- comprobar pH » ajustar

- TRIS SALING 20 mM, 0.13 M, pH 7.6

Tris 2aling 10X . icen oo e e eeeeae . 200,00 M
Apua bidestilada esteril, apmrdgena .. 18Q0 .00 ml
PALEX)

- somprobar gue ! pH sca 7.6

TAMPON TRIS SALINOG GELATINA 0.73%

Tris saling L0 o ittt a2 OD
Y e o T PP~ 37 5 B 1.
(Gelatina en polve ' MERCHK]

Aprrun bidestiladn esteril, upirdgena esp o 700,00 ml
(PALEX)

- diselver en agitacidn a 60 °C
- dejar enfriar
- comprobar que el pH =zen 7.6



APESNDICE Microrscophn Opeica

TAMPFON TRIS 50 mM

Trizma™ base i 1.21 g
(tris-hydraxymethyl-aminomethang ; SIGMA)

Apgva hidestilada eateril, apirdgena ..ol 180,00 ™
(PALEX)

- ajustar pH 38 7.6 con HCl (SCHARL AT
- enrasar 8 200 ml con H, O
- comprobar pH y ajustar

SOLUCION DE H2D2 Al 3%
H_ O, 305¢:.. PR 1 L8 [ I ¢ 17
{H {} . MERC}{J
Apgun bidestilada czweril, apirdomena e 225,00 md
(PALEX)

- zolucidn extemporanes

SOLUCION DE SAPONINA AL 0,05%

B P YL TN L 125 00 mg
(Saponin, from gypsophila ; SIGMA)

Apgua bidestitada esteril, apirdgena csp ... Z50.00 ml
IPALEX)

- gr]ucisn XL porATICA

SOLUCION DE BLOQUEO
PR R T e L IR R p Y 1 L P 0. 10 ml
fNormal geat serum ; VECTOR LABORATORIES)
Tris galine 20 mM, 0,13 M, pI 7.6 ... e 0,80 mil

Sercalbdiminz bevina .. Ry & L IEC A
(Albumin fraction VW ¢ MERCH]

b ]



APENICHCIE Microscopla dplea

SOLUCION DAB-H, O,

(3, 3'diominobenzidine tecra-
hydrochkloride ; S1GLIA

H,O, al 80% . ... 0.20 !
(H,0 , : MERCK)

Tris 50 mh 21 o RO 34 Lo I &[4 .o 11 |

And



APEMNLDICE SMicroscopln eloectreynlon

ESTRUCTURA E INMUNQLOCALIZACION
DE _ LAS FRACCIONES ANTIGENICAS POR
MICROSCOPIA ELECTRONICA

FILJACION DEL. MATERIAL

TAMPON FOSFATO SALINO 0.1M, pH 7.3 (PBS G.1M,
pH 7.3)

- SOLLUCION 1

Dihidrogencofosfato de sodio . ceeee i iivenveccenn W BTG 7
{NaH PO, ; MERCHK)

Apup bidestilada estéril, apirdgena esp ... 1000Q.00 ml
(PALEX)

- SOLUCION 2

Hidropenolosfato de disoedio anhidrs onveeeene 2839 g
(Na HPO, ; MERCIL)

Apun bidestiloda estéril, apirdgena .esp ... 1000.00 ml
CFALEX)

- TAMIPPON FOSFFATO 0.1M, ClN=a 0.15M

L R T UG-~ 5c 14 & |4 I 4§
L T T 3 N = TPl i | 4 I = 49
Cloruro s8dise s s rrea s e Lo Tk O

(ClNa ; PROBLIS)

Apua bidestiloda estdéril, apirdirena os5p .o 200.00 ml
(PALEX)

« gomprobar gue ¢l pl{ zen 7.3

KiEY ]



APEMNDICE Microscopla clecirdnica

SOLUCION DE PARAFORMALDEHILDO AL 4%,
GLUTARALDLEHIDO AL O.3%

- SOLUCION DE PARATORMALDEHIDO AT, 85%
Paraformaldebhido i e s e BLO0D
(Paralormaldebhydo | SIGMA)

PBS 0.1M, pH 7.3 .. i crninrenn -, 140,00 Tl

= calentar a 65 0 C
- disolver en agitapcidn

- SOLUCION DE GLUTARALDEHIED AL, 0.6%
Glutaraldehido .o e e e e LBD
(C,H, O

PBS O.1M, pH T .03 s i iccas i canenaa 100000 m

- SOLUCION DE PARATORMALDEHIDND AT, 4%,
CGLIUTARATDEHITMY AL .3%

Solucidn de poraformaldehide al 85 .. e 50,00 mi

Solucidn de glutaraldehide al 0.6% ... ... .50.00 ml

- conscrvar A 4 ps un maximo de 15 digs

SOLUCION DE CLORURO DE AMONIO S50mMM

Cloture de AMOonic . e irieaas s rrrarrrenaasrreen i r 27 fE
(NFLLCY ; SIGMAS

Tampsn PES 0.01M, il 7.3 esp...veeeev.... 100,00 ml



APEXDICE Microscopla clecirdnlca

INMUNOILOCALIZACION DE LAS FRACCIONES
ANTIGENICAS

TAMPON PBS-GLICINA G.1M
PBS 0.2M, pH T 0. e 100 .00 ml

Glicing . P o T B .3
(H,, NGH CDDH MEHC‘KJ

TAMPON PBS OVOAILBUMIMNA 1%
PBS O 1M, pH T3 .o 100.00 m!

Cvoalbamino .. e 100 B
(Chicken albumun i‘ractmn "'»..3" pnwder : SIGMA)

CONTRASTADO DE 1LAS PREPATRACIONES

SOLUICION ACLUOSA DE ACETATO DE URANILO AL 2%
Acelato doe uronilo oo cere i rreara s reemaarerrana oo i, LI B
Apus bidestilada estéril, apivdgena ..o 5,00 ml
(PALEX)

SOLUCION DE REYNOLDS

WNitrato de plome . crercicrenrrrnan s nerar e e 133 8@
(PL{NO,}, ; SIGMA)

Citrato trisddico . . S B 7 L
(Nﬂ C H D x 2H, 'D' SCHJ‘LHLHU}

Agun bidestilads estéril, apirdgend oo 20.00 ml
(PALEX)

- apitar ¥ antes de 30" aftadir 8 mi de NaOH 1N
- envrazar o A0 ml con agua destilada

aG2
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