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LOCALIZACION INMUNOHISTOLOGICA DE
ILAS FRACCIONES ANTIGENICAS

Fare la localizacidn estructural y ultreestructural de loz antigencs
hidatidicos mayoritaries (Ag 5 ¥y Ag B), enn membranes gquisticas y
protoscedlex de procedencia humana {ver @ I.[}) =¢ emplesron los
antisuerss monoespectficos obtenidos por inmonizacidn experimental

de conejos con las antigenogs parasitarios (ver @ TII.B.),

Previemente 2 la inmunolocalizacién, debieron realizarse estudios
meramente morfaldgicos, can el fin de eonocer las diferentes estructu-
rus presentes en ]las formas larvarias de £ grordafosus vy poder asi
lacalizgr & nivel estructural los antfgencs mayoritaries.
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ESTUDIOS ESTRUCTURALES EN EL
METACESTODMD DE E. grarniulosis

ESTRUCTURA DE E grinulosus POR MICROSCOPPIA OPFTI-
OA

Los cortes histolégicos del material parusitario fijado en formol
e incluido en parafina sepun la metodolegia previamente descri-
ta (ver 1 I.ID.1.), son desparafinados ¢n xilol, rehidratados &n
conicentracionas desrecientes de aleohol ¥ finalmente aguR, ¥
teflidos con diferentes colorantes pora su posterior ahservacidn
microsodpico.

La obscrvacidn microacdpicd se realica a diferchntcs sumentas, an
un microseopio DHalux ({LEITEY conectadoe 2 una cdmare fotopré-
fiea automaticg (QOrthemat; LEITZ), rargada eon pelicula Ektar
(HODAW) de 25 ASA de sensibilidad.

TIMNCHON DE BEMATOXTLINA ITOSINA
Es una tineidn amnliamente empleads en histologia, gue eonai-

gue diferenciar, con buena resclucidon, Ia mayor parte de estrue-
turas histoldgicas.

Se basa en la combinacién de un colorante bisico, la hematoxilina,
gue tifie de color azul los nucleos ¥ una solucidén de colorantes
fcidos, la eosina-floxkina, gue tific de rosa las estructuras aciddfilas
(Luna 1968; McManus & MMowry 1968; Disbrey & HRack 1270

La hcecmatoxilinge es un compueste inceloro, que en solucién se
oxida ¥ da lugar a la hemateina o fraccisn activa (Harris 1900},
la eual, en combinacidn con ¢l rlumbre férrico empleado como
mordionte (hematoxilina de Hegrriz) tifie con gran afinidad la
eromating rauclear, confiriéndoles un color rojo oscUuro QUL VIira a

anzul ¥ se eatabilizp tras el tratamiento con un dleali déhbil (agun
amoniacal).
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La eosina ¥ la floxina son colorantes Acidos que tifien de rosa Ie
asustancia flundamentul del citoplasma y los diferentes corpiecu-
loa, obtenidndose diferentes gamas de color segiin la proporeidn
en compoenentes bisices existentes.

Desporafinor las preparacicones en tres bafios de xilol, « hidrotar
n boneos con concentraciones docrecientes do alocoho] » finol-
mente agaa destilodn.

Colorear can hematoxiline de Harrie {Harrie® hematoxylin
eclution: MERCK) durante 10 min,

Lavar con nguns del grifo,

Diferencinr por repetides inmersicones rapidnas de lns prepara-
cighes o alenhal-fmejdo (etanal 70%, CITH 1%). Coptralay
microscaopicamente, comprobandn que los miclens permanecen
tefiides v la coloracidn de fonde o3 minimo.

Lavar con pgun del grifo.

Virar ¥ cutabilizar 1e colaracidn por inmeraidn rdpida en agua
amponincal {amonicea O_3%0).

Lavar abundantemente con agua corriente durante 10 a 20 min.
Contrastar durnntc unos 15 aeg, on In aolucidén de eosina-floxina,

Loavor ¥ deshidrotar en doa bafios de alechol de 967 ¥y dos de
nleaho] abaasluto.

Clarificar en dos bofios de xi1leno y montar ¢n rosina sintéticn
(O PX BEX LI

TINCION DE BMAY-GRUNWALIDDY - GIEMSA
Es una tineidn smpliomonte ctilizoda en hematologia, conecida
tembién como Tikeldn panrdpiica oe Fappenitcim,

Para la tincidn ze emplean dos soluciones ceolorantes complemean-
torins, ol eolorante de May-Griinwald ¥ ol calorante de Giemsa,
cornn lo que s8¢ consipue uno buena diferenciacién de todos los
clementes de ln preprrocign (Bessis 1972
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El colorente de May-Griinwnld es nuna solucidn aleohdlica gue
combine un colerante Acide ¥ oitre basico, la cesina v ¢l azul de
metileno {(May & Grundwald I1902).

F! colorante de {fiemsa es una cembinacion de eoping ¥ deriva-
doa del azul de metilena, principalmente azur I y azur [T {Giemsa
19043,

Desparafinar laa preparaciones en tree botioa de xilol, & hidratar
eri banos con concentraciones decruvcientos de aleocohol ¥ Ninal-
mente ngun deatiladn,

Colorear durants 10 min. en la soluecidn May-Griinwald (easina-
azul de metileno en aclucidn segin May-Griunwald MERCEK).

Lavor con agus corrienpic.

Colorenr durante 37 min. en la solucidn de Giemsea {aclucidn
scgun Giemsa pnrn microscopia; MERCEKL

Driferenciar por repotidas mmersiones ydpidos de lna prepoara-
ciones en una solucidén acunes de Acido acético al G.8%.

Lenvar ¢n oo duestiloda.

Deshidratar en dos baiios de alcohol de 98¢ vy des de alcohod
abeoluto,

Clarificar en deos boftoa de xileno ¥ montar en Tesina aintética

(DX -EX.L.I)

TINCION TRICROMICA D2 MASSON

En histelogia, o] coneeptoe de tinciones tricrémicns se reservo a
los métodos tintoriales que permiten diferenciar el Lejido conectivo
del resto de tajidos {Dhisbrey & Raock 1970).

En el presente estudio se ha empleado una variante de las tée-
nicas originales {(MMaillory 1900; Mosson 1929), en la que Be am-
plern €l colorante verde clare para tefir las fibras de caldgeno del
tejide gonective, ¥ distinguirlas del resto de estructurna tenidaa
de rojo ¥ de los miacleos gque son teflides de pzul-nepre por la
hematoxiling (Juna 19268,
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Depparafinar Ine preparaciones en tres baftoa de xilel, e hidratar
an batoe con ¢concenlrociones docreciontes de alecohel ¥ Onal-
mente agup deatilads.

Foner lna preparacicones ¢en una solacién mordiente (aclucidn de
Bouin) durante 10 min..

Lovoar con agun corriente hastn gque desnparezca el color aman-
e,

Lavar en agua destiladao.

Colorerr, duronte 10 min, con hemotoxiline de Horrmis (Hore'

hemuatoxylin salution; MERCEKD,
Loavar cn agua deatilada.

Colerenr duronte £ min en Ie solacién de fucsing 3 esecorlate de
Bichirich.

Lovar en una salucidn arucsn de deido nedtico al 0.20%

Decalorar durante 15 min. en uana salucidn acuocss de dcido
foefotungstico al 2.5% y dcido losfomolibdico al 2.5%,

Lavar en una aclueitin acunaa de fAcido acttico al 0.29%.
Colorenr an una soluridn de varde cloro al 2%,
Lovar enp agun deabilacdn.

Intreducir duronte 5 min, en UWnn selucidn acuese de Acida aed-
tico ol O 2456,

Deshidrelor on dos bhafios de nleohal de 96° ¥ doa de aleahoal
alaniuto.

Clarificar en dos bofios de xilens ¥y montar en resina sintético

(D.EX.-EXLIL)

TINCNIN DE PAFRPAMNICOLACOLS

Er un métedo do tincidon multicromético, besado en la
hemetexilina ¥ dos colorantes de contraste (Paponicolanu 1942
Luna 1968).
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La afinidad tintorial de |6 hematoxilina por Ja cromatina nuclear
confiere A los miclecz un ¢olor arzul, mientras gque el repto de
estructurgs presentan ung amplia variedad cromatica debidao a
lee dos colorantes de contraste.

Como contraste se emplean un colorante dcido, orange 7, que
tifie las estructuras seiddfilas de ¢slor anaranjado, ¥y otrp gue
contiene en golacitn una mezcio de colarpntes Acidos ¥ bdsicos,
cosint-gzure 50 {EA-50 1 solucion aleohdlica de egsin Y, hismark
brown, Hght green SF vellowish ¥y dcido fosfobdngstico), que titie
lag cetructuras basdfilas de color verde.

Doaporafiner lax prepararciones en tvea bofloa de xilal, e hidratar
en botos con concentraciones decrecientes de aleohol ¥ Final-
mente apua destilada.

Colorear dursnte 3 min- con Hematoxiling de Harria {(Harvia'
nemntoxylin aolution; MERGCHK).

Lovoar phundontemente ¢on afun corrignte

Diferenciar, por inmersidn rdpida do los preparacionos, en una
soiucidén scucew de Aeide clorhfdrica al 0255

Lovar dutante 5 min con agun corriente abundante. Loa nidcleos
deben recuperar 1 colar azul.

Deahidratar en bafios con coneentraciones crecientes de alcohol
(0%, 79, 80%:, G6%).

Colorear durante £ min, con Oroanpe G {OG-6, zinyle orange G
stain; ORTHO DIAGNOSTICS).

Lnvar en tres bafios de sleohel de D6

Caolorenyr durante 3 min con verde EA-BD (EA-G0, multiple
poelychrome stoin;, OGRTHO DIAGNOSTICS),

Lavar rn tros bafias de aleohal die 96* ¥ dos de alechol ebaclute.

Clarificar ¢n des bafice de xileno ¥ montor on resinng sintético

(D P.A-EX L1}

L1
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TINCION DEL ACIDD PERIODNCRSCIHIIFR (F.AS) PARA
GLUCIIS

Eg una tinheidn dtil para demostrar la presencia de glicides en
los tejidas, permitiendo detectar las cadenas palimméricas de es-
to8, en especial glucSgena ¥ glucoproteinas (Luna 1968 MchManus
& Mowry 1868, Di=sbrey & Hack 1570

El principio de la tingcidn se basa en una reaccidn bioguimica
entre <] dcido periddico ¥ los placidos, L.a inmersion de 18 pre-
paracicnes en una seluctdn ecucsa de dcido periédico da lugar &
la destruccién oxidativa de los enlaces glicdlicos de los glucides
a nivel de los 1.2 glicoles, con la comsecuente produccién de
grupos aldehide gue sen pucstos de manificsto por medio da 1e
coloracitn magenta o purpura gque les conficre el reactive de
Schiff {(McMenus 1946; Lillie 1951},

Desparalfinar las preparactones en tres bofos de xilol, e hidratar
en bofios con concentrocionez decrecientes de aleohel ¥ final-
mrenie mun destiladn.

Oxider Ins proporociones, durante & min., ¢n uana aolueldn nooo-
gn de dcida periddicen al 0.6%%.

Lnvar en agua destilndao,

Colarear durante 15 min. ean la aclucidn de Schiff (Schifls
rengent; MERCEK),

Laver pbundentemente durnnte (5 min, con agus corrients,
hamts consopuir Un Yiraje o esloy rasa,

Contracolorear duronte 3 min. con IHemuoetexilinn de Harris
CHuorris™ hematexylin salution; MERCK].

Lovor ohbundontementes con Agun corriente,

Deahidvntnar en doa bafios doe aleohol de 96 y dos de alechol
abhaoluto.

Clarificar en dos banos d¢ ¥ilens v montar en resino sintética
(DPX-EX LI
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TINCION DE P.AS. TIRAS DIGESTHON CON IHASTASA

La digatoss xamilesa) ex una enzima amilalitica que digiere el
glucdégena convirtiendols en dextrina, glucosa ¥ maltosa. El tro-
tamiento de las preparaciones en una sBoluesidén de o enzimao,

previo auna tincidn de P A S | dard lupar a una perdida selectiva
de coloracidn atribuible a la digestidn enzimdética del glucégena
(Luna 19568; MelManus & Mowry 19G8).

Duaporoiiner las preparncicones en trea bofios de xilol, e hidratar
err bafiosr con eancentrncioncr decrecientos de pleshal ¥ Final-
mente agun deatilada.

Incubayr durante ) hora a 37 =00, gn vwon solaeidn de digetasn ezl
0.1%% en tampdn Tosfato aalina, pH B.

Lavar en agua corriente durante & min.

Realiznr unm tincitn do PLAS. ( ver - V. A 1 e,

TIMCION DE AZLL ALCIAN pH 2.5 PARA
PROTEOGILUCANDS SUILFFATADOS

El pzul Alcian £ una Malecianina hidrosoluble, de color azal,
que presenta una gran afinidad por los proteoglucanes sulfetadas
{Stcedeman 1950; Luna 1968; Dishrey & Rack 1970).

Deesparnfiner laa preparacionea en tres badfios de xilal, & hidratar
en bafiose con concentracionea decrecientea de alcohal ¥ final-
mente apun destilada.

Intreduair durnnte 3 man, en un bana mordiecate e una solueidn
arucsa de deido acdtico al 395

Colarenr duronte 30 min. en vwno soiuvcién de azui Alejon al 1%
en Acido nedticon al 3%,

Lavay en wpus corriente durente 10 min.

Lovar en agua destilada.
Contrpcelarenr dulrpnte 5 min. en 1o solueidn de Kevrnechtrot,

Lavar en agua corviente durante 1 min,
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Deshidratar en dos bafioz de aleahol de 96° ¥ deoa de alenhel ab-
soluto,

Cloarvificay en doa bafoa de xileng ¥ montar en reaina kintética
(O.PX.-EX. L1

TINCION DE KINYOUN
So emplen pora ia deteecidn de aquellos elementos resistentes a

la decoloracidn con una solucidn de alcohol Acido.

La dificultad gque presenton algunas estructuras (gencralmente
ricas &n ceras) para colorearse por la fucsina presente en la
solucidn de Kinyoun, se acompana, sin ermnbarge, de una mayor
dificultead para Ia posterior decoloraeitn, resistiendo la
decoaloracidén por alcohel-deido ¥ permanecciendo colorcedas de
rojo (Lana 186G3),

Deaparafinar lae preparaciones en tres bafios de xilol, ¢ hidrotor
en bofica con concentrocicnea decrecienins de alcoghal ¥ NMinal-
mente ague destiladn,

Colaranr on Ie selezcinn de Kitvoun, durante 60 min. o 50 (.

Lavar asbundantemente en agua corriente,

Diferepeint an onleohal-doida (OJH al 1% en otonol al 70%) heata
que las preparacionss tomen un color roeR.

Lovor abundantemenle en ogun corricute,

Contracalorear durante 1 min. con una aolucidn de verde claro
el 255,

Deahidratar oo doa bafios: de aleohal de 96 ¥ dos de aleohol
cbacluta.

Clarificar en doe bofice de xileno ¥ montar ¢n resinn sintdtica

(D.PX. -E.X L.IL).
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TINCHI N ARGENTICA DFE GOMORY - GROCCTT

Al iguel gque en gl resto de tinciones argénticas, la tincién de
Gomori-Grocat (G-G) (Gomori 1951; Grocott 1955) ge beza en la
reduccidn de una sal argéntice v In visualizacidn de depdsitos de
plates impregpnondo estruciuras doncratns.,

En la tincién de G-G, 2] reactivo argéntiee (nitralto de plata-
metenaming) es reducide y precipitado por sustancias propias
del tejido, o por prupos aldehidos presentes en el tejide tres 1n
accidn del dcido erdmico sobre los grupoes bidroxilos de algunes
polizacdridos. La adicién de sales de ore supone un intecrcamhbio
ifmico que inerementsn la coleracidn del precipitade obhtenidndose
un calor negro (Luna 1268; Disbrey & Raclk 1970},

Desparnfinae las prepacssiones on tres bafine de xiiol, £ hidratar
en baftox can concentraciones decrecientes de alechol ¥ finel-
mente ngus destiladn,

Oxidar Jog proparaciones, por inmerzisn durante 1 hora en una
salucidn acuaza de deido eramice al 0%,

Lavar en agua corriente.

Introdueciy durante 1 min. en un boafio de bisulfito eddico en
eclucidn acuosa al 1%, para aliminar 1 decido cramico residund.

Lavar ony upuna corrients durante 6 min., segoido de cuatrn bafios
en agua deatilada.

Caolorear las préporacitonea £an wupa anlucidn reciente de
metenaminn argéntica, incubar a 60 “C hastn que las prepara-
cicnes adquieran un color tabneo,

L'nvar en seis bafios de npun destiladn.

Introducir en una solacidin ncuocsa de cloraro doe are al 0.19%
huetn que las preperocicnes tomoen un calor grie (2-6 min).

Lavar ¢n agian deatiloada.

Introducir las preparociones en uno solucién ncuosa de ticsullato
efdiea al 2% {Z-5 min.), parn climinnt laa reatos de plnbn no
reducida.
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Livvoar abundontemente ¢ agun corrsente,

Contracolorear durante 30 aepundeoe en una aolucidn acucan de
verde claro al 0.04%,

Eliminor el excesn de eolorante con agua del grifo.

Dephidratar en dos bnfios de alechol de 28* ¥ dos de aleochol
abanlato,

Clarificar en dos bafos de xileno ¥ montar an resine sintética

NP X-EX LI,

TINCION ARGENTICA PARA FHARAS I RETICLLINA

La tincidn que se refiere a continuacidén, sigue log mismos prin-
cipios bAsicos deseritos anteriormente parg las tinciones
argénticas. En la tingitdn se emplesa una selueiom amoniacal de
nitrato de plata pars impregnar las fibras de reticuling, siguien-
dao 1a técnica original descrita por James (James 1567} con lipge-
rag modificneioncs.

Desparafinar las preporactanes en tres bafos de xilel, e hidratar
¢n bhufios ¢on concentracionces degrocientes da wnleohgl ¥ final.
mente agoa desxtiladn.

Introducir durante 10 min. en unn sclucidn mordiente de
permangnanoto potiasico nl L25%,

Lavar en apua deatilada.
Tecolorar en una aolucidn acuosa de ac, oxdlico nl 5%,
Lavor ¢n tres cambics de apun destilada.

Impregroer dorante 30 min. en une salueidn amoniaenl de nitra-
to de platao.

Lavor en opua destilada.
Yiror en uno sclurcidén acuoan de forminlina al 255, haston gue laa
sccoionas adquiernn un color pnardo,

Introdugir n una solucidn acuosn de glorare de oro al 0295,
durante 3 min..

Lavnr cn npun destiladao.
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Introducir lag preparaciones ¢n una aalucidn acvaosn de tiosulfots
aiédico al! 6% (2-F min.), para eliminar loe restnos de plata no
reducida.

Lavar bien con amin corriente,
Contracrlorear durante & min. en lo solorcién de Kernechtrot.

Doehidratar on dox betios de oloohol de 96* ¥ dos de alcohol
abasluto.

Clarificor en dor bafice de xileno ¥ montlor en resinn sintético
(07X .-E.X LI

ESTRUCTURA DE E. granulosus POR MICROSCOPIA ELEC-
TRONICA

Le ohservaridén ultraestructural de los protoscdlex se roalizs
aobre eortes ultrafinoes de material parasitario fijade en
pargfermaldehido-glutergldehido e incluido en Lawicryl® K4M,
ochtenidos pegin Ia metodologia previemente descrita {ver 1 1.D. 2.
y contraztadoes con acetnto de uranilo ¥ citrato de plomo {ver :
V.B.4.c.).

La visualizzeidn se realiza on un micrascopio clestrdnico de trans-
migign (Hitachi H-8CD), conectads con un dispositivo de fotogra-
fia automéatica gque permite la ohtencién de places fotoprdficas
(Electron Microacope Film, 9%x12; KODAK) La ohaervacidn ae
realizo a diferenies aumentos (2.000-50.000}) con un voltaje cons-
teante de 100 k.



MATLERIAL Y METGIHOS Inmunclacalizacldn

INMUNOLOCALIZACION DE LAS FREACCIONES
ANTIGENICAS

PREPARACIONES ENSTOLLOGICAS
La inmunclocalizacidén de los antigenes mayoriterioz de E.
granuicrus (A 6 ¥ Ar BY, ae realizd gobre preparacicnes
histoldgicas de materinl parasitarcio.

Las membranas quisticas y los protoscélex de procedencia huma-
na, fueron chtenidos segin la metodologia previamente degeritn
fver: LA 3.

Fara lo inmunaolocalizamdn por microsoopia dptica, s¢ amploaaron
preparaciones hisloldpicas de materisl parasitario fijade en formol

e intluido en parafina (ver: 1.T3.1.3.

Fara le inmunolocalizacién por microscopin electrdnica se em-
plearon cortes ultralfnoes de protoscdalex fijgedoes en perefor-
maldehido-gluteraldehido e incluidos cn Lowicryl* K4M (ver:
I1.D. 2.}

ANTISUEROS EMPLEARMS

Loz antisueros monoespecificos frente a los diferentes antigenos
pErasitarioa mayoritarioz (A 5 ¥ Ap B), se chtuvieron par
inmunizacidn experimental de eoncies con los componentes
polipeptidicoz antipfnicos separados por SDE-PAGE, segin \e
ha deserito previamente {ver: IIILB. 1. a.02)).

El antisucro frente a [as proteinas parasitarias presentes en el
liguido hidatidico se obtuve por lo inmunizpcidn de conejos con
liguido hidatidico purificado por métodos fisico-guimices (ver;
INT. . 1.a.{1) (B},

Los mntisuercs anti-inmuneglobulinas de conejo obtenidos cn
cobra ¥y mAarcados con perexidasa o con bloting fueron ndpuirides
comerciaglmente {anti rebhit IgG (II+L)gt) HREP conj 1g; ICN
BIOMEDICALS, cod 61-202-3) (anti rabbit IpG (H+ L} ot) Biopting
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(Z2megl AlTin 1g; ICHN BIOMEDICALS, cod 61-670-1}, al iguanl gque
los antisueros de cerdo anti-inmunoglobulings de conejo marea-
des con oro caleidel de 10 nm (Bwine anti rabbit immunoglobulins
pold conjupgrted; Dakoepatts, cod G386) ¥ €] suero ne inmunes de
cabra {goat seram (normai); DAKOPATTS).

COMNSERVACION DE 105 SULIEROS.

Loa sueras no inmunes de cabra ¥ cerdo, asi como los Antisueros
marcados con oro coloidal, se conscrvan, segin indicaciones de la
coEa comercial, en navera a 470

Loa antisuerss especificps y loa antisueros marcados con
peroxidasa ¢ hiotina, convenientemente alicuotados, se conser-
van congelados a -20°C, sin diluir ¢ diluides &) 1710 en el corres-

pondicnte tampon.

INMUNOLOCALIZACHDN POR MICROSCOPLIA OFTICA

L.Las preparaciones histoldgicas, son tratadas conveniente-
mente, a incubadas eon los anticvuerpos mono ¥ palicapecificos.
La reanceifn se revela por la adisidan de un segundo anticuerpo
marcade ¥ gr evidenecino con 1o precipitacidon de un compuesto
cromageno.

Lok protocolos de inmuanelocalizacidn por microscopia dptica que
han sido empleados en el presente trabajo, ¢ cocuentran resu-
midos al fingl del gpartado (Tab VI, VIT].

En ambos protocales, lIos diferentes pretratamientos, los lavados
en soluciones tampdn o similares ¥ ol deshidretado sae han rea-
lizado por inmersidsn de las preparaciones en los reactivos, dispo-
nidndosce astas ent cestillns & introdociende o] conjunte on las
correspondientes cubelas (VIDRA-FOC).

Los hlocqueoss ¥ los incubaciones con los diferentes anticusrpos se

han realizodo et eAmara hidmeda, aplicando lee antisueras diree-
Ltamente achro el tejido.
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Antes de inicier ¢l procesan o8 conveniente numearar los prepara-
cionea ¥ delimitar eI tejido can an lapiz dinmeante (Fig 17-A)

Antes de dapoxitar los antisaeros se eliminn ¢1 exceso du liguido
del kafo anterier, primero por decantacidn ¥ sagguidamente ab-
acrbidndole en un tissue de papel (Fig 17-B}, procurande no
tacnr &l tgjide ni dejorla svcnr,

Seguidamente se deposita el antiauers procurandc gue forme
menisce con el circulo dibujado por el ldpiz diamantea {Fig 17-C}
¥ #o ¢olocon loa preparaciones en una cdamare humeda (Fig 17-
[} situado sobre una mega plamadn.

Todas los lavados £ incuhaciones ze han rezalizads a temperaturs
ambicnie.

inearrecha arTects

Figura 1% Aplicocion de los antisucros sobre los preparacicoes [ver esplicacicdo ¢4 testo)
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FRETRATAMENTO 22 ILAS SECCIONES HISTOLOGICAS
Antes de iniciar Ja reaccidn inmunohistoguimica, las preparacio-
nes histoldgicas son desparalfinadns con el fin de conseguir una
superficia hidréfila. Las reacciones inespecificas gon evitaden
inhikicnds la aetividad perexidisica endépena. Los epitopos
antigénicos won desenmagcarades poer traetamientos con
detergentes y las posibles unicones inespecificas blogueadas con
guery no inmune.

Deaparafinade de las seccicones, T.a eliminacién de 1o parafina e

hidratacion de las preparaciones confiere a cstas unas propiada-
des hidrsfilas gue permiten la pehetracidn de los anticuerpos ¥
ronsecuentemente faciliten 1a repccian gntigeno-Anticuerpao,

Ei desparafinade ¢ hidratado =ze afectda por inmersidon de las
preparagionos en banos de xilol ¥ concentracianes decrecientes
de alcohol.

Los propoaracianes se desporafinan por inmersidn en tres banoa
de 10 minutos de xilenoe. Ea convenients la renovacitn frecuentoe
del xilepa para ¢liminer mejor evalguier resto de parafina de 1na
pregaraciones, gue doria lugay a Ja aparicidn de una tincién do
fando,

L hidretacidn do Ips proporociones g realize por inmeraidn
durante 5 min en baftoa auceaivoa de aleohol a concentraciones
decrecientes (100=, 98« 70 G0} ¥ finnlmonte un bono de & miin
on npan daestiledn,

Bi te i ividad s 18 e i ceiidos.
Ciertosa tejidos puedan presentar actividad peroxidisica enddgena
o gctividad psevdepercxidasica (hemoglobingl (Fahimi 19793}, 1g
que obliga al tratamicnto de las preparocienes para neutralizar
de formo irreversible dichao activided enzimética ¥ evitar gue
actuie sobre el cromégeno donde de lugar a tinodn de fondo,
aungue gran parte os ya neutralizado con 1 fijacion.

MNeutralizar la sctividad peroxiddsica enddgena por inmeraidn
de las preparacionas durante 30 min ¢n un bafo do peréxido de
hidrdgone (H_ OO0 a1 3 % on agun destilnde {anlucisn
cxtermnporanea)] (Palocin 1984),
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Lovar en tres bafica de B min de Tris-Salinog (TS Tris 20 mbi,
CllNo 9.13 M, pil 7.8}

Desenmascaramicento de los determinantes antipénicos. En el
proceEc de fijacion con formaldehido sc producen puentes de
unidn crucados entre los componentes proteicos dificultando ia
penetracidn de loa anticuerpoa ¥ pudiendo enmaszcarar algunos
antigenas,

El tratamiento con saponina permite la liberecidon de perte de
estnz proteinas ¥ facilita la penctracidon de los anticuerpos al
permenbilizar las células por su aceidn eobre ol colesterel de las
membranas (Galdenthal, Hedmar, Choen, ef al. 1985).

Los preparnciones ¢ permeabilizon por inmersidon durante 30
min en un batio de saponinag ol Q058% on agua deatiloda (aolu-
clon extemporandgnl

Lavar an tres bofios de 5 min de TS,

Blogueo de las uniones inespecificas. El blogues para evitar las
peaibles unicnes inezpecificaz entre laz inmuncoglobulings aspe-
cifices ¥y componentes estructurales de 18 preparacidn, se cunsi-
gusa al incubar las preparbcichcs con 2uceoe o inmune del mismo
animal del gue procede sopundo anticuerpo.

Incubar gn cdmonra hdmeda, o temperatura ambiente, durante
30 min, con 180 p il de suere de cabra ne inmune diluido al 1410
en TS v pdicionado dre BSA al 5%,

Antes de incvubar con los antisustos decantar la preparacién, no
Invar.

INCURACION CON LOS ANTISDEROS

La incubacidn con los antisueros especificos obtenidos experi-
mentalmente en conejos {ver: II1.B.) ¥ la deteccidn de estos me-
diante conjugadas heterdlpgos anti-inmuneglobulinos de conejo,
precisa del estudio previo de las diluelones de trabajo dptimas
parca los ticmpos de incubacidn selecoionaodaos.
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Dilucidon de Jos antisperos v tjlulacidn. La dilucidn de los
antizsueras ¥ 3u posterior titulacion nos permite escoger aquells
combinacidn de dilucienes mas altas con las que ae consigue un
mayor eontitraste entre lae zonas positivas especificas ¥ lg
colgracidn de fondo.

S renlizon diluciones dobles progresiver de los notisueros, em-
plaanda TS ¢omo diluentie de los antizueros especificoa ¥ T5-
gelatina (TS, gelating O.TH3%]) para oz conjugados.

So incuban lax preparaciones con 80 pl de Ioe dilerentaes dilu-
ciones de antiaveres ¥y corgugndos, enfrentanda cada dilueitn de
un antirurra con In totolidead de las del conjugada, ¥ viceversa.

Se valora In tincién especifica 3 <] color de fondo con una eascaln
del O ol 4 +, ¥ =g gerogen come dilucianes dptimas de trobojo
aguellns con las que sv abliene unn mayor intonsidod de tincian
egpecifica con ia minima colovocidn de fondo.

T g i baris ] ig 1 o
La incubacidn de las preparaciones con el primer anticuerpo
(antisueroe egpeciflicos anti-antigenes parasitarios) conveniente-
mente diluideo en TS s¢ prelenpga durante toda la noche, ¥ es
sepuida de tres levadoes de 5 min en TS-gelatina.

Se realiza uh nucevo blogues con suero o inmune (ver: V. B.3.0.(4)),
¥ 8¢ proccde seguldarmente a una incubacidn de 30 min con los
conjupadaes anti-inmunoglebulings convenientemente diluidos on
TS5-gelatina, Postericrmente 52 lavan las preparaciones en tres
harios de 3 min de T3-gelatina.

TECHRICAS INMUNOQOQUIANCAS D DETECCIONN

Fara el revelado de la reaccidn antipgetic-anticucrpo se emplen-
ron a lo lerpe de o experiencif téenicas de inmunoneroxidosa
indirecto ¥ de avidina biotina (Fig 1835

Inmuneoperoxidasa indjpecin, Lo reaccidn antigeno anticucrpo sc

revela tres la incubaocisn de las prepoaraciones con un sepundo
anticuerpo heterdlogo eonjugado con peroxidasa,
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Avidina-bictina. Se basa en 1la afinidad ne inmune de 1a avidina
(glicoproteinag de la elara de huaval por la hiotina (vitamina del
complejo B)

L.ce anticuerpos especificos son reconocidos por anticucrpos
hetertlagos conjugados con biotinge, la posterior incubacidén de
las preparacicncs: oon el ecmplejo avidina-bistina-pocroxidasa
permita la deteccidn v nmplifica 1a reaccidn (Hou, Raine & Fangpger
1981a; Hsu, Raine & Fanger 193815} (Fig. 18],

El complejo vvidinon-biotinn-peroxidasn s5e prepora, megin indi-
cogiones del fabricante (ABC Kit, Vectuatain®, Vector
Labaoratories), diluyvends !a ovidina en TS, afadiendn seguida-
mente la poroxidosa biotiniladz y dejendo reposar 30 min.

Liaag preparacionex 3¢ ingubhan durante 30 min &n cdmar: hdme-
da con ¢l eomiplejo avidina-bistina-peroxidase, ¥ segaidamente
ge lavan en tres hoavins de TS

Perpxiduea indirecta Avidine-Bioting -Peroxidasa

Tigura 18. Fvgquoma do lna reacclones gntigens anlicutrps #n ba ticnicon de poroxidasa jndiroc-
tn y avlding-blotinn-poroxidana. AVIDIN: avidlias, B bicting ¥ M peroxidese
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Ambges técnicas bazan ¢l revelado de la reaccidn antigeano-
antizuerpo €n 1A accidn enzimédtica de la peroxidasa de rabano
picante. La peroxideza forma con €l substrato H O, el complejo
peroxidaan-H, O, que reaceciona sobre un eromdgene eapaz da
ceder electrones v dar lupar a une meléenls coloreads que pre-
cipita localmente de forma insoluble ¥ puede ser observade a
microscopia dptica (Farr & WNakene 1281).

Incubar la preparacicnea durante uneca & min en una solucidn da
DAEB (3.3 dinminobencidine tatreahydrochloride) al ¢.03%, ¥y H O,
al 0.03% en Trizma boase 50 mb, pH 7.6.

FPreparar lo solucidn inmeadiatomente antess de o incubacion, v
apguir In marcha de la reaceidn por cantrol microscdpica, varian-
do el tirmpn de incubacidn en funcién de In intensidad de la
reaccidn.

Liaver con opun durnnte 5 min.

CONTHACCGLORACION Y MONTAIE D LAS FPREPARACTD-
NES

Para identificar mejor la localizaeidn de los precipitados eoloren-
dos se realiza un tincidn de contraste, gue confiere al fondo de la
preparacidn un color diferente al proporcionads por ¢l cromdgeno.

Imcubar las preparaciones durpnte unos 15 segundoas con
hamatoxiling d« Harris (Harris' hematoxylin aolution; MERCK)
previamente filteado, lavar con agua ¥ seguidamente sumergir
durante 10 min. en un bafec de agun corrients,

Finalmente se montan las preparacioncs en resina sintética
{D.P.X.-E.X.L.1.}, previa deshidratacidn de eostas por inmersidn
en bafies a concentraciones crecientes de aleohol ¥ clarificaceidn
eny xileng,

BATERIA DE CONTROLLPES
Con el in de psegurar lp finhilidad de la reaceidn, en eada
bateria de preparaciones son proceiados simuolltdneamento los

siguigntes contreles :
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Control negFatjyve. Come control nefativo 6 eMPplekn preparacio-
nea de tejido hepdtico humeno seno.

Contrel de copjurads. La sustitueidn del primer anticuerpe por
tampdn, permite eveluar lo existencin de vuniones inespeciflicas
entre les tejido= ¥ el conjupado.

Control de pergxidass epddeeng La sustitucidn del primer y
aegundo anticuerpo por tampdn permite valorar el correcto blo-
quen de ia peroxidesa vnddgenas de Tos tejidos

Control de eapecificidad. IB1 ¢contral de eapecificided se lleva aca-
ko austiturendo el primer anticucrps por suers no inmune de la
misma especie animal.

La marche de la reaceidn se valora, en funcidn de los controles
previos, sepan 8¢ exXpone en la tabla YIIT.

OQBSERVACHIN MICROSCOIITA

La observacidn microsedpica se realizo a diferentes anumentos, ¢n
un microscopio DHalux (LEITZ) cotiectado a unno camara fotogra-
Fica autamiiticg (Orthomat; LEITZ), ceargada con pelicula Ektar
{KODATK) de 25 ASA de sensibilidad.
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3-

10.

Jl-

Desparafinar las preparacionea
- trer baflos de 10 min. #n rileno
«~ un batio de 5 min. an aflemhal de 350
~ un bafia de & min. #n aleahal de 700
- un bafe de & min. an aleohol de GO0
- un bafo de 5 min. en agua deatilada

Eliminar la actividad peroxidasica endégena de lor tejidos,
- imcubar durante 30 min. en una solucidn acwoss de H D), al 3%
- lavar en trea barfios de § min en Trie-saline

Depenmaacaramients de los dete rminantes antigénicox
« facubar po mas de 30 mig. &f une solucidn feciente de eapanina &) 005% cn
agun dextilndn
- lavar en tres bafos de & min en Tria-snlinc

Blogquear con susre no inmune de I misma cspecie animol gue la del segundo
enticuerps
- incubar en camera humeds, a temperature embients, durente 30 min., con
suero de cabra al 110 en Trig-agline v BSA al 5%
= decantar la preparacidn, gliminar ¢l sobrenadante, no levar.

Incubar con el primer anlicuerpa
« incubar en chmarn hdmedn, 8 temperaturs ambients, toda 1a noche, con el
entisurro diluida en Trig-salinn
- lavar £n tres bafica de & min. en Tra-salino-gelatinn

Bloquear con suerc no inmune (repstir 4}

Incpkar con ¢] segunda anticgerpa
- incubur en chmure humeds, & lemperalups ambiests, durante 30 min,
oon anti-Igtz-peroxidasa dilvids sn Tric-malino-gelntima
= lavar en tres Lafios de & min ¢n Tris-zaling

Detecepdin de 1o aetivided peraxidioice
- ipewbar con DAR.H O, durante 5 min.
= JAvat con egus durente § min.

Contracclorear
- incubar durante 15 seg. con hematoxilina de Herrs Nltrade
- lavar con agus
- lavar con agua corriente durante 10 min.

Dheahideatar
= pumergir en wn botio de gloshel de 700
- JUmergir en un bafia de aleahol] do 967
~ agmergir &n un bafe de aleahal de 1007
- aemergir en Wres bados de xilens

Monter con DPX

Tubla ¥I. Prowocolo de inmuhistequimicn, Peroxidawe indirecis.
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1- Desperafinar las preparaciones
« tres bages de 10 min. en Xileno
- un bBajo de & min. en aleohol de 98¢
- un batic de 5 min. en elechal de T0°
« un bafio de 5 min, cn eleghol de SOF
« un bafio de 5 min, o egua destilede

E- Eliminar la actividad peryidtsice anddgens de laa tefidos.
- incubary duranle 30 min. en wos solucién seueas de H.O, al 3%
. laver an tred Bafios de 5 min en Tris-aelino

3. Destnmascaramients do 10a determinonbes antigénicos
- inguber ne mes de 30 min. en una solucidn recienic de epponine vl 0.05% en
s destilade
- laver en tres bofios de S min en Tris-saling

4- DBlogquewnr ¢on suero ne inmunc de la misma capecic ammal que 1a del acpundo
anticusrpo
- incuber en camere humeda, a temperature Rmbicnie, durapte 30 min., con
suert de cabre vl L'I0 on Trs-saline ¥ BSA ul 5%
- decanlar la preparacién, eliminar el sobrencdante, ne Invar,

- Incubar con £l primer anlicusrpo
- incubar en cAmara himeda, a temperatura embiente, todn 1 neche, con el
antisuero diluide en Triz-aaling
- lavar en tros bofios de & min. en Troa-saline-gelating

& Blequear con suero no inmune (tepetir 47

7-  Incubar coan el segundo anticuerpo {preparar el ABC-reagent)
- incubar en cdmara himeda, a temperatura ambiente, durante 30 min., can
anhi-lgG-bictinireds diluide en Tre-saline-gelating
- lavar en trea bokoe de 5 min en Tris-aalinc

& Reoccién avidine bictine peroxidasa
- incubar en cAmara humedns, a temperatura pmbicnte, durents 30 min, con el
ABC-reagenit
- lovar entres bafics de 5 min, en Ths-soaling

9. Detecridn de ] actividad peroxidasica
= imiubar con DAB-H L duranie § min.
- lavor con agus durante S o,

18- Controcelorenr
- incubar durente 15 seg, con hemetoniline de Harns filireds
- lavar con Bgua
- lavur con ague cormiente durante 1Y mio.

11- Deshidratar
- sumergir en un batio de alooheol] de 70*
« sumergir «n un bafc de alegho] de 96
« pumergir en wn bofia do alechal de 1004
= pumergir en trea banos de gileng

12. Moanlar can NPX

Tabla ¥II. Predorolo de |nmunehiogquimicn. Avidine-bloling. peroxidacs
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CONTROL CONTROL: CONTHOL MUESTRA

POSITIVD NEGATINO ESPECIFICIDAD PREOBLEMA

negativo negativa negative negativo ERRCRTECKICD

ponibive posibiva PoBitivo pomitivo TINCION INESFECIFICA
POR FEEROXTDASA
EWDOGENA O TNION
PROTEINA-PROTEINA

pomibive pasitiva negative poaineg CONTROL NEGATIVO
INCORRECTO

regalivo negative negutive positive CONTROL POSITIVO
IWCORRECTO

poailivo negativo positive paeitive TINCION [NESFECIFICA

. MUESTERA PRODLEMA

poaitivo negativo negativo negetiva MIUTESTEA PROBLEMA
HEGATIVA

poaitivi nrgotive negetive positivi MUESTEA FROBLEMA
POSITIVA

Tabla ¥III. Yalorecidn de lo marcho de 18 repecidn, en Muncién de [e prevencia de marcaje en lon diferenies

ronlrolen
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IMMUNQLOCALIZACION MOR MICROSCOPIA ELECTRONICA
Labs recciopes ultrafinasz, son tratadas convenientemente, e incu-
badas con les anticucrpos mone ¥ poliespecificos. La reaceion se
revela por la adicidn de un sepunde anticuerps marcado con oro
coloidal {Faulk & Taylor 1971; Horisherger & Hoaset 1977), ¥ se
evidencia por microscopia electrénica al visualizar las particulas
electrodensaz correapondientesz Bl marcdor.

El protocola de inmunelomlizacsidn por microscopia electrdnion,
empleado on ¢! presente trabajo, se encuchira rezumido en 1o
tablia IX.

PRETERATAMIENTO DR LAS SECCIONES ULTRAFINAS

Antes de la incubacién con los antisuceros, las secciones ultrafinas
montadas sabre rajillas de oro, deben ser hidratadas, v bloquea-
das convenientemente con el fin de evitar al maximao la aparieidén
de reacciones inespecificns,

El hecho de haber emplenado en 1z incluzidn un medio poler,
Lowictyl* K4M, hoce innecesaria su eliminacidn pera llevar &
cabo la reaccidn inmunochistoguimica,

Hidratado g6 1as speciones. Las preparacioncs son hidratedos en
tampén FBS 0.1M (p}l 7.3), adicignado de glicina O.1M (PBS.
glicing) con el fin de bloguear los posibles grupos aldehidos del
fijador que pueedan permanecer activos,

El proceso d¢ hidratocién se renliza por Aotncién sobre unn gota
de tumpdn depositado en wn fragmento de Poarafiim®.

Se realizan dos bafios de 5 min. cadn una, ¥ ¢l excean de tampdn
ae £liminag por capilorvidnd menteniende an contacto ol canto de
ia rejilla con un papel de filtro, pera evitando gqua le preparocian
g llcgue n secar.
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Bloguee de las upionas inespecificas. Bl blogueo para evitar las
posibles nniones inespecificas entre las inmunoglebulinas eape-
cificas ¥y componentess estructurales de la preparacidén, se consi-
gue incubando las preparaciones con unn selucidn de ovoalbumina.

El blogques se realiza por flotacién sobre unn solucidén de
nvoalbuminae al 1% e¢n tampdn PES 018 (pH 7.3, durante 30
min, en camara himeda, a temperatura ombienta.

Antea de incubar con 1oe antisueros eliminar e} exceso de solu-
cidn de bloqueo por capilarnidad, ne javor,

INCUBACTON 0N LOS ANTISUEROS

Al igual que acurerfa en 'a inmunolocalizacidn pera microscopia
dptisa, l& incubacion con log antisuweros easpecificos obienidos
experimentalmente #n conejos {(ver ; III.LB.} y la deteccidn de
eatoE mediante conjupadoszs heterdlogos anti-inmunoglobulinas
de conejo, precise del estudio previo de las diluciones de trabaja
Spltimas.

Dilucidn de los aptisueres. v titulacidn. La dilucidn de los
antisueros ¥ su posteriar titulacidn nes permite eccoger aguella
combinacidn de dilucignes mdés altas con as qua =& consiIpue Un
mejor marcale ¥ un minime de uniones inespecifcas.

S¢ realizan dilucinnes dobles progresivas de los antiauercas,
empleandn como diluente tampin FBS 0.1M - ovoelbdmine 1%,
rH 7.3,

Se incuban ine preparacioness por Notucdan sobre Z0 pl de las
diferantes diluciones de nrtisuerss ¥ conjugedaos, enfrentando
endn dilucidn de un antiswers con o totalidad de las del conju-
gado, ¥ viceversao.

Se volorn vl marcajr ogpesifiens ¥ &1 de fondo con unn escala del
0alda+, v ae esacagen como diluciones dptimas de trabaia wgue-
lun ¢on los que 5o abtienc dhn mayor marcaje especifico con el
minitna fonda.
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T e | bacls ] ia 1 i61.
La intubatién de las preparasciones con £l primer anticuerpo
Canticuerpg especificges gpnti-antigenoz parasitariop) =a seguide
del lavado de las preparaciones en PBS-glicine.

Incubar por fintocitn les preporacionos con los antisuarcs con-
vienientemente diluidos ¢n PBS 0.1M.: ovoalbtmine 1%, pH 7.4,
A temperatura ambiente durante dos horaa.

Realizar un primer lavado rdpido mediante pulverizacidn del
tampén acbre la preparacion {fef washl, ¥ a continuacitén reali-
zZur tres lnvedos de 5 min, por flolecidn robre 1o solucdn tampdn
PRS- glicine,

Eliminoer el vxceso de tampsn por cupilaridnd,

Seguidemente ze procede a uneg incubacidn de 30 min con los
conjugadoes anti-inmmutnoeglebulinas marcadoes con oro coloidal.

Cuntrifuger lox conjugadns anti-inmunoglobulinas durante 10
min. o 5800 g, para eliminar los posibles apregados de oro qua
puedan haberse forrmmada.

Diluir los conjugades convenicntemente on PEESE 0.1M -
ovanlbuimina I%, pH 7.3 ¥ eacoger [ns dilucionea de trabajo
entre al conjunto de aquellaa que por espectofotometria tangan
4 una longitud de orda do SE0 nm e absorbancia eomprendida
entre G2 v D4,

FPosteriormenie 2e lavan lag preparociones.

Healizar un primer lavado por pulverizacidn en tampdn PHEHS-
glicina.

Efectunr por flotneidn dos lovoedos de 5 min. en tompdn PBS-
glicine sepuidons de tres lavadoe de E min, en tompdén FBS
0.1M, pH 7.3.

Finalmonte Inver por palverizacion con apua destilnda.
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CONTRASTADND DIZ L AS FREPARACIONMGS

Debido a 1p gren electrodensidad de las particulas de oroc, ¢s
porible efectuar coloraciones de contraste que permitan visualizar
mejor la ultraestructura de las preparociones.

Incubar durante 15 min. en una aselaecidn arvoea de acetats da
uranilo al 2% y seguidamente 2 min. en la sclacidn de Reynoldae.

Lavar por pUlvecrizogitn con agun destiladn,

EATERIA DIE CONTROLES

Con el fin de ascgurar la fiabilidad de la repccidén, en cade
bateria de preparociones son proccsados simultdnsamente los
giguiecntes controles :

Control de conjurade. La sustitucién del primer anticusrpo por
tampdn, permite evalusr la existencie de uniones inespecificas
entre los tejidcs ¥ el conjurado.

Control de especificidad. Bl contrel de especificidad se lleva aca-
bo sustituyendo el primer anticuerpa por suersc no inmune de 18

misma especic animal.

La muorcha de la reaceidn se valora, cn funcidn de los controles
previon, gepin e ha expuesto en la Ltabla VIII

OQLRSERVACION MICHOSCOISNCA

La visuglizacidn se realizs cn un microacopic electrdmico de trans-
miridn (Fitachi ¥FI-300), conectado con un diapogitivoe de fotogra-
fiea automéaticn gue permite Ia obiencidon de placas fotogrdficas
{Electron Microscope Film, 9x12, KODAK). La abs&rvacidn se
realiza a difercntes aomentes (2,.000-50,0000 eon un voltaje cons-
tonte de 100 KV,



MATERILAL Y METCODOS Inmunolocallracisn

1. Hidratar lag preaparacionos
- Lavar por flotacién en dons batoa de § min. en tampdn PBS
glicina.
- Decantar la preparoacidn ¥ elimminar el excesn de tampin

por capilaridod.

2- Bloguear las uniones inespecificas
= Imeubar par flotociaon, en ¢imara hdmeda, o temperatura
ambiente, duvrante 30 min., en tampdn PBS-ovoalbdming.
- Decantar la preparacidn ¥y eliminaor el exceso de tampdn

por capitaridnd,

3- Theubnr con el primer anticaerpn
r Incubar par flotacidn, a temperaotura ambisnte, durante 2
h., con el antisuere dilaida on PHES- ovaalbtiminn,
= Realjzar un Invads por pulverizocidn (jet waahl] en tampdn
PES-glicina.
- Decantar In prepoaracidn ¥ elitninnr ¢l oxcesa deg tormpan

por coapilaridod.

4- Incubar econ =1 scgunde nnticuerpe {(centrifugor los conjugndaox
durante 10 min. & 800 g

- Incubar por flotacién, a temperotura ambiente, durnnte
30 min,, con ¢l conjugadae diluida en PES-ovoalbdmino.

- realizar un lavado por pulverizacidén (et wash) en tampdn
PBS-plicing,

- lavar por filntacidén en tres banes de S min. en tompdén PRS.

- realizar un levade por pulverizacidn (ot wosh) en ogan
deslilndn.

S« Contrastar Ins properacionos,
sincubkar por fiotacidn, durante 2 min., en In solucion de
Reynolds.,
-~ realizar uvn lovade por pulverizacién (ot wosh) o afun

desliloda.

Table X, Frotovele d¢ inmunchistequimicn. Inmunelocalizneidn por mactoseepia elegtrdnica.
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RESLULTADOCS tndlcc

I QBTENCION ¥ PROCESAMIENTO DEL MATERIAL
PARASITARIO

II CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS INMUNAOGENICAS
DE E. granulosus
A, SBeparecidn de los componentes proteicosa del ligquido hidatidico
1. concentracidon proteica Gptima para SDS5-PAGE

2, identificacidon dc los compotnentes polipeptidicos del
liquide hidatidigco

a. tinciones proteicas en SDS5-PAGE
(1} condiciones no reductoras
(2} condiriones reductorgas

.  alucidn ¥y reduceidn de los componentes polipeptidicos

C. perfil elcctroforédtico de e albuming v laa
inmunoaglobulinas

B. Identificacian de las proteinas inmunogcénicas

1. itpmunoreectividad con suvercs de pacientes afectos de
hidatidosis

a. econdiciones no reductoros
b. condiciones reductoras
2. inmunorenactividad con suerss de donantes sanos

3. inmunorenctividad eon sucros de pacientes afectos de atras
parasitosis
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RESULTADLDOS Lrctlce

I1IT1 OPBTENCION DE ANTISUEROS POR INMUNIZACION
EXPERIMENTAL EN CONEJOS

A

Purificacidn de las fraccienes antipénicos
1. purificacion fisico guimica de los antigeno2 mayoritarics

Obtencidon de antisueros | cinética de produccidén de anticuerpos
y estudia de la especificidad

1, =mfitisuesra ahtl liguida hidatfdico
g, hemaglutinacidn indircecta
k. inmuncoelectroforesis
c. Emmunoblac
Z. oantisuero antt entigenos parasitarios mayoritarios
a. inmuncelactroforesis
b, inmunobliod
3. antiguero anti antigenoe &
a. hemepghutinagion indirecte
h. inmunocelactroforesis
C. g reoiliol
4, antizuern anti antigeno B
a. hemaglutinacidn indirecta
B. inmunoslectroforesis
e, Inmunahlor
Purificacion de loz2 ontisueros
1. separacion de la fraccion inmunoglebulinicn

2. cromatografio de afinidad



RIZSUL . TADOS

1ndloe

IV DESARROLLO DE PROTOSCCLEX CULTIVADROS IN VITRO,
PRODUCCION DE ANTIGENOS DE SECRECION-EXCRECION

A, Procesamiento de g arensa hidetidics

1. obtencidn de protoscdlex

2. mantenimientoe de protoscolex in wvitro

a.

b.

valoracidén de la viabilidad

cambioca morfoldricoes

{1} procesa de evaginacidn de los protosedlex

(2} procean de diferenciacidn en diregeidn guistica
{3) mltergaciones estructurales comunes

B. De=arrolla in vitro de E. granulosus

.

b,

L

d.

vesiculizacidén de los protoscilex
vesiculizacion del pole postericor de los protoscdlex
wvesiculas libres

vesicules con miiltiples protosedlex

C. Esztudic de la produccidn de entigenes de secrecidn-exgreciion

1. c¢btencidén y preparacion de las sobrenaduntes

a.

L.

congenlracmdn por ultrafiltracidn

concentracion por precipitacicn

2. andlisis eleotrofordtico o inmuneoldgics del sobrenadnnte

b.

C.

SDS-PAGE

i noblod
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Indice

YV LOCALIZACION INMUNOHISTQLOGICA DE LAS FRACCIONES

ANTIGENICAS

A,

Eutructura de E, grarnulosus por microscopia cptica

1. estructura del guiste khidatidica

Z. reaceidn de los tejidos del hoespedador

3. ecatructurg de las vesiculas proliferas

4. cstruciure de los protoscdiex

Eatructure de E. granulosus por microscopia electrinice

1. wltrpestructura de las vesieulgs praoliferas

2. ultraestructura de los protoschHlex

a.

by.

c.

d.

Lepumento
gisterma museular
sistemo osmorregulador

corpisculos salefivoos

Inmunolocalizacidn de lazs lrpcciones entigénicna por
microscopia optich

1. titulacién de los antisucros

2, locelizacidn inmunohisteldmicn

a. inmuanolocalizacidn del antigeno 5

B.  inmunolocalizacion del antigeno B

C. inmunolocalizacién comn el antisusareo anti antifgenos
parasitarios mayoritarios

d. controles
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IRESTILTADOS Indice

. Inmunolocalizacidn de las fracciones antigdnicas por
microscopia electronica

1. titulecidn de los antizsueros
2. ipealizacidn inmunohistaldgica

a. inmunolocalizacisn del antigeno 5 ¥ del antigeno B en
las wveniculas prolifurps

b. inmunelocalizacidn del antigene 5 ¥ del antigeno B en
las protoscalex

c. inmunolocalizacién ron el antisuere anti antigenos
parasitarios mayoritarios

d. econtroeles
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RESULTADDS Maierial paraslrarlo

BTENCION PR ESAMIENTO DEL
TIATERIAL PARASITARIO

Los resultados concernicntes a este ppartado son uwn paso previo para
la realizocion de los ppartados sigueientes, En el material ¥y métodas sola
=g expone la metodalogia pare fa obtencidén de un material pntigénico
que, procesado de.unn u otra forma permite la posteriar obtencidn de
unos resultados. Es por ello, gue para mejor comprenzion, los resulta-
dos de lo obtencidn v procesamicntas del "material parasitario”, son
tratados on el eontexts de los otros apartados,
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RESLULTADOS Caracrerizacikan

ABRBACTERIZACI

MU ENI DE E I oSS

Los componentes proteicos del 1iguido hidatidice se han separedo por

SDE-FPAGE, ¥ 8¢ han earacterizade en funcidn de su paso maolecular.

Los proteinas inmunogénicas de E granulosuws sc han reconocide por
inmuncblot, empleands sucros de pacicntes alfoctos de hidalidesis,
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RESULTADOS Caracivrizacidn

SEPARACION DE LOS COMPONENTES
PROTEICOS DEL LIQUIDO HIDATIDHCO

Lon camponentes proteicos del liquido hidetidico, se han separado por
SDS-FAGE, empleando geles analiticos gl 8 v al 12%, ¥ peles an gradiente
del 5 al 20%.

CONCENTRACIDN PROTEICA OFTIMA PARA SDS-PAGE

L.e riembro simultdneca de una misma muestre de liqguido
hidatidice B diferentes eoncentraciones, ha pormitido estandarizar
la cantidad de proteina gue debe cargarse para conseguir una
miaxima resolucidn con una minime perdida de bandns minorita-
ring :

En los Feles analiticos con capacidad parn diez muestras
ae ptembran 30 pg de proteina tets] por canel, ¥ G ugE en
las geles proparativaos,

En el caso de emplear toda el gel parn sembrar unm anica
muestrn, los geles analiticos se cargan con 500 pg de
proteing total ¥ los preparativos eon 1 mg.

IGENTIFICACION DE LOS COMPONENTES FOLIFEPTIODICDS
DEL I QUINDC HIDATIDICO

L.oa componentes polipeptidicos del ]:fq‘l_;l.idﬂ hidatidicoe se han
identificade en funcidn de su peso molecdalar

TIMNCIONES FROTEICAS Y SDS12AGTE

Las tinciones proteicas de azul coomassie y nitrato de plata (Fig
19 v 20} han permitide la wvisualizacidn de los componentes
polipeptidicos presentes en el Houide hidetidico, ¥ €1 ealcule de
su pese molecular tanta en condiciones reductoras como no
reductoras,

Condici !
Tree lo scparacidén en geles al 8%, los componentes pelipeptidicos,
presentes en diferentes muesatras de ligquido hidatidico, se distri-

L+t



RESULTADOS Caracierizaclon

A B

- 120 '

--.i—ﬁnmﬁ

1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 19. Electroforesis en gel de polincrilamida al 8% 1 ¥ 3: ligquide
hidatidice ovine, 2 y 4: liguido hildatidico humano. A: condiciones no
reductoras ¥ B: condiciones reductoras. Tincién con CBB R-250,

Figura 20. Electroforssls en gel de poliacrilamidas al 8% 1 ¥ 3: liguide
hidatidico ovine, 2 ¥ 4: ligulde hidatidico humnne. A: condicilones no
reductoras ¥ B: condlelonos reductoras. Tincldn con nitrato de plata.



RESLL.TADGOS Caracieriacion

Lbuyen claramente aprupoados ¢n tres csones (Fig 194A ¥ Z20A) gue
reunen las proteinas mayoritarins

Zona de alto pesc molecular (Z1), que comprende bendas
polipeptidicas ¢eorn un PM gue oseils entre 160 v 120 kDa,

Zona intermedia (22}, gue agrupa polipéptidos de PM com-
prendideo entre TD y 50 kD, destavando ung bands mayeg-
ritaria de 60 kDo, ung de 656 v, otre de 55 Do mucho mas
evidente con la tingidn argentica.

Fona de baje peso molecalar (£33, ¢n el que se ancusntran
poliptptidos de PM igual o inferior a 26 ¥Da, loralizada en
el frente de migracion alectroforético cuendo se emplean
geles de poliacrilamidae al 8%.

Paras Ia caracterizacidn de 1a =ona de bhgjo pese molecular (£3) e
precian de geles mas densoa gque permitiesen una mayar resclu-
gion de los componentes polipeptidicos con FM =26 kDa

La separacidn electroforética en geles de poliacrilamida al
12%, a=i como on Feles con pradiente lineal entre ol S v el
207 {Fig 21}, ha permitido diferenciar en la zona de hejo
pezso molecalar (£3) tres componentes polipeptidiece de
24, 16 v 8 kDia,

Condici luct
L.a seperacidn de los componentes polipeptidicos en candicioneos
reductoras, conseruidns mediants ¢f tratamiento de laz mues.
tras con Z-mercaptoetanol (2-Me), evidencia (Fig I9B ¥y 208}
modificaciones notables en el perfil electroforético de fas diferen-
te= zonos previemente referidaz

En la zona de alto peso molecular (Z1), destaeca una dismi-
nucidn en la intensidad de las bondas, ¢ incluze perdida
do gran parte de ellas, siendo capecialmente evidente en
aguellns muestras cuye Z1 erna, en condiciones no
reductoras, menos irntensa.

En la zona intoermediao {(Z2) destoca o desaparicidn de las
bendas de $5 ¥ 56 kl2a ¥ la aparigidn de una banda ma-
yoritarin de 70 kDa ¥ otea méas debil de 55 kDa. En alpoenons
de las muestrns se ¢bhserva comp la banda de €0 kDan
permanece inalterada sin modificar su PM, pers con una
morcoda perdida de intensidad.

15



BRESLULTADOS Caracterizacldn

A B

Figura 21, Electroforesis de liguide hidatidico evine en gel con gradiente del
B-20%. A: condiclones no reductoras ¥ B: condiclones redustoris. Tinelén con
CEB H-250,

Los cambios en la zona de bajo peso molecular (Z3), no pueden
ser detectados cuando se emplean geles al 8%, pero en geles al
12% v geles con gradiente del 5 al 20% se observa como las tres
bandas de bajo peso molecular (24, 16 v 8 kDa) no se modifican
al cambiar las condiciones (Fig 21).

Tan solo comentar el bandeado gue se observa entre Z2 y Z3, mds
evidente con la tincién argéntica, y destacar entre este una
banda especialmente evidente de 37 kDa,

ELUCION Y REDUCCION DE LOS COMPONENTES
POLIPEPTIDNCOS

La elucién de las proteinas presentes en las diferentes zonas de
un gel al 8% procesado en condiciones nativas, ¥ su postorior
reduccién y separacién por SDS-PAGE, ha permitido establecer,
inicialmente, la equivalencia de los diferentes componentes
polipeptidicos en condiciones reductoras v no reductoras.

La zona de alto peso molecular (£1), gue comprende pro-
teinas con PM entre 160 yv 120 kDa, tras el tratamiento
con 2-Me da lugar a dos bandas de 656 ¥ 28 kDa,
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RESULTADOS Caracierizacion

La zona intermedia (Z2), en la que destacan las bandas de
65, 60 ¥ 56 kDa, da lugar, en condiciones reductoras, a
una banda de 70 kDa, una de 37 kDa ¥ a un continuo de
pequenas bandas minoritarias entre ambas.

PERFIL. ELECTROFORETICO DE LA ALBUMINA Y LAS
INMUNOGLOBULINAS

El estudio mediante SDS-PAGE de inmunoglobulinas de conejo
¥ seroalbiimina bovina (Fig 22), en condiciones reductoras ¥ no
roductoras, permitid conocer el perfil electroforético de la frac-
cidn inmunoglobuliniea v la albumina, proteinas gue, proceden-
tes del hospedador, suelen encontrase presentes en el liguido
hidatidico, v enmascarar los componentes parasitarios.

Las inmunoglobulinas, en condiciones no reductoras pre-
sentan pesos moleculares comprendidos entre 160 vy 120
kDa, mientras que en condiciones reductoras dan lugar a
dos bandas de 55 y 28 kDa.

La seroalbiumina bovina, en condiciones reductoras, da
lugar a un miltiple bandeado entre 70 ¥ 30 kDa vy presen-
ta un incremento en el PM de su banda mayeritaria,
pasando de 60 a 70 kDa.

I

—
o

Figura 22 Eloctroforssis en goeles al 8%, 1: seroalbimine bovine y 2 fraccidén

inmunoglobulinica. A: condicionss no reductoras y B: condicioness reductoras.
Tincidn con nitrato de plata.
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FRESULTADOS Caracterizaclon

IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS
INMUNOGENICAS

Le inmunoresctivided de los componcentes polipeptidicos del liguido
hidatidico, s2e ha sstudiade por inmunoblot con sueros de pacientes
afectos de hidatidosis, donantes sanns ¥ pacientes alectos de otras
paragitonis,

INMUSNOREACTIVIDALD CON SURROS DE PACIENTES
AFECTOS DE HIDATIDODSIS

La incubacisn con los 19 sueros de pacientes afectos de hidatidosis
ha permitido evideneigr las proteinas inmunoreactivas presens
tes en el liguide hidatidico.

S¢ han obtenido reacciones positivas con proteinas comprendi-
das er1 un amplio rango de pesos moleculares. La reactividad
chaervads, e ha sido tante sobre el antigeno tratado en eondicio-
nes ne reductoras como en ol tratado en condiciones reductoras,
pero el perfil presenta variaciones en cuanto al PM de las bandas
proteicas reconocidas (Fig 234A v 2301

COMNDICIONIZS NO RENICTORAS

La maoyor reactividad en eondiciones no reductores se ha obteni-
dpo &n lu zona intermedia (Z2), ¥ conoerctamente con las proteinas
de 65 ¥ 56 kDa (Fig 23A), que son reconocidas por la totalidod de
logn suerps etstudiades,

Entre 1a zona de alto pean molecular (Z1} ¥ ls zona intermedia
({Z2) destaca la reactividoad que presenta una proteina de 85 kDa,
la cual no se identificd en peles de peliacrilamida tefides con
pzul Coomasie o nitrato de plata frente a la cual todos los sueros

ealudiades son inmunorcactivas,

En la zona de alto peso molecular (Z21) se observa ana reactivided
dilusa gue no permite diforesciar bandas conecretns,



RESULTADOS Caracterizacidn

Figura 23 A. Pairdn de reactividad del liguide hidatidico ovino en condi-
clones no reductoras. a: sueros de pacientes con hidatidosis y b sueres de
donantes sancs. Proteinas transferidas de geles al 8%.

Figura 23 B. Patrén de renctividad del liguido hidatidice ovine sn condi-
clones reductorans. m: sueros de pacientes con hidatidesis y b: susros de
donantes sanos. Proteinas transferidas de gelos al 8%.



RESULTADOS Caracterizacion

Figura £4. Patrén de reactividad el liguido hidatidico ovine. A: condiclones no
reductoras vy B: condiciones reductoras. a: sucros de pacientes afectos de
hidatidosis ¥ b: sueros de donantes sancé. Proteinas transferldas de geles en
gradiente 5-30%.

Aungue con menor frecuencia, también se evidencia reaccidn en
la zona de bajo peso molecular (£3), asociandose la reactividad al
frente de migracién electroforético cuando se han transferido
proteinas separadas en un gel del 8% y, a las bandas de 24, 16
¥ 8 kDa si se parte de geles al 12% o en gradiente del 5 al 20%
{(Fig 24A). Dicha reactividad se observo en 14 de los 19 sueros
estudiados.

CONDICIONES REDUCTORAS

En condiciones reductoras la mayor reactividad se asocia a la
banda proteica de 37 kDa (Fig 23B), que es reconocida por 18 de
loa 19 sueros estudiados.

En la zona de alto peso molecular (Z1) se observa una reactividad
difusa muy tenue.

La reactividad en la zona de bajo peso molecular (Z3) no difiere
con respecto a las condiciones no reducidas (Fig 238 v Z4B).
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RESLULTADOS Caracierlzacion

INMUNOREACTIVIDAD CON SUEROS DE DONANTES SA-
NOS

La inmunoreactividad observada con los 25 sueros de pacientes
seronegativos escogidos como controles, ha permitido detectar la
existencia de reacciones inespecificas, tanto en condiciones no
reductoras como reductoras, habiéndose mostrado reacciones
positivas con las proteinas de la zona de alto peso molecular (Z1)
(Fig 23A v 23B).

INMUNOREACTIVIDAD CON SUEROS DE PACIENTES AFEC-
TOS DE OTRAS PARASITOSIS

El estudio de los 33 sueros de pacientes afectos de otras parasitosis
(Fig 25) ha permitide comprobar la existencia de reacciones
cruzadas, asociandose tan solo a las bandas de 65 kDa, en con-
diciones no reductoras, ¥ 37 kDa en condiciones reductoras.

85—
65—

12 34 567 8 9 101 12 13 1415

Figura 25, Patrdn de reactividad del liguide hidatidice en condiciones no
reductoras revelads con sueros de paclentes afectos de otras parasitosis. 1:
contrel negative; 2: contrel positive; 3 ¥ 4: Schistosoma spp.; 5,8 ¥ T T\ frichivra; 81 8,
slercoralis; 9 L. loa; 10: T, gondii; 111 L. donovani; 12: E, histolylica; 13: Plasmodium
spp.; M4 E. wermicularis + N. americanus: 16: T, trickivra + A, lumbricoides + N,
americanus + [). perafans,
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REESLULTALRGS Caracrer2actan

Cinco de los 13 suercs estudiesdos de pacientes afectos de
nematodiasis presentaron reactividad eon la banda
polipeptidica de 55 Kia, cstos sueros cotrespondian a: un
enfermo con T, irichifiura, uno con S, sfercorglis, uno con L.,
iog v des con polinematoddi asis.

Mo ee chservo ninpuna reactividoad con log sueros de loa 3
pacientes con infecciones por tremetodos,

Toan aolo un enlfermo con paludizsme, de entre las 17
protozoosiz, presento regotivided con la bande de 55 kDna,

Todes los sueres que presentaren reactividad con la banda
de 65 kDa en condiciones no reducteras, 1o higlieron tam-
bién con 1o de 37 kDo cn condiciones reductoras.
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RESULTADOS Ardlsooros

OBTENCION DE ANTISUEROS POR
INMUNIZACION EXPERIMENTAL EN
CONEJOS

lL.oe antigenos parasitarios meyvoritArics se purificaron por técnicas de
precipitacidn fisice guimica y sus componentoes polipeptidicos se sepa-
raran mediante SDS-PAGE.

For inmunizacion experimental en conejos se obtuvieron antisuverosn
polieapecificoa dingidos contra el liguido hidatidico ¥ contra los antipenas
parasitprios mayoritarios, ¥y antisveros monoespecificas frente al Ap 5
¥ frente al Ag B,



BESLILTAINS Antisueros

PURIFICACION DE LAS FRACCIONLES
ANTIGENICAS

PURIFICACION FISICO QUIMICA DE LOS ANTIGESOS MA-
YORITARIOS

Cunnda £] liguide hidatidice concentrade se dialize contra un
tampdn de baja fucrza ionica la albvimina (feaceidn I permaneoe
an suspensidn ¥ la mayeria del antigeno parapitaria precipita
junto con las inmunoglobulinas. La (raccidén globulinica {fraccidgn
¥I} se elimina por precipitacidén en una solucidn de sulfato de
amonio al 40%, mientras gue log componentes parasitarios per-
maneccen ¢n sclueidn (fracecion III

El rendimicnto de la purificacién on cada une de sus pAasos se
muestra en la tabla >0

LH ovinoe LH humeno
Volumen imieial 7 48]
Proteina Liial 29 my 4.7 my
Fracelén 1 1.2 mp (4T%) 2.0 (46%)
Fruccign 1) .
Fraecidn 11T .5 mg {17%) 1.6 mg {35%)

Tabls X Rendimirole de fe purificncian do los antipenos mayoritarios.

Enla fipgura 2G se muestra el patrin par SDS-PAGE &n pelea con
gradiente del 5 al 209%, de las diferentes fraceiones del liguide
hidatidico humann, en condiciones noe reductoras, obtentdas tras
la purificacicdn,

En 1a fraccion de 1a albiming (raccion I), se cbierva, en
condiciones no reductoras, una banda mayoritaria de pesao
molecular aproximoado de 60 kTra, gue s& poompoara de un
complejo proteico zituado entre 120 ¥ 160 ke y una
handa de 16 kDa {Fip 26,3},



RESLULTADOS Antsueros

Figura 28. SD5-PACE eén condiciones no reductoras de las
diferentes fracciones del liguide hidatidics. 1: antigenc
bruts, ¥ componentes parasitarios ¥ fraccién globulinica
¥y 3 fraceidén de la albdming.

Las proteinas parasitarias mayoritarias (fraccidén III), re-
cuperadas del precipitado, se visualizan en el gel acompa-
fiadas de la fraccidn globulinica (fraccidn II). Por tincidn
con azul Coomassie se observa una zona de alto peso
molecular que comprende proteinas de entre 120 y 160
kDa, una banda de 656 kDa gque se acompana de una banda
minoritaria de 56 kDa, ¥y un complejo de bandas de bajo
peso molecular, estimadas en 32, 24, 16 v 8 kDa (Fig 26.2).
Tras la precipitacién con sulfate de amonio, 8o observa
como practicamente desaparecen las proteinas de 120-160
kDa.
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FEESLI _TADOS Anilsucros

El tratamisnte de las dilerentes fraceiones con 2-Me, suponhe unn
perie de cambios en los PM previos ¥ la aparicidn de nueves
bandas;

En la fraceidn albuminich (freccicn I) se observa, un au-
mento de P en la handa mayoritaria gue paaa de 60 a 7O
kDa v la aparicitn de unas bordas minernitarias de 56 y Z8
kDda. El complejo proteice de 120-160 KIDDE desgparece, ¥ la
bernda de 1€ kDo no s modifica,

En la fraccidn de proteinas parasitarias (froaccidn IIT) se
cbservo, en condiciones reductoras, g perdida de las pro-
teinas de 65 ¥ 56 kDa, ¥ la aparicidn de una banda de 37
kDa, No e chserva meodificacién alpuna cn las proteinas
de 32, 24, 18 v B kDa.



RESULTADOS ARtlsucros

OBTENCION DE ANTISUEROS : CINETICA DE
PRODUCCION DE ANTICUERFOS Y ESTUDIO DE
LA ESFECIFICIDAD

El cantrol de inmunizacién, de loz animales de experimentacidn inocua-
lados cen las diferentes fracciones antigénicas, se realizd semanalmen-
te mediante técniens doe hemaglutinacion indirecta e
inmunoslactroforesis, Ia especiNoidod de los antisueros obtenides se
ecstudio por inmunoblot.

ANTISLERDO ANTI LLIQUNXY BINDATIDICO
Se obluvoe mediante la inoculacidn de conejos con €] sobrenadante
del liquido hidatidieo ovino centrifopade.

FIRMAGT CITINAC IO INTHIRECTA

El estudio cindtice mediante hemaglutinacidn indirecta, revela
titulos supceriores al titulo diagmdstica {37128} a partir de la
serunda scemana de inmunizacién, aumentando progresivamen-
te hasta alecanzar una titulacidn maxima de 1/20.480 en la gexta
¥ sépbimn semana, momente en £ cual ¢l animal es srcrificado.

INAIUNOELECTROFORESTS

Mediante inmunoclectroforesis (Fig 271 se obhservn, en 1o sepun-
du gemann de inmunizecion, la aparicidn de tres boandas de
precipitacidn, una de las cuales, en la tercers semana, presenta
regccidn de identidad con el greo 5 de Capron.

E! ntuimers de bandas de precipitacidn alecanza un médximo de
giete en la gquintan semann, mamento en el gque e dotesta la
proecnicia de un arco de precipitncitn idéntico al deserito por
Oriol pora el Ag B.

En las semanas sigaientes, ¢l namera de bandas ¥y su identidad,

no se rmoedifica.

INAMOUNOBLAT

El patrdn de reactividad observoadoe por inmunobiotl, se mantienc
conslante desde gue e evidencia la produccién de anticuerpos
especificos (Fig 28) en la sepunda semana postinosulncidn.,
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Figura 27, Estudio de la cindtica de produccién de anticuerpos anti liguide

hidatidico, Inmunoslectroforesis. C: contral positive (suero humanao}, & pro-
inmunizncidn, 1-7: semanas postinmunizrcidn.
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Figura 2B. Esiudio do la cindtica de produccién de anticusrpos anti liguido

hidatidico., fnminoblof. A: condiciones no reductorns, B: condiciones reductoras,
: preinmunizacién, 1-T: semanas postinmunizacidn. Geles nl A%
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Cuando se gatudia la reactividad de Ios Aantisveroa sobre les
transferencins de liguide hidetidiea purificado, tratado en condi-
giones no reductoras y separado en geles al 8%, se observe como
reconoce el complejo proteico de 160-120 kD, les bandas proteicas
de 85, 65 » 58 kDa, v cl frente de migracion electrofordtico. Al
trabajar en condiciones reductoras lo maovoer reactividad se ob-
perva con Ja hepnda proteica de 37 kDa, aungque tamhbién son
reconacidas algunas kandas de Blto peso molecular ¥ el frente de
migracion.

La reactividad observadnon conm el frente de migracidn
electrofordtico, aungue ez evidente a partir de la sepunda eema-
na postinoculacian, ne alecanzs su mhxima intensidad hasta 1a
cuarke.

L.a reactividad frente a lo albdimina no puede ser valorada al
emplear como antipeno Woguido hidatidice parcialmente parificoa-
de por precipitacion a baja carga ionicao.

ANTISUERDO ANT! ANTHGIZNOS PARASITARICOS
MAYORITARIOS

Se obtuvo medinnte 1a inocularidn de conejos con loas antipenos
pRrasitarios mayoritarios, purificades del liguide hidatidice
mediante mélodos fisico-quimicos.

INMLNOQELECTROFORIZSIS

En la tercera semana de inmunizacidn soe observo la oporicidn de
un arca de precipitacidn muy débil, que no presentn reaceidn de
identidod con ¢l suero control.

Le produccidn de anticucrpos contra los entigenoes mayoritarias
s¢ hoeco cvidente e¢n la cunria semana, apreciandose a partic de
esta la aparicién de dos arcoz de precipitacidn gque preasgnten
identidod con al areo 5 de Capron ¥ €1 erco del Ag B,



RESULTADOS Antisueros

INMUNOBLOT

La reactividad por inmunoblof se empieza a detectar a partir de
la tercera eemana, aungue &5 a partir de la cuarta cuando esta
ge hace mas evidente v se pueden identificar la totalidad de las
bandas que serdn reconocidas por el antisuero ebtenido (Fig 29).

Empleando antigenos purificados por precipitacién a baja carga
ionica separados en geles al 12% en condiciones no reductoras, el
antisuero reconoceé las bandas proteicas de 65, 56, 32, 24, 16 vy 8
kDa, v en condiciones reductoras las de 37, 24, 16 v 8kDa.

A B

—65
—56

—37
-—32

—24 g

-6 =16

ol Y-8

Figura 29, Estudio de la cindtica de produceién de anticuerpos anti antigenos
parasitirics mayoritarios. fnmunoblof sobre antigeno purificado.Ar condi-
clones no reductoras ¥y B: condiciones reductoras : preinmunizacién, 1-7:
samanas postinmunigncidn.

ANTISUERDO ANTI ANTIGEND 5

Fara la obtencidn de antisueros anti-Ag 5, se inmunizaron cone-
jos con la banda proteica de 65 kDa, recortada de un gel al 129%
en la que se habian separado, en condiciones no reductoras, las
fracciones proteicas del liguido hidatidico.

1l
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HEMAGLUTINACION INDIRECTA
La produccidn de anticuerpos especificos anti-Ag 5, fue préictica-
mente indetectable por hemaglutinacidn indirecta.

Tan solo uno de los dos conejos inmunizados, en la octava sema-
na postinoculacién, dio lugar a titulos iguales al considerado
diagndéstico (1/128).

INMUNOELECTROFORESIS
Por inmunoelectroforesis se wvisualizan, a partir de la ecuarta
semana postinoculacidn, tres arcos de precipitacidon (Fig 30).

De los tres arcos de precipitacién obtenideos, uno presenta reac-
cidn de identidad con el areo 5 de Capron, otro posesa una
morfologia y disposicién idénticas a las del arco de precipitacién
obtenido al enfrentar los antisueros anti-Ag 5 un con suero ovino
(Fig 30), vy en el tercero no se ha podido establecer ninguna
identidad por TEF.

wAg 5

cwAg B

Figura 30, Inmunosloctreforesis de los antisuercs anti Ag 5 ¥ anti Ag B. C:
control positive (anti liquide hidatidice). Ag: antigeno hidatidico. So: susro
ovino.
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INMUNOSL T

Yor inmunoblor, Yos concjos inmunizades eon la banda proteica
de 65 kDa, muestran reactividad can las bandes proteicas da 65,
60 v 66 kDa desde lp segunda-tercern semans peostingeulacién
{variaciones repin el animal que se estudie).

iCuando se eztudia la reactivided sobre antfgenor procesados en
condicienes reductoras, se obhserva gue esta 3 de sparicidon mas
tardia, inicidgndgse on 2 tercere-cuarts semana con el reconasi-
miento de la baneda de 70 kDa, ¥ no completdndose el patrén de
reactivided hasta la quints-sexta semana en Ia gue también s
observa el reconocimiento de una proteing de 50 ke » otra de
37 klia.

ANTISUERO AMNTI ANTIGENO B

Le banda proteica de 16 kDa, separida =i un gel p! 12%, fue
escogida como ihmundgenoe para lo ohtencidén de antisueros fren-
te al Ap B.

HEMAGLUTINACION INIHRECTT A

La inmunizocion de conejos con la banda proteice de 16 kDa, dic
lugar a t{itulos de hemaglutinacidn indirecta positivos a partir de
1t tercera semana postinooulacidn (1/1024), aleansandose un ti-
tulo maxime de 1720,480 en la sexta y séptima semanas.

INMUNOELECTHROMPORESIS

En la tercera semana postinoculacidn, se aprecina la aparicidn de
una bonda de precipitacitn, guc sc manticne en salitariao hasta
de la obteneidn de los antisucros, ¥ que se relaciena con la
deserita para ol antigeno B (Fig 30).

NSN3 T

El reconorimiento de bandas proteicas por inmuncoblor se hice
evidente a partir de la terceras semana postinaculacidn, ¥ tanto
el poatrén de veoctividad come e cinédtica de pparicidn de
anticucrpos eg idéntice cuando e crtudia sobre antigenos trato-
dos en condiciones no reductoras ¥ reductoras.



RESLLTADOS Antlsueros

La primera banda proteica que es reconocida es la de 16 kDa,
aungue posteriormente serdn también reconocidas las bandas de
8, 24 y 32 kDa, destacando la gran reactividad que se evidencia
frente a la banda de 8 kDa al final de la inmunizacién (Fig 31).

o

I |
J; i
-
65— = ™ i
58— ! :
32— ’
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1234 56

Figura 31. Patrén de reactividad por inmunoblof de los
antisuvorces obitenidos, 1: anti antigencs parasitarios, 2 anti
Ag & (purificado), 3: anti Ag B, 4: suero de eonejo no inmuone, 6
control posilive humane ¥ 8: eontrol negative humano.
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PURIFICACION DE LOS ANTISUEROS

El estudio de la especificidad del antisuero obtenido frente al antigeno
5 demostrd, por inmunoblot, el reconocimiento inespecifico de una pro-
teina con el PM y las caracteristicas de la albiimina ademds del Ag 5.
Los anticuerpos inespecificos fueron eliminados del antisuero anti-Ag 5
por cromatografia de afinidad.

SEPARACION DE LA FEACCION INMUNOGLOBULINICA
El fraccionamiento de los sueros de conejo mediante tres preci-
pitaciones consecutivas en sulfato de amonio al 35% consigue
separar la fraccidn inmunoglobulinica, recuperandose en el pre-
cipitado cerca del 75 %% de las inmunoglobulinas de suero.

‘ ‘ d ‘

alb. @B v ¥

Figura 32 Beparaciin de la fraccidn inmunoglobulinica por precipitacién
ocon sulfato de amonio. 1: suere total 2 fraccién iInmunoglebulinicn, Perfil
fotodensitoméirics.

En la figura 32 se¢ muestra, comparativamente, el perfil
fotodensitomdétrico de las diferentes fracciones globulinicas pre-
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RESLIL T ADOS Antlsucros

sentes en el suerc ¥ en el precipitado, después de heber sido
separadas medigntie electroforesia de zone scbre acetato de celu-
loga. La integracidn del perfil denaitométrico ¥ la valoracién
porcentual de les diferentes fracciones, demuestra an marccedo
incremento en el porcentoje de la froccidn grmma glebulfnica
presente en el precipitadoe (5% %) respecto Bl porcentaje proecnte
en el suero total {1E F) incremente que se acempafiia de unn
gran redueeidn en el porcentaje del resto de fracciones, especial-

mente la glbvmina.

CROMA TOGRAFLA DE AFINIDAD

Medigante cromatografin de afinidad se consipuen eliminar del
ntisuero anti-Ag 5 las inmunoglobulinas dirigides contra pro-
tefnos del hospedador, lns cuanles se uhen 8 lo matriz de sefarosa

sensibilizada con suere ovinag,

Tras la ineuvbacidn de la solucidn de inmunoglobulinas totoles
con ol inmunoadsorbente, los inmunoglobulings especificas per-
manecen en solucién ¥ la mayaria de ellas son recuperadas e el
scbrenadante. El resto se recoge por lavados sucesivos del gel
con tompsn PBS-salino.

Tuba 0 4.11% Tubo § 0531 Tubo 18 020G
Tubo 1 1all Tuba 110 0.58% Tuba 19 0,165
Tuba 2 1.4%1 Tuba 11 0.827 Tuka 20 0,134
Tubo 3 1.214 Tube 12 0762 Tubs 21 0.307
Tubo 4 1.159 Tube 13 0656 Tuba 22 G140
Tulo 5 1.061 Tubo 14 0.h41 Tuba 23 0.081
Tubo 6 1.010 Tube 10 0.437 Tubo 24 7,056
Tubo 7 G967 Tubae 16 G.339 Tuba 25 0043
Tubas B 0.947 Tuber 17 0.20% Tubo 26 G.050

Tabln X1, Yalerea de sbheerbencin a8 280 fim de low diferentes alleworas ds]
iy pdtn PBS-aalloe ampleado en &l lavadoe del gel.

[LE X
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En Ja tabla XI pueden verse los valores de absorbancie a 280 nm
obtenidos para 185 diferentes rlicuotges, de tampon PBS-saling,
recogidas durante el lavado de la colummna. Las alicuotas que
praegentan abhsorbancing inferiores 0.500 =on deapreciadne.

Despudés de varios lovados 210 que se dateete 1a sliminacidn de
cantidades significatives de inmuncglobulinas, e procede a la
elucidn de lae inmunoglobulines odsorbidaz dirigidas contra
proteinas del hospedador.

Lae difercntes alicuotas de tampdn obhtenidas, se agrupan, regpas-
tando su orden croncidgica de obtencidn, en base a Ia
cuantificacidn espectrofotométrica de las inmunoglobulinas pre-
sentes !

Faol I Inmunoglobulines del sobrenadante: ez 18 fraceidn
de inmunogicbulinas especificaos que 38 recuapera por
centrifugacién tras la incubacidn del antisuers con el
inmunpadsorbente, Corresponde al tubo Q0 de la tabla XTI,
Poseae una concertracidn de inmunoglobulinas de 1.56 mg/f
ml, siende 1a fraceion mas rico.

FPool 2. Inmunoglobulings del lavedo: agrupe les
inmunoglobulinas gue 3¢ recuperan en las primevas
plicuntas de tampsn PBS.sgling empleado para lavar ¢l
gel de sefarasa. Be corresponde con los tubos 1-9 de la
tobla XI (los tubos 10-15 nto s& incluyen por tener une
concentracidn de inmunoglobulinas excesivamenta baja).
Fosee una concentracidn de inmunoglobulinos de 0.34 mgf
ml.

Paol 3. Aprupa todes aquellas alicuotas de tampdn PBS-
galino gue prescentan absorbanciag inferiores o 0.500.
Abarca desde el tuboe 16 hastp gue se ghfiede el tempén
glicing,

FPoaf 4 Inmunoglobulinas adscrbidas: corresponde a ia

fraccién de inmunoglobulinas eluidas del gel tras la adi-
cidn del tampdn glicing.
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111234 Ce C— 11234 C# C=

Figura 33. Pairdin de inmunoreactividoed por inmunoblod de los diferentes
pools ohlenidos an ln cromatografia de afinldad. A condiclones no reductoras
¥ B: condiciones reducioras. 1: pool 1 {1600 1% pool 1 (17100); 17%: poad 1 {(LE00); 2:
pood 2 {1F10): 3: pood 3; 4: poal 4.

En la figura 33 se muestra el patrdn de inmunoreactividad por
inmunoblot de los diferentes pools obtenidos en la cromategrafia
de afinidad. Destaca la falta de reactividad del pool 3 v Ia
monoespecificidad de las diferentes fracciones inmunoglobulinicas
purificadas (poofs 1 v Z).

La inmunoreactividad de los pools 1 v 2 a8 idéntica ¥ se corres-
ponde con el perfil electroforético deserito para el Ag 5. Ambos
pools incubados sobre antigenos tratados en condiciones no
reductoras, reconocen de una forma clara una banda proteica de
65 kDa v mucho mas débilmente una banda de 656 kDa, mientras
gque en condiciones reductoras reconocen una inica banda de 37
kDa.

La reactividad del pool 4 sobre ¢l antigeno no reducido es muy
gimilar a la anterior, reconociendo una banda proteica de 60-656
kDa, pero en condiciones reductoras reconoce una banda de 70
kDa. Este patrdn de reactividad se corresponde con el del perfil
electroforético descrito previamente para la albamina (II.A . 2.¢.).
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