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Objetivo:

La finalidad de este trabajo de tesis es com-
probar si las proteinas del suero normal de conejo y =
de humano inactivados se adhieren de alguna manera a -
la superficie de Trypanosoma cruzi cultivados en medio
axénico de infusibn de higado-triptosa-suero (LIT), -
como un posible mecanismo para inhibir la respuesta -

inpmune del huesped.

Para poner de manifiesto si las protefnas del
suero, tanto de conejo como de humano, estén fijas a

la superficie de T. cruzi., aln después de varios lava-
dos, se utilizaron anticuerpos frente a estas proteinas
marcados con la enzima peroxidasa, posteriormente en =
cortes finos de los tripanosomas asi tratados se loca-
liza el producto de la enzima por microscopia electrd-
nica.

Se investigd la presencia de gamma-globulinas

en los tripanosomas cultivados en medio LIT-suero de -
conejo y de gamma-globulinas, albimina y alfa 2 macro-

globulina en los tripanosomas cultivados en medio -
LIT-suero humano.



CAPITULO I

GENERALIDADES.

Introduccidn:

La enfermedad de Chagas es causada por la
infeccibdn con Trypanosoma (Schizotripanum) cruzis que
es un flagelado del orden Cinetoplastida. En Africa -
Trypanosoma Trypanosonn brucei causa la enfermedad —-
del suefio. En América la enfermedad de Chazas es un -
gran problema de salud, se encuentra empliamente difun

dida en Sur América, América Central, México y en el
sur de los E. U. de Norteamérica. (1, 2).

Esta enfermedad es con frecuencia letal y
es virtualmente incurable, los agentes quimioterapelti_
¢os no han sido bien estudiados y su efectividad no ha
sido demostrada, pues los estudios in vivo no han si-
do ampliamente probados.

Morfologia y multiplicacidn.

T. cruzi presenta tres formas diferentes -
relacionadas a tres estados de su ciclo evolutivo.

Amastigotes: No tienen flazelo; son orga-
nismos esféricos u ovales de 2 mm de didmetro y es la -
forma multiplicativa intracelular exclusivamente, por -
esta razbfn algunos investigadores lo llaman Sehizotri-

panum cruzi porque de amstigote dintracelular se trans—-

forma a trypomastigote antes de liberarse a la sangre.

Esta forma nunca se encuentra en la sangre. En el gé-
nero Trypanosoma se encuentran tripomastigotes en -

multiplicacibén en la sangre o en la linfa.



Epimastigotes: Tienen un c¢inetoplasto locali-
zado en un plano anterior al nicleo; tienen flagelo y -
una pequeia membrana ondulante, son de unas 20 am de -

largo y representan la forma multiplicativa en el tracto
digestivo del vector y en el cultivo.

Iripomastigotes: Tienen el cinetoplasto lo-
calizado en un plano posterior al ndcleo y un flagelo,

y membrana ondulante, miden 20 mm de largo y representan
la forma no multiplicativa e infectiva. Estos aparecen
en el lumen del recto del reduvido y son infectivos g -
los mamiferos. Los tripomastigotes solo se encuentran-
en el huésped mamifero cuando se estd transmitiendo la
infececién de una célula a otra y cuando se inicia la -
infeccibén en la chinche al ingerir sangre infectada. (3).

Transmisidn:

Las chinches reduvidos del género Triatoma,
comunmente son los transmisores. Las chinches se infee-
tan al ingerir tripomastigotes de la sangre periférica -
de los mamiferos infectados. En el intesfino de la chin
che los microorganismos se multiplican como epimastigotes
después de un perfodo de 15 a 30 dfas se encuentran for—
mas metacfclicas de tripomastigotes en el recto. Estas-
formas infectivas son defecadas y los tripomastigotes —-
inician asi la infeccibn en el huésped, penetrando a -
través de las lesiones que pueden encontrarse en la piel
cerca del lugar donde quedd la defecacibén, o son arrgs -
trados por lus dedos desde el lugar de la defecacién a
otras lesiones o a las membranas mucosas al rascarse.



Multiplicacibn en el huésped mamifero.

Los trivanosomas infectivos provenientes de -
la chinche entran en las c¢élulas y se multiplican como -
amastigotes, la célula infectada se llena por completo de
amastigotes, después se transforma en tripomastigotes, se
rompen la célula y quedan libres para invadir otras célu-
las o ser ingeridas por otra chinche cuando pique a este
huésped infectado y asi{ continuar diseminando la infec—- -
c¢ibén a otros huéspedes.

Curso de la infeccidn y patologia de la enfermedad.

Se puede dividir en cuatro etapas, ya sea en
el hombre o en los animales de experimentacidn:

l.~ Perfodo de incubacién; existe una intensa pro
liferacién de amastigotes infectando células -

vy transforméndose en tripomastigotes que pron-
to llegomn a la circulacibén en donde son detec-

tados. Esta fase dura de una a tres semanas.

2.- Fase aguda; se caracteriza por la aparicién -
del chagoma y hepatoesplenomegzalia. Estas le-
siones se caracterizan por un infiltrado de cé
lulas mononucleares, se incrementa el nimero -
de microorgzanismos en dos a tres semanas y exis
te marcada parasitemia. El tropismo que pre-
sentan los parésitos depende de la cepa y puede
ser a misculo o al sistema reticulo endotelial,
aunque existen también lesiones en visceras —-
comv esbfago, colon y corazdn.

5.~ Forma latente; no hay sintomas clinicos y hay




baja parasitemia, esto es aparentemente por -
la multiplicacibén de los parésitos en varios
brsanos asi como posiblemente la respuesta -
inmune del huésped. Este periodo puede vasar
a un verfiodo crénico de la enfermelad. ILa cu
ra exponténea con eliminacidn del parésito -
nunca ha sido reportada.

4.~ Enfermedad crénica; Se presenta en personas -
con diez afios o mAs de infeccibn. Esta fase-
8e caracteriza por una miocarditis prozresiva

y/o dilatacibn irreversible de visceras. La
lesidn cardiaca se caracteriza por infiltra--
cibn de mononucleares, destruccibdn de miofi-—-
brillas, que segin Texeira y Santos Buch (5)
son debidas a una reaccidn autoinmune por la
presencia de un antfgeno del pardsito que —-
cruza con el miocardio del huésped, ademis -
hay fibrosis intestinal. Los parfsitos son -
extremadamente dificiles de demostrar. El me-
gacolon y el megaesbdfazo se deben a disperis-
talsis por pérdida de las células de ganglios
auténomos y otras causas no identificadas. -

{dy 5)a

Respuesta inmine celular a la enfermedad de Chagas.

Existen algunas evidencias de que durante el -
curso de las infecciones por Trypanosoma cruzi se de—-—

sarrolla una cierta inmunidad, ya sea de tipo celular o
humoral; por ejempnlo, se encuentra que los tejidos dafia
dos presentan reacciones de tipo inflamatorio, lo cual-
hace pensar en la actividad de la inmunidad celular, -
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aunque esto no esti completamente claro. Otros hallaz-
gos han puesto de manifiesto que la inmunidad juega un
papel importante en la enfermedad de Chagas, pues en -
animales que han sido inmunosuprimidos con rayos X, ci-
clofosfamnida (N-N bis (2-cloroetil) tetrahidro-2 H-1,3%,2
oxazofosforina-2-amina=-2o0xido) y corticoides se ha en- =
contrado que aumenta la parasitemia, esto mismo se ha -
encontrado en animales timectomizados y tratados con -
suero antilinfocitico, lo que seflala la importancia del
sistema timo dependiente en el control de esta parasi--
tosis. (6).

Cuando los animales irradiados con rayos X -
e infectados son tratados con neosalvarsin y después se
les administran células linféticas peritoneales de ani-
males que han estado en contacto con el antigeno ya sean
células singénicas o alogénicas se produce un aumento -
en la sobrevida del animal. Estos experimentos sefialan
que la respuesta inmune en esta parasitosis controla la
enfermedad, aungue no es capaz de curarla o eliminarla.

M.

Antigenos.

Al presente no hay ninguna evidencia de que -
exista una variacidn antizénica en T. cruzi comparable
a la de los tripanosomas Africanos v en paludismos; pero
ésto se debe probablemente a que este aspecto no ha si_
do suficientemente estudiado. Se han resportado dife--
rencias antigénicas entre diferentes cepas de I._cruzi -
mediante estudios serolbgicos (8, 9, 10).

En T. brucei se ha encontrado que la super--
ficie contiene una fraccidn antigénica que contiene —-



aproximadamente de 7 X 10° moléculas/pardsito, esta -
fraccién es una glucoproteina que contiene alrrededor
de 600 residuos de aminodcidos y 20 residuos de monosa
ciridos. (11 ).

Inmunidad humoral.

Resistencia especifica. 8Se han encontrado --
t{tulos altos de anticuerpos aglutinantes contra T.cruzi

en el suero de pacientes y en animales con la enfermedad
de Chagas crénica. Estos anticuerpos se han demostrado-
por técnicas de fijacibén de complemento, por inmunofluo-
rescencia directa e indirecta y por técnicas de agluting
cibn indirecta. AdemAs se ha encontrado que en ratones
con infeccidn crénica por tripanosomas se produce una -—-
inmunosupresién para otros antigenos. La inmunosupre- -
sidn se hace mis evidente conforme va aumentando la para
sitemia y la invasién a los tejidos. Adicionalmente - -
ocurre un aumento en la actividad de la fagocitocis. No
ha sido establecido el mecanismo por el cual ocurre esta
inmunosupresién, aunque se habla de que células T.supre-
soras que impiden la expresién de la inmunidad humoral -
para los otros antigenos. ( 12).

Se ha demostrado que la IgM ( 19 8 ) es la pri-
mera inmunoglobulina en aparecer después del contacto —-
con el antigeno de T. cruzi e inmediatamente después se-
producen inmunoglobulinas especificas en IgG del tipo -
( 78), que persisten durante todo el perfodo de la en-
fermedad. PEn las tripanosomiasis Africanas se ha encon-
trado el mismo efecto de aparicién temprana de la IgM -
seguida después de la IgG especifica. (14, 15).



Resistencia inespecifica.

Se ha demostrado la existencia de un mecanis-
mo de resistencia natural a la inoculacidn de tripanoso-
mas en algunas especies como los pollos y sapos. Se ha-
vigto que el suero de pollos es cgpaz de lizar a tripo-
mastigotes in vivo, y después se vibé que también ocurria
esto in vitro. Se observdé que esta lisis es mediada por
la via alterna del complemento, pues cuando éste era in-
activado por tres diferentes métodos, los pollos se tor-
nan sucevtibles a la infeccibn; se encontrd también que
esta lisis es independiente de la accibn del anticuerpo.
( 16 ).

Papel de los anticuervos en la proteccidn.

Actualmente apenas empieza a estudiarse el --
pavel de estos anticuerpos en la resistencia y no se sa-
be mucho al respecto; por ejemplo, se han encontrado an-
ticuerpos en la sangre simulténeamente con parasitemia.
Hay algunos estudios in vitro que sugieren que el suero
inmune en presencia de complemento es capaz de lisar a
las formas tripomastigote de T. cruzi. ( 5, 10, 17, 18 )

Es interesante ademAs lo encontrado en Trypanosoma lewi
si, en el cual se ha demostrado la produccibén de una -
fraccidén antigénica derivada de los productos metabdlicos
de tripanosomas en cultivo en ( LIT ) esta fraccidn se

puede extraer de lisado de tripanosomas y del medio en -
el que se cultivan, es una fraccibn proteica al parecer
compuesta de dos subunidades que Juntas son antigénicas;



los anticuercos producidos contra esta fraccidn (llamada

"ablastindgeno™ ) son capaces de inhibir en cierta medi-

da la reproduccién de los tripanosomas en su etapa de -
epimastigotes ( 21 ). Se ha comprobado que el anti--

cuerpo ( "ablastina™ ) inhibe la reproduccién de los -
tripanosomas in vitro, pues cuando se han cultivado en
presencia de timidina tritiada para medir la incorpora-
cidén de tritio como fndice de reproduccibdn y crecimiento
v son puestos en contacto con la ablastina se inhibe la
reproduccibén, pues se encuentra reducido el indice de -
incorporacibn de tritio al DNA. Se menciona que ésto -
es debido a que el ablastinbgeno es una proteina funcio-
nal de la membrana, posiblemente una proteina de trans—-
porte y el anticuerpo es capaz de inactivarla y en conse
cuencia tambidn la revroduccidn del parésito. (19, 20,
21 3.

Aprovechando esta caracteristica de T. lewisi
de tener un antigeno inmunegénico Deane y Kloetzel in--
tentaron proteger a ratones contra la infeccibén de T. -
cruzi vor la inveccidén previa de dosis miltiples de --
T, lewisi sin encontrar un efecto protector significa--
tivo. E1 ligero efecto protector encontrado se puede -
deber a un estimulo no especifico de la respuesta inmune
del huésved vor medio de la inmunidad celular, que co--
munmente es activado en las infecciones por organismos -
intracelulares ( 3 ); ademés puede contribuir a esta -
menor respuesta a T. cruzi el efecto inmunosupresor -
que se oresenta en la infeccién con T. lewisi, antes --
mencionado. (22).

g Fn un novedoso modelo vara observar los cam-
bios morfélégicos de T. cruzi in vivo se utilizé el mé



-10-

todo de cambios de difusibn, que consiste en implantar
el antizeno en el huésped sin un verdadero contacto -
fisico, poniendo el antigeno en una cémara de filtros
de 0.2 mm de poro (nucleoporefilters) sujetos por -
anillos de lucita, se logra si un medio natural, sin -
que se produzca una infeccibén. Ademés de los cambios
morfoldgicos se ensayd la sensibilizacibdn del huésped
al anti{geno de T. cruzi, pero es de considerarse que
no fué muy buena medida, pues los mismos autores re-—-
conocen que pudieron escapar algunos tripanosomas y -
producir una infeccidn que sensibilizd al huésped y -
no fué en realidad algin antfgeno soluble como se es-
peraba. ( 23 ).

Resistencia a la enfermedad de Chagas mediada por -
células.

Existe evidencia de que hay inmunidad mediada
por células que se han encontrado en pacientes y ani-
males con la enfermedad de Chagas, por ejemplo, se han
reportado reacciones dérminas con extractos de T.cruzi

in vivo e in wvitro, transormacién blastoide e inhibi- -
cibn de la migracibn de macrbéfagos por el factor MIF.

(24, 25).

Frecuentemente se ha encontrado una relacidn
reciproca entre inmunidad mediada por células e inmuni
dad humoral en la que posiblemente la presencia de -
anticuerpos actla inhibiendo la expresién de la inmu-
nidad mediada vpor células, aunque no hay al respecto -
ninguna evidencia experimental. En fin, no se ha de--
mostrado que la inmunidad celular actle en contra de -
la enfermedad de Chagas en forma completamente efectiva,
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solo se cree que actle ayudando a la formacidn de anti -
cuerpos.

Evasidén de la respuesta inmune,

Los anticuerpos contra T. cruzi, ya sea en -
animales de experimentacidén o en el humano actfian como-
anticuerpos liticos en presencia de complemento; pero -
sin embargo, el pardsito sigue reproduciéndose, pues se
encuentra parasitemia y anticuerpos circulantes al mis-
mo tiempo. |

Como posibles mecanismos de defensa de los -
parfésitos frente a la reaccién inmune del huesped se han
postulado:

a).- Defectos en la respuesta inmune del -
huésped que pueden ser devidos a factores genéticos.

b).~- BSe ha reportado la presencia de frac——
ciones antigénicas en el parédsito, parecidas a las del -
grupo sangufneo del huésped humano que no permiten que -
la respuesta inmune se exprese. (24, 25).

¢).~ Innunosupresibén. Se ha demostrado que
prandes cantidades de antigeno producen inmunosupresién,
pero no se conoce el mecanismo exacto de tal inmunosu-
presitn. (32, 13, 22 ).

d).~ La accibn de los macréfagos en la in_
feccién con T._cruzi se ve nulificada en parte por el —-
hecho de que el parésito es capaz de reproducirse dentro
del macrbéfago. ( 24) .



e).— También se ha hablado de wvariacién an-
tizménica que se efectia por un pequefio cambio en la super-
ficie de glucoprotefna y residuos de monosaciridos. (11)

f).- Finalmente se postula el fendmeno de
"enmascaramiento" mediante las protéinas séricas propias
del huésped fijadas de alguna manera a la superficie del -
parésito, lo cual lo hace pasar inadvertido frente a las
células encargadas de la respuesta inmune por lo menos -
en la etapa en la que se encuentran en la circulacién,

( 26).

En apoyo a este Gltimo punto, sobre el recu--
brimiento del pardsito con las proteinas séricas propias
del huésped se encuentra el trabajo de Dwyer y Col, 1976
quienes con T. lewisi obtenido de sangre periférica de -
rata, a pesar de ser lavados varias veces, se vid que -
aglutinaban con sueros anti-albimina, anti IzG y anti-al
fa 2 macroglobulina, asi como con suero anti-rata poli--
valente. Cuando estos tripanosomas fueron tripsinizados
no reaccionaron frente a los sueros antes mencionados; -
pero si se reincuban en suero dilufdo de rataadquirian -
nuevamente el recubrimiento de proteinas séricas y las
propiedades aglutinantes. (27).

En este mismo trabajo se determind por el mé&-
todo de electroforesis de Laurell, que la cantidad de - -
proteina adsorbida constituye en peso al rededor del 5%
de la cantidad total de la proteina de la superficie del
parédsito.

Hasta ahora no se han estudiado estas protef-
nas en la superficie de T, cruzi que tiene un ciclo de -
vida diferente a T. lewisi, vara lo cual se disefiaron -
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experimentos que permiten localizar proteinas en la mem
brana usando anticuerpos acoplados covalentemente a la -
enzima peroxidasa cuyo producto es visible en microsco-

pia electrénica. Esta técnica inmunocenzimitica permite-
localizar con gran presicibén los sitiégs. en donde se en-
cuentra el complejo anticuerpo-peroxidasa.

Empleo de anticuerpos marcados para microscopia electrd-

nica.

Los requerimientos para que una reaccidn enzi
mAtica pueda usarse como marcador acoplada a un anticuer
PO son:

a)e— Que tenga un sustrato soluble que bajo la accibn
de la enzima forme un. producto que polimerice -
Y que esta reaccibén se pueda llevar a cabo a pH
casi neutro para no dafiar demasiado al tegido y
desnaturalizar sus antigenos.

b)e.~ La precipitacién tiene que ser répida, pues de -
no ser asi el precipitado difundird y esto resta
resolucidén en microscofa electréduica.

C)e- La mejor resolucién se logra cuando el producto
precipita exponténeamente y es amorfo.

d).- El precipitado tiene que ser poco soluble o in-
soluble y esto se logra cuando se forman polf--
meros.

El sustrato para la peroxidasa es HyOs lLa
enzima no puede actuar si no tiene un donador de elec—



w14

trones, este donador de electrones es oxidado en el mis-
mo sitio de accién de la enzima y no a distancia de el -
lugar. El donador de electrones, en este caso, es lag ==
diaminobenzidina (DAB), ¥y los dona al peréxido de hi--
drégeno via peroxidasa, entonces la DAB forma un inter-
mediario oxidado que da ripidamente un precipitado amor-
fo que es insoluble y en esta forma puede verse en mi- -
croscopfa de luz.

Cuando se aflade tetraoxido de osmio es redu-
cido y quelatado ridpidamente por este polfmero, apare- -
ciendo ahora como un precipitado negro en el mismo gitio
de la accidén enzimitica, este precipitado es electro -
opaco v se detecta en microscopia electrdnica.
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La coniugacibén de la peroxidasa a la inmunoglo-
bulina se logra mediante anlaces covalentes; en algunos
procedimientos se encuentra el problema de formacibn de
enlaces cruzados con moléculas similares dando por resul
tado polimeros inactivos (ver material y métodos). Es
necesario separar los anticuerpos acoplados a peroxidasa
del resto de la inmunoglobulina y de la peroxidasa libre
mediante filtracidén a través de una columna de Sephadex
G 200. Los anticuerpos acoplados y purificados se prue-
ban para ver si conservan la actividad de anticuerpo por
inmunodifusidn y la actividad de la enzima por la reac—-
cién de DAB (ver métodos).

El empleo de anticuerpos marcados con peroxi-—-
dasa es de gran sensibilidad pues con*holug/ml se obtie-
ne una reaccidn que se detecta perfectamente en micros—-
copfa electrénica; se puede decir que es un micrométodo-
de alta sensibilidad y de gran resolucién en microscopia
electrdnica.

El marcaje con otras enzimas comoc fosfatasa o
acetilcolinesterasa, son también aceptables ya que reunen
las condiciones antes descritas para microscopia elec- -
trénica. El1 marcaje con ferritina no es muy bueno porque
solo una molécula de ferritina seiflala el sitio de reac-
¢cibn, en cambio con la veroxidasa se amplifica muchas ve-
ces el sitio de reaccidn pues la enzima es capaz de ac—-
tuar hasta que se agote el substrato y de esta manera -
depositar una cantidad apreciable del polimero denso a -
los electrones.

* 40 ug/ml de proteina.
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CAPITULO II

METODOS.

Método de cultivo de triygpanosomas.

La cepa (xxiv)+ se mantiene en forma de epimas-
tigotes y algunos trypomastigotes por medio de cultivos
seriados en los medios de LIT-suero (ii,iii,iv.v) que se
mencionan en la seccidn de reactivos quimicos y biolbgi-
cos. El método para el cultivo de tripanosomas es el si
guiente:

Conservacibn de la cepa en LIT-suero fetal. (LIT-sf).

En una botella de cultivo con 10 ml de medio -
LIT=-sf (iv) se inocula 1.0 ml de el mismo medio con -
una suspensibén de microorganismos de 1x102a 6x106, se -
incuban de 27 a 282%C y cada tercer dfa se hace una cuen
ta del nfimero de microorganismos en el medio inoculado.
La cuenta se hace tomando una alfcuota en forma estéril
de 0.1 ml con la que se hace una dilucibén 1:10 con so-
lucibn salina 0.85% formolada al 0.02% y con esta dilu
cibén se hace la cuenta en un aparato contador de parti-
culas (Coulter Counter mod.F Coulter Electronic Inc.).

Con los datos obtenidos se construye una curva
de crecimiento, en donde se puede observar que para es-
ta cepa el tiempo de duplicacidén de los microorganismos
es de 24 hs y se alcanza la fase estacionaria en 8 dias.
(Gréfica 1A.)

Para continuar haciendo subcultivos en el mismo

+
Ver en apéndice la notacidn con letras romanas mindsct
las,.=
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medio ¥y para propagar a los otros medios LIT-suero de co

nejo (LIT-sc), LIL-suero humano (LIP-sh) y LIT-sin sue--
ro (LIT-ss) se utilizan tripanosomas tomados durante el
cusrto dfa de crecimiento, etapa en la cual estan aproxi

nadamente en la mitad de la fase log ¥y su adaptacidén al-
nuevo medio es répida. Cuando se hacen subciltivos estando
en la fase estacionavia,se retarda mds el tiempo de ini--
ciacibn de la fase log en el nuevo subcultivo.

ropagacibn de tripanosomas del medio LIT-sf a los medios
LIP-sc, LIT-sh y LIT-ss.

Los tripanosomas del medio LIT-sf (iv) se siguen cul
tivando de la misma manera ¥ en el mismo medio hasta que
las curvas de crecimiento son aproximadamente idénticas
una tras otra, esta reproducibilidad de las curvas de --
crecimiento se observa a partir del cuarto subcultivo.
La propagacién de los tripanosomas del medio LIT-sf
a los medios LIT-se¢ (ii), LIT-sh (iii) y LIT -ss (iv) --
se hace de la siguiente maneras
Bl octavo subcultivo en LIT-sf en su cuarto dia de
crecimiento con cuenta de IO6‘uo/ml se divide en cuatro
partes iguales en tibos de centrifuga estériles con ta-
pon, se centrifugan a 2I00 rpm durante I5 min a tempera-
tura ambiente, se desecha el sobrenadante y el sedimento
se lava dos veces con solucién salina estéril al 0.85% -
(xiv). Despues del Ultimo lavado se resuspenden en I.0
ml de LIT-ss (v) y son inoculados a botellas de culti-
vo con IO ml de medios LIP-sf (iv), LIP-sc (ii), LIT-sh
(iii) y LIP-ss (v). El inoculo inicial a cada medio es
de aproximadamente 2.5 X I06,uo/m1. TLos medios se incu-
ban a 27 - 28°C y se hacen curvas de crecimiento a cada
uno en la forma antes mencionada y se hacen subcultivos
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cada 6 dias. Las curvas de crecimiento de los tripanoso-

mas en los medios LIT-sf (Gréfica I) LIT-sc (Gréifica 2)

v LIT-sh (Grafica 3) se estabilizaron despues de tres --

subcultivos, la curva de crecimiento en el medio LIT-ss

(Gréfica 4) se estabilizd en el cuarto subcultivo.

Se continud realizando subcultivos en todos los me-

dios hasta el sexto subcultivo que es el que se utilizb
para el experimento.

Cosecha y lavado de tripanosomas de los diferentes medios.

Después de el sexto subcultivo, eu el séptimo dia de
crecimiento,se cosechan los tripanosomas de cada uno de
los medios de la siguiente manera:

I9 Se hace una cuenta total de microorganismos en cada
uno de los cuatro medios.

29 Cada uno de los medios se pone en tubos de centri-
fuga y se centrifuga a 2100 rpm durante 15 min a tempera
tura ambiente; a los sedimentos de tripanosomas de LIT-
sf y LIT~-sc se les agregan 15 ml de amortiguador de cacg
dilato de sodio 0.2 mol/lt (vi), a los tripanosomas de -

los medios LIT-sh y LIT-ss se les agregan 15 ml de PBSG
(ix). Se tapan bien los tubos y se agitan energicamente
durante dos minutos. Se centriiugan nuevamente y el se-

dimento se lava de esta manera cinco veces més.

Con este tipo de lavado se asegura que no queda --—
absolutamente ninguno de los componentes del medio en --
solucidn y que la superficie de los tripanosomas esta --

libre de componentes del medio que no esten perfectamen
te adheridos a ella.

30 3e ajusta la cuenta de cada uno de los sedimentos
de tripanosomas obtenidos de los diferentes medios a 1O9
po/ml,con PBSG (ix) obteniendose:
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Tripanosomas del medio LIT-sf a lO9 no/ml (T-sf)
Tripanosomas del medio LIT-sc a lO9 no/ml (T=sc)
Tripanosomas del medio LIT-sh a lO9 no/ml (P=sh)
Tripanosomas del medio LIT-ss a 107 mo/ml (T-ss)

Fijacién de tripanosomas para microscopia electrbnica.
Tripanosomas de los medios LIT-sf y LIT-sc.

Los tripanosomas T-sf y T-sc¢ se fijan cou una mezcla
1:1 v/v de fijador Karnovsky (vii) (30) en cacodilato de
sodio 0.2 mol/1lt (vi), se deja actuar el fijador durante
30 min a 4°C. Después de transcurrido el tiempo de fija-

cibn se centrifugan y el sedimento se lava con diez veces
su volumen de cacodilato de sodio 0.2 mol/lt tres veces;
despues del ultimo lavado se ajustan a una concentracidn

de 109 uo/ml con amortiguador de cacodilato de sodio y
se conservan en refrigeracidn.

Fijacidén de tripanosomas de los mediog LIT-gh y LIT-ss.

Un volGmen de 1.0 ml de T-gsh lavados, con lO?uo/ml
en PBSG (ix) y 1.0 ml de P-ss lavados, con lOguo/ml en
PB3G se centrifugan a2100 rpm durante 15 min a tempera-
tura ambiente, se lavan con amortiguador de cacodilato de
sodio tres veces, después del dltimo lavado se afiade una
mezcla 1l:1 de fijador Karnovsky y cacodilato de sodio, -
se dejan fijar 30 min a 4°C. Despues de tramscurrida la

fijacibén se lavan tres veces con amortiguador de cacodila-

to de sodio, se ajusta la concentracidn de microorganis-
mos a 109 Y se conservan en refrigeracién.
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GRAFICA 1

Grafica de crecimiento de tripanosoma en
el medio de LIT-sf,

100

U

Parasitos xloeh“

Dias

® Punto de cosecha.



GRAFICA 2

Grafica de crecimiento de tripanosomas en
el medio LIT-sc,
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GRAFICA 3

Grafica de crecimiento de trivanosomas en
el medio LIT-sh.
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GRAFICA 4

Grafica de crecimiento de tripanosomas en
el medio LIT-ss,

100
90

80
0
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Parasitos x |o§m|

Dias

® Punto de cosecha.
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Depués de estos procesos de fijacion se tiene:

T—sf lavados-fijados con 109/uo/ml.
T-sc lavados-fijadoé con 102 mo/ml,
T-sh lavados-fijados con lOg,no/ml.
T-ss lavados-fijadoscean 109 mo/ml.

Tripsinizacién de T-sh lavados.

Se hace una tripsinizacién muy ligera de los -
tripanosomas que se cultivaron en T.IT-sh ya que se sabe
que conservan proteinas del suero humano adheridas a la
superficie (34) con esta tripsinizacidn se elimina es-
ta cubierta de proteinas séricas sin lesionar la membra
na del pardsito. La metodologia es la siguiente: a -
una suspensién de T-sh lavados con 1094uo/ml en PBSG -
preincubada a 372C en bafid de agua, se la agrega un vo-
lumen igual de una solucién de tripsina al 0.5% p/v (x)
en PBSG a 378C (la concentracién final de la enzima es
de 0.25%) se incuban 10 min. a 379C en bafio de agua, -
después de transcurrido el tiempo se pasan a un bafio de
hielo y se le agrega 15 ml de PBSG frio, se centrifugan
a 2100 rpm durante 15 min a 09C, se lavan de esta forma
cuatro veces. Se ajusta la cuenta a log;uo/ml. Se toma
la mitad de esta suspensidn de tripanosomas y se fija -
con una mezcla l:1 de fijador Karnovsky en cacodilato -
de sodio 0.2 mel/litro durante 30 min a 49°C, se lavan-
tres veces con amortiguador de cacodilato de sodio - -
0.2 mol/1t, se ajusta la cuenta a lOg‘uo/ml Y se conser
van en refrigeracibn. A esta suspensiédn asi tratada se
le 1llamé tripanosomas-sh-tripsinizados (P-gh-t ).
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Incubacidn en suero humano diluido de los tripanosomas

T-sh-t y T-ss lavados.

A los tripanosomas (T-sh-t) que fueron -
tripsinizados a los que se supone se les quitd el recu-
brimiento de proteinas séricas y a los tripanosomas T-ss
lavados que no tienen recubrimiento de proteinas séricas,
se les pone en contacto con suero humano para que read- -
quieran su cubierta de proteinas en el caso de T-sh-t ¥
para que los tripanosomas T-ss adquieran dicha cubierta
de proteinas,. La metodologia es la siguiente:

41,0 ml T-sh-t conteniendo 109 mo/ml se le - -
agregan 2.0 ml de suero humano 1:8 en PBSG preincubado a
370C se incuba a 379C durante 30 min. Después de trans—-
currido este tiempo se diluye con 15 ml de PBSG frio, se-
centrifuga a 2100 rpm durante 15 min. a 09C y se repite -
esta operacidn de lavado cuatro veces. El siguiente paso
es fijarlos con solucidén de Karnovsky de igual manera que
las anteriores fracciones tratadas. A esta fraccién se -
1a llams Trypanosomas—sh-recubiertos (T-sh-r).

Con los T-ss que dnicamente se han lavado y aln -
no estédn fijados se hace lo siguiente: por duplicado: -
A 1.0 ml de suspensién de T-ss con 10?2 mo/ml se le agre—-—
gan 2.0 ml de suero humano dilufdo 1:8 con PBSG preincu—-—
bado a 37°C en baiio de agua. Se continua incubando 30 min
a 37°C. Despuéds de transcurrido este tiempo se lavan con
PBSG frio cuatro veces. Después uno de los duplicados se
toma para ser fijado con solucidn de Karnovsky en la for-
ma antes descrita. A esta fraccidn se le llama Trypano-
somas-ss-recubiertos (T-ss~r).
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Tripsinizacién de trypanosomas T-ss-r.

Con la fraccibébn de T-ss-r que no se han -
fijado se procede a tripsinizarla para quitarle una par
te de la cubierta de proteinas séricas que adquirid al-
ser incubada con suero humano; el proceso es el siguien
te: a 1.0 ml de la suspensibén T-ss-r conteniendo - -
109,uo/ml se le agrega 1.0 ml de solucibén de tripsina -
al 0.5% en PBSG (x) a 37°C, se incuba 10 min. a 37°C, -
transcurrido este tiempo se diluve con 15 ml de PBSG
frio y se centrifuga a 2100 rpm durante 15 min. a 0°C,
se lavan de esba manera cuatro veces. Se ajusta la - -
¢ uenta a 109 mo/ml y se £ijé con solucién de Karmovsky
por el método antes descrito. A esta fraccidn se le -
llama Trypanosomas—ss-recubiertos-tripsinizados - -
(P-ss8-1=%).

El resultado de todos estos procesos son -
ocho suspensiones de tripanosomas tratados y fijados -
que son:

T-gsc-lavados-fijadose.

Pe.gf-lavados-fijados.

T-sh-lavados-~fijados.
T-sh-lavados-tripsinizados-fijados.
P~sh-lavados-tripsinizados-incubados en suero-fi
T-gs-lavados-fijados. Jados.
T-gs-lavados-incubados en sh-fijados.

T-ss-lavados-incubados en sh-tripsinizados-fijados.

Todas las suspensiones que han sido fijadas
con solucién de Karnovsky se lavan 2 weces con amortigua

dor de gli¢ima 24 hrs a 49C. Después de transcurrido -
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este tiempo todas las suspensiones de tripanosomas son -
lavadas cuatro veces con amortiguador de cacodilato de -
sodio 0.2 mol/lt y se conservan de esta menra en refri--
geracidn.

El objeto de la incubacién con amortiguador
de glicina es bloquear los grupos aldehido libres del -
glutaraldehido del fijador Karnovsky que pudieran dar —-
posteriormente una fijacidn inespecifica de 1la proteina
del anticuerpo a la superficie de los tripanosomas fija-
dos, como se ilustra en el esquema I.

L ocalizacibén e identificacién de protefnas séricas en 1

superficie de los trivnanosomas.

Demostracién de protefnas séricas en tripanosomas T-sc.

Se partidé de la base de que los trivanosomas
T-sc lavados y fijados que se cultivan en medio de LiT-—se¢
adquieren supuestamente una capa de proteinas séricas -
que conservan aln después de ser lavados en amnortiguador
de cacodilato de sodio 0.2 mol/lt.



ESQUEMA I

NH

anticuerpo membrana de un tripanosoma
fijado con glutaraldehido
de la solucién de -
Karnovsky,en la cual se

encuentra un gpo.aldehide
fijado a la proteina.

fijacibn inespecifica
de el anticuerpo.



Reaccidn de la superficie de el tripanosoma
tratado con amortiguador de Glicina,

+ H-?‘COOH
NH.

superficie del
tripanosoma
fi jado .

grupo aldehido bloqueado por la
Glicina.
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Para demostrar la existencia de dicha cubierta de
proteinas séricas se empled un anticuerpo antigamma-glo-
bulina de conejo marcado con la enzima peroxidasa GAC-
perox (xx). La GAC-perox reaccionari con las moléculas
de gamma-globulina de conejo que se encuentran en la
superficie del tripanosoma T-sc. Despues se hizo reac-

cionar la peroxidasa (marcador de la GAC) con 3,3,DAB,
lo cual produce un compuesto electro opaco que se puede
ver perfectamente en microscopia electrénica ( 3%2,%3 ).

Una representacidn esquemitica serfa la siguiente.

superficie del tripanosoma reaccibdn
con slobulinas de conejo Ag - Ac.
en su superficie.

3,3.DAB.
H,0,

anticuerpo anti gamma

producto de la reaccidn globulina de conejo. <]

enzimdtica enzima peroxidasa. m@
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El procedimieato para demostrar lo anterior

es el siguiente:

lo.- Con los T-sc se hizo la reaccidén con GAC-perox
vara identificar proteinas séricas de conejo. Como con-
trol negativo se hizo reaccionar a T-sf con GAC-perox, -
en donde no debe haber reaccidbn, pues T-sf estén recu- -
biertos de protéina de suero fetal de ternera y GAC-perox
es especifica para gamma-globulina de conejo.

20.~ GComo control de la reaccidn enzimftica para de
mostrar que los tripanosomas no tienen actividad de pero
xidasa por si mismos, se hizo reaccionar T-sc y T-sf con
el sustrato para la enzima peroxidasa H20» ¢on %,3 DAB
( xvi ). Con esto se asegurd que no habfa resultados fal
808 positivos debidos a actividad de peroxidasa inespe--
eifica.

La metodologia fue la siguiente:

Los T-sc y T-sf lavados y fijados, se lavaron 3 ve-
ces con solucibén salina, conservando la concentracidn de
microorganismos a 109,no/m1. Después en cuatro tubos se
agregb:

Tubo 1) 1 ml de T-sc¢ a 37°C més el volumen de solucibn
de GAC-perox (xx ) equivalente a 40 mg/ml de -
proteina

Tubo 2) 1 ml de T-sf a 37°C m&s el volumen de solucidn
de GAC-perox ( xx ) equivalente a 40.ug/ml de-
proteina.

Tubo 3) 1 ml. de T-sc a 37°C,

Tubo 4) 1 ml de T-sf a 370C.

Todos los tubos se incubaron a 37°C en bafio de -
‘agua durante una horsa.
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Después de transcurrido el tiempo de incubacidn, -
se pasaron los tubos a bafio de hielo y se agregaron 15 ml
de solucidn salina fria, se centrifugaron 15 min. a 2100
rom. el sedimento se lavd seis veces con solucidn salina
fria. Desvués de lavados se hizo lo siguiente:

l.- T-sc~GAC-perox a 37°C m&s 1 ml de Hy0,-3,3,DAB ( xvi ).
2.~ P-sf-GAC-perox a 37°C més 1 ml de HyO-3,3,DAB ( xvi ).
3.~ T-sc m&s 1l ml de Hp0p-3%,3%,DAB.
4.- T-sf ms 1 ml de Hy0,-3,3,DAB.

Las mezclas se incubaron a 37°C durante 10 minu-
tos, inmediatamente después se pasaron a un bafio de hielo
v se agregaron 15 ml de amortiguador de cacodilato de so-

dio frio, se centrifugaron 15 minutos a 2100 rom y se lavd
el sedimento seis veces con amortiguador de cacodilato de
sodio 0.2 mol/1%t.

Despuéds del iltimo lavado se agregd al sedimen-
to 2 ml de tetraoxido de osmio ( 0sOy ) al 2% en amor-

tiguador de cacodilato de sodio; se dejé que actuaras el -
fijador durante treinta minutos a 49C, después se centri-
fugbd 15 minutos a 2100 rpm v se lavd el sedimento tres -

veces con alcohol al 70%; vara después ser procesados -
para microscopia electrdénica.

Demostracibén e identificacibn de proteinas séricas en -
T-gsh.,

Con los trypanosomas T-sh que se cultivaron -
en medio LIT-sh lavados y fijados y como se supone que -
aln después de lavados conservan una cubierta de protei-
nas séricas humanas que adquirieron del medio de cultivo;
se procedid a demostrar y a identificar algunas de estas



proteinas que se quieren identificar; estas fueron - -
gamma-globulinas humanas, albdimina y alfapmacroglobulina,
los tres anticuerpos que se emplearon para ello provenian
de conejo.

Después de ocurrida esta reaccién Ag-Ac se - -
procedid a revelarla con el anticuerpo GAC-perox que reacC
cionard con las gamma~globulinas de conejo quese usaron
como primer snticuerpo. Una representacidn esquemitica -
global de las reacciones seria la siguiente:

Ver la siguiente hoja.
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Superficie del tripanosoma

1 7
anti gammaglobulina
ohtenida enl conpso anti globulina de conejo-perox
anti alblumina humana GAC-perox
obtenida en cone;jo <o
anti = mac roglobulina
humana obtenida en conejo

545-DAB

<

H>0p

producto de la reaccidbn
ensimitica

—< gamma globulina humana
o albimina humana
0 =<3 macroglobulina humana
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Bl procedimiento seguido fué:

Lavar con solucibén salina tres veces a los tripanosomas T-sh
v T-ss lavados ¥ fijados,conservando la concentracibn a - -
109/uo/ml. En cuatro tubos de ensayo agregar a cada uno 1 ml.
de T-sh y en un quinto tubo 1 ml. de T-ss a 379C.

Agregar a cada tubo lo siguiente:

19,- anti-gammaglobulina humana (xxi) 40 ng/ml de proteina.
20,.- Anti-gammaglobulina humana (xxi) 40 pg/ml de proteina.
30,- anti-alb@mina humana (xxiii) 40 ng/ml de proteiﬁa.
40, anti—aémacroglobulina humana(xxii) 40 ng/ml de prot.

50,~ anti-gammaglobulina humana (xxi) 40 pg/ml de proteina.

Tncubarlos 60 minutos a 37° C.

Tos tubos se pasaron a bano de hielo y se agregd 15 ml.
de solucibdn salina fria, se centrifugd a 2100 rpm 10 min. ¥
se lava el sedimento seis veces eon gsolucibdn salina fria, -
después se agregd suero anti-gammaglobulina de conejo = = -
(GAC-perox) a todos los tubos; excepto al segundo al cual -
se agzregd GAC simple (xxiv) 40 ug/ml de proteina. Todos los
tubos se incubaron 60 minutos a 37° C.

Se lavan todos los tubos con solucibn salina fria -
geis veces en la misma forma que en el paso anterior. Al -
segundo tubo de el paso antes descrito se agregd el volimen
equivalente a 40 ug/ml de proteina de GAC-perox, se incubd -
60 minutos a 37° C y se lavd seis veces con solucibén salina -
fria.
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Azrerar a todos los tubos 0.5 ml de sustrato
para la enzima vperoxidasa 3,3,DAB-Ho0>( xvi ), incubar
15 min. a 37°C., se lavan inmediatamente seis veces con
amorticuador de cacodilato de sodio 0.2 mol/lt. Después
del 4ltimo lavado se fijan coan 2 ml de tetraoxido de -
osmio al 2% en amortimuador de cacodilato de sodio 0.2
mol/lt (xvii) durante %0 min. a 40C, desvués se lvan -
tres veces con alcohol al 70 % y se conservan en refri
geracidn para ser procesados en microscopia electrbnica.

El proceso de el sesundo tubo se usa COMO —-—
control de especificidad de la GAC-verox. EL tubo 50 -
se usa como control de nesatividad de lg fijiacibén ines-
pecifica de GAC-verox.

Localizacibn e identificacibén de protefnas séricas en .

los trvpanosomas T-sh v T-ss tratados con la enzima

tripsina v con suero humano diluido.

Con los Grypanosomas T-sh y T-ss que se -
trataron coa la enzima y con suero diluido, como se eXx

plicd antes, se procedibé a demostrar que 3e pudo indu-
cir el fenbmeno de fijacibn de oroteinas séricas. Una-
interpretacidn mds detallada se dari més adelante. Bl

proceso se«uido es: vas:il a la siguienie vpigina.



12 T-sh-t 1 ml. +
29 T-sh-t-r 1 ml+
29 T-sh-t-r 1 ml+
49 T-ss-r 1 ml +
528 Tegs=r 1 ml +
69 T—=ss=-r 1 ml +
70 T-ss—-r-t 1 ml+
82 T-ss-r-t 1 ml+

un volumen

equivalente a

2

40 ng/ml. de
proteina de

SUueroe.

anti-gammaglobulina humana
anti.gammaglobulina humana
anti-~albimina humana
anti-gammaglobulina humana
anti-albimina humana
anti—d2macroglobulina humana
anti- gammaglobulina humana
anti- alb@imina humnana

Despues de transcurrido el tiempo de incubacidén se lavaron seis veces con solu-
cién salina fria.Se agregd a todos los tubos el volumen equivalente a 40 ng/ml
de proteina de suero GAC-perox.sSe incubaron a 37°C 60 min y se lavaron seis
veces con solucibdn salina.Despues agregar a todos los tubos 0.5 ml de sustrato
para la enzima peroxidasa (xvi).Incubar a 37°9C durante 15 min.inmediatamente
despues lavar seis veces con amortisuador de cacodilato de sodio 0.2 M,por
Wltimo se post-fijan con 2 ml de tetraoxido de osmio al 2% en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.2 M (xvii)durante 30 min a 4°C . Se lavan tres veces con
alcohol al 70% y se conservan en refrigeracién para ser procesados en microsco-

pia electrbnica.

-LE"
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Procesamiento para microscopia electrénica.

Con el material que se tenia en alcohol graduado
al 70 % y a 49C se siguid primero el proceso de deshidra-
tacibn con alcohol a determinadas concentraciones gradua-
les de la siguiente forma:

Un lavado en alcohol del 80 %.

dos cambios de 15 min. con alcohol del 95 %,

tres cambios de 30 min. con alcohol absoluto,

un czmbio de epon 6:4 con oxido de propileno en pro-
porcidn 1:1 ( xix ) %0 min.,

un cambio de epon 6:4 ( xix ) a temperatura ambiente
durante 24 hrs,

Tncluoir con enon fresco 6:4 en clpsulas de Been, e

incubar en horno de 80-110°C durante 24 hrs.

Los bloques de inclusién fueron cortados en -
un mierdtomo LEB III, los cortes se recogieron en reji-
llas de cobre de 150 mallas para microscopio electrd——

nico. Alzunos cortes se tifieron 15 segundos con solu--
cién de gitrato de plomo, solucibdn de Reynolds, para ha
cer mds fhcil su observacién en microscopio electrdnico.

En la forma que se hace esta tincidén no se -
enmascara la reaccidn de la peroxidasa y no se introdu-
cen artetfactos al corte estudiado.

las observaciones se hicieron en microscopio
electrdnico Jeol, 100 B.



CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION.

Primeramente se dan los resultados obtenidos al
trabaiar con los trivanosomas T-sc v T-sf que fueron -
usados para probar la técnica y obtener algunas couciu-
siones preliminares para proseguir después con el estu-
dio de los trivsnosomas T-sh y T-ss.

Como va se exonlicd en el cavitulo I la presencia
de proteinas séric=zs en la superficie de los trinanoso--
mas se detecta gracias a la reaccién con su anticuerpo -
especifico marczdo con la enzima peroxidasa y con la - -
ayuda de la microscopfa electrbénica. Bn los tripanoso--
mas obtenidos de LIT-s¢, o sea T-sc tralados con gamma -
globulina anticonejo marcada con peroxidasa, ¥ tratada -

con %,% DAB-H50p como se indica en la técuica , se encon
trd presencia de gamma zlobulinas de coanejo en su super-
ficie ( fig. 1y 2 ). Se utilizaron como control: T-sc
incubados con solucidn salina y bLratados con 3%,3-DAB co-
mo control de que la membrana de T-sc no posee actividad
de peroxidasa por si misma, no habiendo actividad de pe-
roxidasa.

En los T-sf también se investizd la posibilidad-
de que tuvieran actividad de peroxidasa en su superfi- -
cie, se trataron con solucibn salina y 3,3-DAB-Hp0D»>de la
misma forma que los T-sc, no habiendo actividad de pero-
xidasa.

Como control de la especificidad de anticuerno-
de GAC-verox se incubaron T-sf tratados con GAC-perox y
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342=-DAB-H30p no hubo reaccidn, lo que indica que el anti-
cuerpo antigamma de conejo no cruza con las gamma-globu—
linas de suero fetal aunque, por otra parie, estén en ba
ja concentracibén, si tiene especificidad v no hay reac-
cién cruzada con otro antigeno. (fiz. 3 ).

En el cuadro sivuiente se resumen los reszualiados:

Tratamiento Froductode [NY de ob-
c/anticuerpo la reaccidn|servacio-
AR S . i 8 iy 5 e St 2 nes >
Neg.| Pos.
o~
T-sc +| GAC-perox L o :« ( + ) o 6
T—sc +| B30l.Salina .E iL | E ( - ). 12 -
T-sf +| Sol.3alina 5 ™ e ° (=) 12 -
T-sf +| GAC-perox © £ ¢ =) 18 0
¥ * [

Con estos datos se demuestra que: 1las protef-
nas de suero ae conejo, vor lo menos la zamma-clobuling
se encuentran en la suverficie de T.cruzi cultivado en -
LIT-sc; que tanto T-sc como T-sf solos no poseen activi-

dad de peroxidasa endbzena en su superficie, por lo cual-
no hay vosibilidud de falsos positivos; el anticuerpo -
GACBerox presenta especificidad v que el trataaiento con
amortiguador de glicina para evitar fijacidn inespec{fi-
ca de proteinas a la superficie del tripanosona es efec-
tivo y no cabe la posibilida=d de que se presenten falsos
positivos a esta causa

Después de saver lo aaterior se prosiguid a -
Cravajar con los tripanosomas T-sh v T-ss.
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En los T-sh se iavestigd la presencia de -
gamma zlobulinas, alblmina y alfa 2 macroglobulina hu-
mana, encontrdndose los resultados de el cuadro IT.

La presencia de gamma globulina, albumina y
alfa 2 macroglobulina en la superficie de T.cruzi - -
T-sh resultd positiva. (fig. 4y 5 ).

Los controles de especificidad y no fija- -

cibn inespecifica, inciso b) y a) respectivamente del -

cuadro II, resultaron negzativos, Lo que indica que hay
especificidad y no hay figacibn inespecifica.
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Tratamiento con 1%
anticuerpo en coneio
©J nia a 5?0 v

28 anticuerpo

=3
|
0

h + antizamma-humana '

+ antialbumina-
humana

T-sh + antialfa-2-macro-

] obulina-humana

CONTROLES

T-ss + antigamma-humana a)

T-sh + antigamma-humana b)

GAC-perox
GAC-perox

GAC-perox

GAC-merox

GAC-simple
+

GAC-perox
60 min 37°

L T

Tratamiento con

60 min a 37° C

1
{
i

» 10 min|

2

Tratamiento con 3%,3-DAB-H,O

}

CUADRO NOIi

N° de
Resultadoi observs
! Pos.| Neg.
+ 21 7
+ 14 4
+ 6 Q
- 0 9
- 0 9




wll B

En los experimentos diseiados pa-
ra ooservar la fijscidn de provefnas a la superficie —-
del tripanosoma T-sh-tripsinizado y T-ss tratados con -
suero humano se encontrd lo siguiente (wer cuadro III).

En los T-sh-t tratados como se indica en el
cuadro III, iaciso 1, se puede apreciar que f218 elimina-
da la cubierta de mamma globulina humana, aunque dnica-
mente se vrobd ésta, se tiene evidencia de gue la trivosi
nizacién elimina completamente la capa protéica ( 27 ).
En los tripanosoias gue se tripsinizaron v luego se rein
cubaron en suero humano T=-sh-t-r, tratados como se indi-
ca en log incisos 2 v 3 del cuadro III, se puede apre— -
clar que son capaces de adquirir nuevamente una cubierta
protéica de albimina, la presencia de gamma globulina no

se pudo detectar, lo cual hace pensar que con la tripsSi--

nizacién pierden la cavacidad de fijar la gamma globulina
© que las condiciones de el método para que la readquie-
ra no fueron satisfactorias.

BEn los trivanosomas cultivados en LIT sin -
suero v luego tratados con suero humano T-ss-r, se encon
tré gue son cavaces de adquirir una cubierta protéica;
se investizd gamma zlobulina, albdmina v alfa 2 macro—-—
rlobulina, encontfandose finicamente a la albdmina, la -
gamma globulina y la alfa 2 macroglobulina no se detec-—

Laron., (fig. 7, 8, 9 ).

Los trivanosomas T-ss-r-t que adquieren cu—-
bierta protéica la pierden al ser tratados con tripzina,
se comorobd ésto investiwando presencia de gamma globu-—

lina y albimina siendo negativas. (fiz. 10 ).



CUADRO N© (i

" T

tratamiento Noobser-vs
anticuervos en conejo Reaccidn| Pos.| Neg,
1) T-sh-t anti gamma-humana - 0 8
2) T-sh-t-r | anti Famma-himansg o - 0 9
ol g &)
3) T-sh~t-r | anti albimina-humana |o KO + 7 1
| o o
A P TR~
4) T-ss-r anti gamma~humana gl & - - 1 i
- O
5) TP-ss-r a1 ti alblimina-humana | 5| § £ ") .g + 21 1
2] £ o ¢
6) T-ss-pr anti smacrozlobulinalo 3 o < Q - 1 7
= humane |0 ¥ o, W0
7) T=ss-r-t | anti camma-humana e 8 - 0 |24
8) T-ss-r-t |anti albimina-humana - 2 10

-—-17-*7-—
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Fige 1y2e Tripanosomas cultivados en LIT con suero de conejo tra
tados con gamma globulina anti conejo acoplada a peroxidasa y ==
tratada con 3,3 DAB-H,0,. Se observa producto de la reaccibn de

peroxidasa (flechas) €n casi toda la superficie de los tripanoso

mas, lo que indica presencia de gamma globulinas de conejo en es
ta superficie. Aumento 9000 X y 12000 X.
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Pige 3. Tripanosomas cultivados en LIT-suero fetal tratados con
GAC-perox y 3,3 DAB-H,0,. No se observa reaccidn, lo cual indica
que la GAC-perox no cruza con las proteinas de suero fetal y que
no hay fijacidn inespecifica del anticuerpo en este sistema.
Aumento 9000 X,.

"ige 4. Tripanosomas cultivados en medio LIT-suero humano trata-
dos anti alblmina en conejo y con GAC-peros 34 3DAB=-H,0,. Se pue=-
de observar producto de la reaccidn de peroxidasa lo qle indica
presencia de albfmina (flechas). Aumento 9000 Y.



Fige 5. Tripanosomas cultivados en medio LIT=-suero humano trata-
dos con antialbfimina humana y con GAC-perox 3,3 DAB-H 08’ El pro
ducto de la reaccidn positiva indica presencia de albgmzna en su
superficie. Aumento 6000 X.

Pige 6. Tripanosomas cultivados en LIT-suero humano, tripsiniza-
dos, reincubados con suero humano, tratados con anti albimina =--
humana en conejo y GAC-perox 3,3 DAB-H 02. Se puede observar gue
despues del tratamiento dado se adquiere nuevamente la cubierta

de protefnas séricas. Aumento 24000 X,



Fig. 7y8. Tripanosomas cultivados en LIT-sin suero, incubados en
suero humano, tratados con anti gamma globulina humana y con an-
t.l alblimina humana respectivamente més mh..«-pemx 3,3 ﬁ:iﬁﬁ*ﬁ O

Se puede apreciar producto de la reaccidn en su wuperflcle J.O -
que indica gue adquieren estas proteinas en su superficie. Aumen
to 12000 X y 24000 X.



Pige 9. Tripsanosomas cultivados en LIT-sin suero, incubades en

suero humano, tratados con anti alfa-2-macroglobulina humana y -
GAC-perox 3,3 DAB-H,0,. Se observa producto de la reaccidn de pe
roxidasa lo que indica presencia de esta proteina en su superfi-
cie. Aumento 12000 X.

Pige 10+ Tripanosomas cultivados en LIT-sin suero, incubados en
suero humano, tripsinizados tratados con anti gamma globulina --
humana y con GAC-perox 3,3 DA%-H?O?. Ho se observa reaccidn lo -
que indica gue el tratamiento con tripsina elimind el recubrimie
ento de proteinas séricas adquiridas durante la incubacibn en ==
suero humano. Aumento 6000 X.
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Discusibdn.

Tos resultados presentados nos permiten conclu-
ir que T.cruzi al igual que I. lewisi ( 27 ) es capaz -
de adquirir una cubierta protéica cuando se cultiva en me
dios axénicos adicionados de suero. En T. lewisi se sa-
be que ademés de esto ocurre in vivo y queda por estu- -
diar si lo mismo ocurre en T. cruzi. La forma en la que
dichos paridsitos adquieren esta cubierta protéica no es-
t4 bien establecida, posiblemente se debe a miltiples --
puentes de hidrézeno entre las protéinas, 6 a diferen- -
cias de carga entre la superficie del tripanosoma y las-
protéinas del medio. Se sabe que la superficie del tri-
panosoma es fuertemente anibnica, por lo cual es posible
que las protéinas con menos carga negativa, o protéinas
con carga positiva se adhieran a su superficie. También
podria ser que tengan receptores para captar las protéi-
nas séricas v estos podrian ser especificos o inespecifi-~
cos a una protéina. Asi pues, sin importar cual sea el-
mecanismo es un hecho que los tripanosomas, aparentemen-—
te en todas sus formas sanguineas adquieren una cubierta
de protéinas séricas, por lo menos las tres que se estu-
diaron.

Haciendo una aprecicidén cuantitativa su distri-
bucibn en la superficie es al azar v la cantidad y fre-
cuencia con la que se encuentran parece que depende de -
la cantidad presente en el suero vy de la naturaleza de -
la protéina, por lo menos parece que asi ocurre con las-
tres protefinas estudiadas.

Ahora se postula que este recubrimiento de pro
teinas séricas provias del huésped sirven a el tripano--
soma como un mecanismo para enmascararse de la respuesta
inmune, esto se postula por el hecho de que se ha obser-
vado parasitemia y presencia de anticuerpos esneciflcos—



simultineamente sin que estos sean efectivos en su to-
talidad, como ya se menciond anteriormente.

Beto hace pensar que el tripanosoma recubierto
de proteinas vasa frente al sistema inmunolbgico como ©
una vparticula propia del huésped vy no seria atacada, sin
embarzo se ha observado lisis de trivomastigotes in vi-
tro en presencia de anticuervos espec{ficos y complemen
to. Posiblemente esto se debe a que tanto in vivo como
in vitro solo son destruidos los que no alcanzan a ad-
quirir esta cublierta protéica o la adguieren en forma -
incompleta ¥ entonces pueden ser reconocidos y lizados;
esta capacidad de adquirir la cubierta de proteinas sé-
ricas es posible que dependa de la morfologfa de el tri
Panosoma.

La posibilidad de que anticuerpos especificos-
se adhieren a la membrana de tripanosoma y no ocurra li
sis, se pueden explicar de la siguiente manera:

19.- Bn general se ha visto que las células nucleg
das no son muy suceptibles a lisis por la accibén de el -
complemento, esta poca sucentibilidad, en este caso, es-
posible que se deba a que los anticuerpos contra tripano
soma no sean del tipo de anticuerpos de la subclase 84
de la IgMo de IgG, que son las que activan al complemnen—
to por la via clésica.

29,- 8i la fijaciéu de proteinas a la membrana -
del parisito es inespecifica, no es eatonces necesario -
que el anticuerpo se adhiera a la superticie del tripa--
nosoma por el ifragmento captador de el autigeuo Fab. y -
que la fraccibu Fc de ese anticuerpo quede bloqueada por
la supertficie de el tripaunosoma, entoinces por inhibicidn
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estérica el complemento no podrd actuar.

Aunados a este mecanismo de resistencia estén
los mencionados en el capitulo I, que son: La inmuno-
supresién, la nulificacién de la accién de macrofagos,
la presencia de fracciones antigénicas comunes y la -
variacidén antigénica que juntos forman un todo para
explicar la forma en que escapan estos parisitos a la
-respuesta inmune,
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CAPITULO IV

RESUMEN Y CONCLUSIONES

RESUMEN.

Se investizd la presencia de protefinas séricas en
la superficie de tripanosomas cultivados en medios de --
LIP-suero de conejo y LIT=suero humano, utilizando anti-

cuerpos anti-gammaglobulina humana, anti-albimina humg—-
na y anti-«2 macroglobulina humana obtenidos en conejo
v anticuerpo anti-gammaglobulina de conejo marcado con

la enzima peroxidasa.

En los tripanosomas cultivados en LIT-suero humano
se investigd alblmina, gammaglobulina y o2 macroglobu-
lina, encontréndose que las tres proteinas estén presen-
tes en su superficie. .

Al tratar de inducie el fendmeno en tripanosomas cul
tivados en medio LIT-sin suero, incupados posteriormente
en suero humano, solamente se detecté alblmina en su su-
perficie.

En tripanosomas cultivados en LIT-suero humano-trip-
sinizados,incubados posteriormente en suero humano, se -
encontrd que solamente adquirfan alblmina en su superfi-
cile. '

CONCLUSIONES.

l12,- Los resultados de esta tesis comprueban
que Trypsnosoma ¢ruzi es capaz de fijar en membrana -—-
proteinas séricas humanas in vitro y se establece la -
posibilidad de que lo mismo ocurra in vivo y que este
fendmeno pueda funcionar como un posible mecanismo de
resistencia a la respuesta inmune, como un fenbmeno de
"enmascaramiento”.
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223,- Esta tecnica inmunoenzimitica permite lo-
calizar con gran precision y especificidad en microsco-
pia electrbénica los sitios donde se encuentra el comple-
jo antigenoc-snticuerpo-peroxidasa.

32,- La elaboracibn y el uso de este anticuer-
po-peroxidasa no tiene mayor dificultad y es por lo tanto
adaptable a aquellas técnicas donde se requieran anti--
cuerpos marcados y puede ser, dependiendo de las condi--
ciones particulares de la técnica, detectable en micros-
copfa de luz o electrdnica. '
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PREPARCION DE REACTIVOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS

ivoe.

Medios de cultivo

Medio de (I.IT)

infuszibn de higado y triptosa.

Infusibén
NaCl . .
KC1 . .
N32HP04.
Dextrosa

de higado-Bacto

L] L] L L *® . L] .

TI‘iDtOSa—DifCO e @ ¢ .
H2O deStilada e e . . °

Se ajusta a pH
a 15 libras de
a 46C.

Hemina:

7.4 con HC1 1 N
presibén y 121°C

liver infusién broth 20 g.

Ll . L4 L d . . Ld

se esteriliza
por 15 min.

e o o 4,0g
o o oo Oub4 g
s s oo B0 g
i s 2.0 E
e o s 9.0 g
e « 1000.ml1.

en autoclave

Se almacena -

Se disuelven 5 mg/ml de hemina en una solucibdn al
5% de trietanolamina y se esteriliza por filtracién en fil
se ariade al medio de LIT a una concentra--
cién final de 0.4 %.

tro Millipore,

Reactivos bioldgicos para medio de cultivo:

Suero normal de conejo inactivado a 5609¢ durante -
50 min. en baiio de agua.
Suero humano normal inactivado a 56°C, 30 min.

Suero fetal de termera inactivado a 56°C, 30 min.

El suero de conejo se obtiene por puncibén car-
tubo de centfifuca, se deja

diaca, la sangre se pasa a un
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en reposo hasta que se forma el codgulo y después se cen-
trifuga a 3000 rpm. durante 15 min. a 4°8. El guero asi -
obtenido es inactivado y esterilizado por filtracibén, se -
guarda en tubos estériles en alicuotas de 2.0 ml a -20°C. -

El suero humano se obtuvo de una mezcla de do-—-
nadores sanos en el Banco Central de Sangre del Centro --

Médico Nacional IMSS, proporcionado por el doctor Rodrf--
guez Movado. Este suero se esterilizé por filtracidn.

El suero fetal de ternera es de BIOCEL, S.A., se
esterilizd por filtracibn

Cada uno de los sueros se aflade al medio LIT a -
manera de tener una concentracidn final del suero respec-
tivo del 10%. Se guardan en botellas estériles, quedando:

ii- Medio LIT suero de conejo al 10% (LIT-sc)

iii- Medio LIT suero humano sl 10% (LIT-sh)

iv- Medio LIT suero fetal de ternera al 10% (LIT-sf)
v- Medio LIT sin suero (LIT-ss)

xxv - Cepa.

La cepa de T.cruzi fué proporcionada por la doc-
tora Cristina C. de Nava, investigador de tiempo completo
del IIBM de la U.N.A.M. Fué aislada en el estado de Chia-
pas por xenodiagndstico de pacientes humanos. La cepa se
mantiene en forma de epimastigotes por medio de cultivos-
seriados en medio de LIT-sf (iv), LIT-sc¢ (ii), LITP-sh -
(iii) y IIT-ss (w).

RIS o

vi- Amortiguador de cacodilato de sodio.

Se prepara una solucidn de cacodilato de sodio -
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0.2 mol/lt en agua. Se conserva en refrigeracion.

Vii—~ Fijador KarnovsXy.

Preparacidn.-~ A 25 ml de sgua bidestilada a =
60 - 709C se agregan 2 g de paraformaldehido, lentamente
y con agitacidn mecénica constante. Si la soluciédn no —-
queda clara se agrega una zota de NaOH 1.0 mol/lt. A la -
solucibn anterior se agregan 5 ml de glutaraldehido al 50%
en azgua y 45 ml de amortiguador le cacodilato de sodio - -
(wvi), se anade 25 ml de agua bidestilada y por Gltimo se -
araden 50 mg de cloruro de calcio.

La solucidén de trabajo se prepara con 1 volumen
de fijador Karnovsky v un volumen de amortiguador de caco-.
dilato de sodio (vi). Se conserva en refrigeracidn y pro-
tegido de la lu:z.

viii- Amortiguador de Glicina.

Preparacidn.- Una solucidn de NaCl 2.0 mol/lt y
NaHCO3 0:2 mol/1lt en 100 ml se agrega a una solucidn de -
glicina 2.0 mol/lt, consérvese en refrigeracién.

ix- Amortiguador de fosfstos-glucosa (PB3G).

Fosfato dijcido de sodio 1.29 mMol/l%
Fosfato dibdsico de sodio 5.4 mMol/lt
Cloruro de sodio 137 mliol/lt
D-glucosa 9.9 mMol/lt. ‘
En 1000 ml de agua, ajustar el pH a 7.45 con HCl O.1 N
6 si es necesario con NaOH 0.1 N.



x- Solucién de tripsina.

Preparacidn.- Preparar una solucién al 0.5% (®/V)
en PB3G (ix), la solucién se filtra por Millipore de - - -
Cest5 mm, v debe prepararse en el momento de usarse.

xi.- Amortiguador de carbonato de sodio ph 9.5

Preparar 1000 ml de carbonato de sodio 0.0l mol/lt
y 1000 ml de bicarbonato de sodio C.0lmol/1t; merzclarlos -
lentamente con agitacién mecénica midiendo continuamente el
pH hasta obtener el requerido.

xii- Amortiguador de fosfatos pH 7.1

Prparar.- 8.7 g de NaCl en 1000 ml de agua, 2.11g
de fosfato dibdsico de sodio en 100 nl y 2.07 g de fosfato
didcido de sodio en 100 ml de agua, mezclar todas las solu-
ciones y ajustar el pH eon HC1 0.1 N.

xiii- Reactivo de Folin-Ciocalteus para cuantificar proteina.

Método de Lowry.

Preparacién - El reactivo "C'" consta de :

Sulfato de cobre pentahidratado al 1% - 0.1 ml.
Tartrato de sodio y potasio al 2% - 0.1 ml.
Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1N - 9.8 ml.

xiv- Solucién salina NaCl al 0.85% en agua.

XV Amortiguador Tris 0.05 mol/lt pH 7.6.

Preparacién.- Disolver en agua la cantidad mece-—
saria de Tris Base ( sigma No T-1503 ) para hacer una solu—
cibén 0.05 mol/lt, se ajusta el PH a 7.6 con HC1 1.0 N.



xvi- Sustrato para la enzima peroxidasa,

Preparacibn.- A 9.9 ml de amortiguador Tris 0.05
mol/lt pH 7.6 se le agregan 5 mg de %,% Diaminobencidina -
(Sigma ) y O.1 ml de HyO,al 0.1%. Este reactivo se prepa-

ra en el momento de usarse.

xvii- Tetraoxido de osmio (Merk art. 245051) al 2% en -
amortiguador de cacodilato de sodio 0.2 M (vi).

xviii~ Alcoholes graduales.

Alcohol etilico absoluto.

Alcohol etflico al 95%.

Alcohol etflico al 80%.

Alcohol etflico al 70%.

Oxido de provileno (Eastmen 2086 ).

xix- Resina de inclusién 6:4

Preparacibén de la resina.- La mezcla A consta de 62
ml de Evon 812. y 100 ml de anhidrido dodeeenil succinico
(DDSA) mezclados perfectamente en un frasco de 200 ml.Con-
servar en refrigeracibn y protegido de la humedad.

Mezcla B.~ En un frasco de 200 ml se depositan 100
nl de Evon 812 y azgregue 89 de anhidrido metil nadico - -
(NMA) mezclar bien y guardar en refrigeracién y protegido
de la humedad.

Resina de inclusibn.- Se prepara mezclando 6 ml de mezcla
A con 4 ml de mezcla B y 0.14 ml de Tri(dimetil aminoetil)
(DiP-%0) como catalisador para la polimerisacibén. Esta es
la resina 6:4 que se prepara en el momento de usarse.



xx- Preparacién de GAC-perox.

10,~ Disolver en un vaso de precipitado de 5 ml, 5.0 mg -
de peroxidasa (Horseradihs Peroxidase type VI.Sigma) en -
1.0 ml de bicarbonato de sodio 0.3 M recién preparado.

22.~ A la solucibén anterior agregar 0.l ml de 2,4 dinitro

fluorobenceno al 1% en alcohol absoluto, se mezclan lenta=—-
mente durante una hora a temperatura ambiente. Si la pero-

xidasa no es pura se puede formar un precipitado que hay -

que eliminar por centrifugacidn.

2%2.- Agregar 1.0 ml de vperiodato de sodio 0.06 M, se mez-
clan lentamente durante 30 min. a temperatura ambiente.

49,- Agregar 1.0 ml de etilen zlicol 0.16 M, se mezclen -
lentamente una hora a temperaturs ambiente.

52,- Dializar la solucidn anterior contra amortiguador de
carbonatos 0.01L M (xi) wun dfa a 4°C con cambios de amorti-
guador cada 8 horas.

62.~ Agregar la solucién equivalente a 5.0 mz de inmuno--
globulina (GAC) (xxiv) a 3.0 ml de la solucién peroxida-
sa-aldehido y mezclar lentamente dos o tres horas eon agi-
tacibn continua a temperatura ambiente.

7%.- Dializar esta solucién contra PBS 0.15 mol/lt pH 7.1
(ix), a 4°C durante un dfa, se puede formar algo de preci--
pitado que hay que eliminar por centrifugacidn.

82.~ Para separar la inmunoglobulina marcada de la no mar-
cada y de la peroxidasa libre, se pasa el dializado anterior
por una columna cromatogrifica de Sephadex G 200 usando como



eluyente PBS 0.15 mol/lt pH7.l a temperatura ambiente ¥y -

controlando el flujo de la columna a 4 gotas/min. 0.2 ml; -
esta columna separa a la mezcla de proteinas por su peso mo
lecular, permitiendo que salgan primero las de mayor peso -
molecular que corresponde a 1a GAC-peroxidasa y en las frac
ciones posteriores saldrfn la GAC libre y la peroxidasa li-
bre que no alcanzaron a acoplarse. ©Se recogen fracciones -
de 3 ml y seleen en espectrofotbmetro a 280 nm la absorcibn
de la protezha en solucibn, usando como blanco PBS 0.15 &= .
mol/1lt vH 7.1 Se grafica absorcidn contra ndmero de frac
eién v se localiza el primer pico, que corresponde a la —-

fraccibn de GAC-peroxidasa. (fréfica 5 ).

Con el procedimiento anterior se debe acoplar del
70 - 90% de la peroxidasa con 1a inmunoglobulina y aproxi--
madamente el 99% de la inmunoglobulina se marca con la pe-
roxidasa sin que se pierda en erado apreciable la activi-
dad de anticuerpo o de enzima.

992,.~ Se hace la determinacién de proteina de las fracecio-
nes concentradas por el método de Lowry (31). Este es un

método rapido para cuantificar proteina formando complejo

con cobre alcalino y determinando la cantidad de complejo

formado con reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck art 9001) .

El M&todo de Lowry se describe a continuacidn:

En tubos de 16 x 150 se pone 1.0 ml de solucibn -
patrén de proteina (albdmina) de manera que quede a con--—
centraciones de 200 mg/ml, 100ag/ml, 50 ag/ml vy 25 ag/ml
respectivamente, en cada tubo; con estos se construird la
curva estandar.

En otro tubo se pone 0.1 ml de la solucidn de pro-
tefna por cuantificar y se le agregan 0.9 ml de solucidén
salina 0.85%.
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A cada tubo se afiaden 4 nl de reaetivo "C" (xiii)

se agitan y se dejan reposar a temperatura ambiente. -
A cada tubo se afiaden 0.4 ml de reactivo de Folin-Cio-

calteu 1:2, se mezclan bien y se deja reposar 30 minu-
tos a temperatura ambiente. Leer en espectrofotémetro
a 600 nm. Graficar D.0. contra concentracidn.

Prueba de actividad de anticuerpo y enzima de la

GAC-peroxidasa.

Una vez cuantificada la proteina correspondiente
a GAC-peroxidasa, se hace un Quchterlony para conocer -
la dilucién a la cual todavia forman bandas.

En el pozo central de la placa de agarosa al 0.8%
(xxv) se coloca suero normal de conejo y en los pozos -
periféricos se ponen diluciones de GAC-perox en amorti-
guador de veronal (xxvi) de la siguiente manera:

1.~ GAC-peroxidasa 1l:1
2.~ GAC—-peroxidasa 1l:2
3.~ GAC-peroxidasa l:4
4 ,~ GAC-peroxidasa 1:8
5.- GAC-peroxidasa 1:16
6.~ GAC-peroxidasa 1l:3%2

Despuds de formadas las bandas se baiia la placa -
con reactivo-substrato para la enzima peroxidasa (xvi) -
con el objeto de comprobar la actividad de peroxidasa 6 -
que si es positiva se torna color café.

Una vez conocida la cantidad de proteina y la mé-
xima dilucidén en que hay formacién de bandas, se puede -
almacenar el anticuerpo marcado a -20°C.
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xxi- Suero anti IgG humans. Behringwerke.

xxii- Suero anti alfa 2 macroglobulina humana. Behring-
werke.

xxiii- Suero anti albimina humana.

xxv- Placas de agarosa.

——

Preparar agarosa al 0.8% con amortiguador de Vero-
nal 0.1 mol/lt en baiio de agua hasta que la solucidn sea
homogénea, se vacia sobre portaobjetos para formar los -
geles.

xxvi- Amortiguador de Veronal.

26.6 g. dietilbarbiturato de sodio.
4,0 g. Acido dietil barbitdrico.
1.0 g azida de sodio
1000 ml. de agua.

Concentracibén final 0.1 mol/lt.
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