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CAPITULO I,

1.~ OBJETIVO.

Aislar la fraccidn antigénicaments nds reaotiva a

partir de difercntes antigenos crudos de cisticercos.

Danostrar que la falta de reactivided en las prue=-
tas serollgicas se debe a la utilisacién de extructos crudos,

El fraoccionamiento de los extractos crudop, propor~-
cionard antigenos con cierta pureza que podrdn ser utilizados
pars ¢l diagnéetico, ya que eonvello me elinipapdn ciertas --
reacciones crugadas (inespecificas) y se obtendrd una mayor -
especificidad en las mismae,



2,~ INIRODUCCION.

La cisticercosis humana, es una parasitosis comin -
en Uéxico ¥y en diferentes partes del mundo donde la miseria e
ignorancia son frecuentes y las condiciones higiénico=panita-
rias deficientes, carscterfistican especialmente trascendentes
en aquellos pafses subdesarrollados, por 1o que este padeci--
miento representa un serio problena médico, veterinario, sani
tario y econdmioo,

La cisticercosis humana es una parasitosis produci-
da por Cysticeroup gellulosge, estado larvario de Zaepja go--
1iug, pardsito de dietritucién cosmopolita que generalmente -
paracits al honmbre, siendo el cerdo el huésped intermediario
babitual, -

La incidencia de parasitismo en cerdos no es paralg
la a la frecuencia de cisticercosis humana segin los estudios
heohos por Biagi (5) y Mazgotti (42), quienes proponen las -
temperaturas de congelacién y la fritura de la carne como me-
dios profildctioos para la destruccién de los cisticercos y =
eliminar esta fuente de infecoidn,

En la actualidad, la cisticerccsis humana es una ep
fermedad importante por la severidad de sus manifestaciones -
clfnicas y por su freouencia en iéxico y en varios paises La-




tinoamericancs asd como en Espafa, India, Pakistén, Polonia, :
‘ Rumania, China, Nueva Guinea y Atrica, donde sce han da'ax_-ro-;
1lado nunordioa trabajos que han_'rgportado diferentes aspec~-
tos del padeoimiento, tanto humano como poreino,

Dobido a que la 1ocr.11za016n del pardsito en el =e=
huéapod [ 1] var:lada. la frecuencia real con que se precenta la
cisticercosis humana se desconoce, ya que el padecimiento pug
de cursar de manera asintométiom y pasar inadvertido cuando -
la ldoanzuidu es en tejido auseuwlar o 1a técnica utilizada
poare el diagnéstico es poco sensible., El diagnbatico etiolégi V
co, en muchos casos, 8610 puede efectunrse quirdrgicamente lo
ocual resulta peligroso para loe pacicntea con oisticercosie -
'oorebral, por 1o que en oocasiones la enformedad soclo es con--
firmada en la autopsia, lo que plantea la necesidad de dispo-~
ner con pruebas serolégicas altamente efiocientes para el diag
néstico,

En un estudio seroepidemiolégico realizado en 1980
por Flisser (18), utilizando la inaunoelectroforesis ccmo ~ -
pn‘xebn en 18,471 sueros del Centro liédico MNacional provenien~
tes de una poblacién clinicamente sana de diferentes Estados
de la Repdblica Mexicana selecoionads al azar observé que ol
1% de la poblacién en general preseata anticuerpos anticisti-
cerco donde el 6% de positividad corresponde a la zona del B




Jdo. Sin embargo, al probar esta téenica en sueroefprovanieg
tes de oisticercosos comprobados encontré que el 40 % de los
‘pacientes no presentan anticuerpos precipituntes, 1o quo ===
vuclve dudosos estos rosultades, (20)

Goldamith y cole. (26) en 1971 utilizando la prueba
de hemaglutinacién indivecta, en el Ecstado de Oaxaca, encone-
traron una frecuecncia de anticuerpos contira Cysticercus gellu
losae del 3.8 ¢,

Ia cisticercosis humana como causa de muerte ha llg
vado a estudios anatomopatolégzicos con reportes de freouonciag
en 1946 COatero'(14) ?eportd un 3.6% de cisticercosia cerebral
" en el Hospital General (SSA), em 1961 Bricefio (9) reporta el
3,54, en 1965 y 1966 Zenteno (73,76) el 3.0%, en 1971 Albores
(2) encuentra en 9,412 autopsias una frecuencia do oisticerco
sis como causa de amuwerte de 1,3%, en 1972 y 1979 Rabiela (53,
54) encuentra el 3.2%, por lo tunto se puede deducir que de -
cadn 100 individuoa que mueren en diferentes instituciones de
salud en México, aproximadamente el 3% es debido a cisticerco
sis cerebral, ‘

En 1944 Robles (56) reporta que la frecuencia de ==
cisticercosis del Sistema Nervioso Central demostrada quirfire
gloamente es del 25%, Lombardo en 1961 encuentra el 355 y en
1900 el 28,3 en 516 intervenciones quirdrgicas en el Hogpi—=



tal General de liéxico (36,38).

Con eatos datos nos damoa una idea sobre la frecuep
cia con que se presenta este padecimiento y la magnitud del -
. problema tanto en salud pdblica como deede el punto de vista
eoonémico, si se toma en conoiderncidn el caso de la oisticer
cosis poreoina,

Ia incidencia de Cysticercys gellulogae on cerdos,
es sefialada por Massotti en 19554 en un estudio realizado en -
diversas ciudades de la Repdblica lexicama, reportando 12,1%
en Ledn, Gto. y wn 0.3% en Villahermoss, Tab, y Tampico, Tams.
(43)3 en 1966 Herndnder (32) realizé una invesiigacién en San
Iuis Potos! detectundo wna inoidencia del 4,6: y en 1977 Co--
rrasco (12), en el Estado de Sonora, obtiene una tasa de pre-
valencia de cimticercosis porcina de 0,54%.

_ En 1980 y 1961, el promedio de cerdos sacrificados
con Cysticerous gellulogze fué del 1.55% en 29 rustros de la
Repiblica Mexicana (1); posiblemente este porcentaje sea nae
yor, ya que en muchos casos la inspeccién sanitaria no llega,
como o8 el camo de las gonas rurales donde 1los cerdos son ==
oriados on granjas familiares aunentando el consumo de carane
paresitada, Carrasco (12) menciona que los cerdos criados a «
aivel industrial no tienen cisticerccois y a nivel donéstico,

en la mayorfa de los camos, el hombre cria a sus cerdos ali—



nenténdolos u bope de desperdicios o de los desechos de lan -
cosechas ¥, que por lo general, los animales no son eonnn’s‘--
dos en locales adecundos dejandolos en liberiad pave alimen~~
targe de otros alimentos inoluyendo el okomonto hano.



o= GENERALIDADES,

La incidencia de teniasis en lléxico varfa deads no
detectable hasta un 4.5¢ (16) do la podlacisn aegdn el drea,
Se adquiere por la ingestidn de carne de cerdo paresitada con
usticercus gellulosag o carne de ree con Gystigerous bovig.
La larva se libera ¥ en la poreidn guperior del intestino de}
gado, donde wive adheridm, me enrolla hacia adelunte y atrds
alcanzando una longitud de 2 & 7 n. en un lapso de 5 & 12 n;-
manae en que svoluciona el pardsito a su fasc adulta,
Al igual que el cerdoe, el hombre pusde adquxrir clg
tiocercosis, pero el hombre ew el Unico huésped que puede alo-
Jar adultos de Jagnia goliug, especie oconocida come "tenia del
oerdo o solitaria® Quo. coao todas las-tenias, estd formada =
por tres resioness
1) BSCOLEX. Generalmente cuadrap
gular de¢ sproximadanmente 1 nz, de
didmetro, tiene 4 ventosas en for
ma de copa de 0.5 mn. de didmetro
¥ wn rostelo ¢ircular que posee -
una dodle corona de ganchos alter

" néadose grandes (160-1804) y pe-
queiios (110-140 ) en nfnero de - .
22 a 32 (15).




2). CUELLO. Regién no segmentada que se encuentra a continua~
cibn del escllex, es corta y de sélo la mitad de ancho de és=
te, en su poroién distal van forudndose los proglétidos por -
un proceso de proliferacién, .
3). ESTROBILO. Estf constitufdo por aproximadamente 1000 proe
&16tidos; los méds cercancs al cuello llamados proglétidos in-
zaduros, son finos y s6lo pressntan los rudinentos de los éx-
ganos genitales en desarrcllo, son més anchoa que largos; ha-
cia la parte media se encuentran los anlllos sexuados' o pro--
glétidos maduros, contienen los Srganos genitales masculinos
¥ femeninos, son casi cuadrangulares; al finel del estrébvilo
se encuentran los proglétidos grividos ouyo purdnguima estd -
ocupado en su mayor parte por el saco uterino repleto de hue-
vos, son mks largos que anchos (15), Estos rroglétidos grivi-
dos terminales (16-20 am,), se separan del estrdébilo y se ex-
pulsan con las heces,




Los huevos eacapan del Utero antes o despubs de que
1os proglétidos se lideren, son de foxma esférica de 31 a 43
de didaetro y color pdlido, Tienen una odpsula gruesa -~
formada por muchos prismas truncados unides entre sf (estriae
cién radial) y, uﬁ provista de una membrana externa delgada
hialina de origen embrionario. Deatro de la odpsula se encuep
tre el exbrién u oncosfera completamente deearrollado que oop
tiene tres pares de ganchos (embtridn hexacanto).

Huevo de Jgepis goliun.

los huevos o los proglétidos grividos son deposita~
dos Junto con lae materias fooalil on 9l suelo ¥ pueden perwp
necer viables por nuchas semanas; al ser ingeridos por el cep
do 0 el hombre y raramente por otros mamffercs (41,44) llegan
al duodeno o yeyuno donde ae desintesra el eabrifforo en 24 a
72 horas, la eclostén de estos huevos solo se produce si os—-
tén en contacto inicialmente oon el jugo géstrico y posteriop
mente con el Jugo intestinal.

Las oncosferas resultantes penstran la pared intes
tinal ayudadas por sus ganchos y secreciones 1fticas hasta al
canzar las venas mesentéricas de donde son transportadas a tg
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do el cuerpo, infiltrdndose, caracterfsticamente, entre los =
nésculos, de 60 a T0 dfas despuée se treneforman on cisticer-
cos, que ¢s el estado larvario,

i

CISTICERCO,

n cistiooroo.}o-\tment- onooido oomo: granillo,
tlassbuate, alfilerillo, zahuats, tomatillo, lodilla, eapo, -
liendrills, graniso o gusano vesiculono de la carne de cerdos
son vesfculas ovoidales casi esférices de aproximsdapente 5 -
ma, de ancho por 8 a 10 ma, de largo, de color blanco lechoso
o rosado, ¢on una pequeila poreién invaginada dentro de la ve-
sfoula que corresponde al eecélex de la futura tenia,

Un pacients puede albergar nés de un adulto aungue
genernluente 8010 existe uno. Los gusancs pueden vivir hasta
25 aflos ¢ nfs y son resistentes-al trataniente, Taspia goliuy
¥ Iaenis saginats pueden infectar a us paciente de 2anera si-
aulténes (15),

Ia carne de cerdo infectada con Cysticercus geliulo
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289 mal coclida o congelada inadecuadamente es la unica fueste

’ pare que el hombre desarrolle el adulto de Taspie solium,

la cisticercosis en el hombre es producida por el =
estado larvario de Taenip goliug, Cystjcerous gellulogas, y -~
se le ha encontrado prdcticaments en todos los Srgancs y t;aj_!_.
dos del ocuerpo husano; pero mfe frecuentexmente en sistema ney
vicso central, tejido celular subcutdneo, ojo y con menor frg
cuszocis en mdsculos, corazén, higado, pulmones y cavidad abdp
minal (15),

Loe mecanienos de trapamisién paras el desarrollo de
la cisticercosis son las siguientess Pigura 1
8). Heteroinfecoién. Ingestién de huevos de Jaenia goliua pre
gentes en alimentos o agua contaninada con materia fecal,
b). Autoinfeccién interna. Se pruonﬁ cuando el peristaltisw
o intestinal estd alterado (antiperistaltimmo) y los huevos
que salen del proglétido grdvido son arrastrados al tubo di--
gentivo slto donde eclosionan, (61)
¢). Autoinfeccibén externa. Se presenta en aquellos individuos
oon .hfbitos higiénicos defiolentes y que alojan el adulto on
ol intestino, eatableciéndose el 0iclo manc-ano-gano~booa,

En los casos anteriores la eclosién de los huevos,
1a nigracidn del embridén y el establecimiento final en Srga-
nos y tejidos, originan la oieticercosis.



FIGURA 1
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En los tejidos, la presencia de ln larva en cregi--
aiento inicia una secuencis tipica de reacciones celulares 1o
calest infiltrucidén de neutr8iilos, eosinéfilos, linfocitos,
ciluias plemméticas y & veces cflulas gigantes, seguidas por
fivrosie y necrosis de la cdpsula, con deeintegracién o oalcl
ficacién eventual de la larva (75),

Durante el perfodo en que la lerva permanece vivae,

» dependiendo de su localizacién, se pueden presentar algunas -
molestins minimas, pero al morir el cisticerco, oocurre la reag
0ién histica a eu alrededor, produciéndose signos y si{ntomas
que varfan segdn su topografia,

En la oisticercosis ooular los sintcmae pueden ser
desde sinples molestias originadas por las sombras producides
por 1a larva frente a la rotiu@. hasta-determinar uveitis, --
iritis, retinitis, atrofia coroidal, conjuntivitis palpebral
o. formacién de quistes en el embudo muscular del ojo (41), Ia
oisticercosis ocular es reportada con regularidsad en paises -
d¢ Buropa Oriental, Iveroamérica y la India, se localiza en =
el humor vitreo y en la cénare anterior, los cisticercos pue=-
den estar invaginados o evaginados y oanbiar constantemente =
de forma, con protusiones y retracoiones periédicas del escé-
lex, .

La cisticercosis cerebrul (SNC) puede accmpafiarse -
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de sintomas tales como meningoencefalitie, meningitis basal y
dos sindromes principales, hipertensién intracraneal y wn oua
dro peiquidtrico de tibo sindrome orgdnicos epilepsia looal,
epilepsia esenoial, hidrocefdlia obetructiva intemmitente, al
teraciones del equilibric y visuales, haata llevar a la muer-
te al paoiente, (37,38,49,50,54,74)

Pueden encontrarse cisticercos grandes ¢ irregulo=—
red que se desarrollan en ventrfculos o en cdpaulas quisticas
superficiales; estas larvas se denominan Cygticercus ragego=e
£up, dedido a las lobulaciones que precentan. la fase sdulta
de esta larva ee decconoce, Biagl en 196t (8), eugiere que é3
ta forma de cisticerco puede provenir de otra especie de te--
nia 0 bien que Q. ragegosup es wn C. M degenerado y
establece diferencias morfolégicas entre estos dos cisticer=-
cos: Cygticepous zmgsmosug, presents uns forma irregular, ca-
rece de escélex, la membrana tiene engrosamientos y estrecha-
‘mientos, presenta lotulaciones y se pueden encontrar vellocie
dades en la superficie exterra; su tamafio va de 5 a 90 um, de
difmetro. Ademée existen diferenciss imaunolégicas entre g. -
eoemosug y O gellujosae.

Sin embargo, la cieticercosis humapa tanbién tiene

como agente causal al Syptioercus regemosus (72).
El disgnéstico etiolégico adlo se establece al lle~
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varse & cabo la extirpaciln de la larva y su examen al microg
copio.

Se conocen casos en los que la extirpacién quirdrgi
ca’de uno o mds cisticercos encapsulados en ‘sistema nervioso
central determind una regresidn completa y permaneante de los
sintomas,

La larva puede ser tnica o m&ltiple y me han encon-
trado casos con varias decenas de pardsitos.

La presencia de cisticercos en tejidoe celular suboy
téneo o en misculo, debe hacer sospechar fitmenmente la posibi
11dad de lesiones cercbrales.

Ios métodos radiolégicos y 1a tomografia axial com-
putada han abierto una grap posibilidad ez el campo dimgnbeti
co de esta parasitosis, para la loceldzacién de loa aimos, =
especialmente en 108 del siatezs n‘rvion central,

"Actualmente la utilizacién de métodos inmunolégicos
tienen uns indicacién definitiva, espscialmente en el diagnég
t100 de la cisticercosis cersbrel, a pesar de que estos aétoe
dos nc han tenido avances importantes en los @ltimos aflos,

.- Bxiaten experiencias donde se reportan las ventajas
¥ deaventajas de los métodos de inmunodimgnéetico, inicisdos
por Fieto en 1948 (48), y seguidas por otros investigadores,
(7,34,58); entre las téonicas expleadas se ocuentan las de in-
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muxfopracipitaoidn en tubo (6) y en agar por el nétodo de Cuch
terlony (7,19,46,51,52); innunoelectroforesis (19,20,21,46);
contrainmuncelectroforesis (€7); hemaglutinacién indirecta (7,
26428,50,51,52,69); aglutinacibn con ldtex y bentonita (3,27)
inmunofluorescencie (55) y mds recientezente EL:S:{ {4),

Rospecto sl trataniento, ee han realizado varios eg
tudios con diferentes drogas antiparasitarias, las cucles es-
tén siendo evaluadas en la actualidad,

Son varios los trebajos reportados con diferentes -
drogas pare el trataziento de la cisticercosis cerebrnl, en -
1959 Gamboa utilisé la Prednisolona (24) y en 1360 (25) lob -
corticoesteroides, en 1974 (29) Gonzflez y cols, usaron Metri
fonato, Skroons en 1977 (63) usé rediondolidos, en 1961 Botoew
o (10) 7 BSotelo en 1964 (66) utilizaron Pragiquantel y Lome
bardo en 1981 (36) Fluobendagole, los rasultaldos son alentadg
Te8, pero el punto ads importante en ol tratanisnto famacolf
g€ico de la cisticercosis ceredral es definir la indicacidn --

precisa de eatos nuevos medicamentos,
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4.- INIUNIDAD A LA CISTICERCOSIS,

El mecaniano de inmunidad de los pardeitos es owy -
complejo y poseen mdltiples antigencs inductores de respuesta
inmunolégica tanto humoral como celular,

Debido a esta complejidad antigénica es posible en-
contrar en un mismo huésped inmunoglobulinas que participan =
en la protecoidn inmune e inmunoglobulinas ouya actividad se
1ioita a intervenir en las pruebas seroldgicas sin que confis
ran proteccifn al buésped, ocasionando reacciones crusadae ©
inespecifioas oomo en el caso do nenftodos, céstodos y iremé-
todos que comparten ant{genos comunes; alguwas ingunoglobuliem
nas participan en fenlmenos de hipersensidilidad bumoral y cg
lular que oconstituyen un mecanismo de dafio, haciendo que la -
snfermedad pueda resultar de la regpussta inaune frente a log
miltiples determinantes antigénioon, ein ewbargo, es diffoil
distinguir que inmunoglobulinas inducen respuesta humoral y =
celular, cufles dan proteccién o causan daio sl huésped y cuf
les poseen escaso o nulo significudo clinico, pero que son ip
portantes en el diagndstico de las parasitosic, sin determi--
nar 108 mecaniamos con que se desarrollan eutaﬁ Tespuentas,

ilgunas de estas sustancias antigénicas nunca indu-
cen la produccibp de antiouerpos en infeociones naturales poy

*
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que no oo ponen en contacto directo con el siptema inmune del
huésped, pero estdn presentes en loe extraotos antigénicos ob
tenidos del pardeito. (64,65,70)

’ Ia respuccta innunitarie a loa céstodos tiene dos -
modalidadess a) las tenias que habitan en la luc intestinal -
con un alnimo contacto tisular, al parecer ea una infeccidp =
poco inmunbgena ¥ b) el estado larvario aue se enguista en ~-
los tejidos, con un contacto tiswlar {ntimo y continuo, indu-
ce una fuerte recpuesta insunégena del hudaped.

Lla ureaﬁoidn con céstodon adultos por lo general
no amenmga la vida del hombrs, elo cuando éste actia cono ==
budsped intemediario no natural, oomo suceds, eatre otros, =
on la ciaticercosis, que s uns parasitosis de residencis ti-
sular e la gue es precimo pensar -u-i. participacién de proe
cesos innunollgicos tanto bumoreles como celulares.

Durante su ciclo de vida lomz helamintos precentan 3}
ferentes fases de dosarrollo o eatadfos morfolégicos con una
sntructura antigénica pareial o totalmente difexents produs-e
ciendo un conmtante camdio de poder antigénico, lo que obliga
a utilisar ﬁnn fases de desarrollo pera caracterizar 1los =
ant{genos funcionalea y la respuesta inmune, estos antigencs
pueden ser copponentes somfticos o productos de las exoreoio~

nea y sscreciones; algunce de estos antigencs son muy especi-
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ficos del pardsito y otros comparten determinantes antigéni--
cos que dan lugar a reacciones cruzadas con distintos pardsi-
toa.

Los ontigenos de las excreciones.y secreciones son
particularmente importantes, ya que ge producen ouando el paw
rédaito se encuentra vivo, estén constitufdos por productos ip
tomediarios del metabolisao o de otros productos secretoriom,

los antigencs lomAticoo aon componentes morfoldgi--
¢os que fupcionan en condicionea naturales, principalmente -
ouando el parésito reside en los tejidos, loa nde accasidles
al sistema inzune estdn representados por proteinas y polisa-
cfridos constitutivos de la membrana o pared vesicular en los
estados larvales; la sensibdilimacién tiene lugar principalmeg
te en la fase de migreacién tisular del estado larvario y en =
algunos 0asos por eatas larvas en migracién que mueren en el
qu de diferentes érgancs o en teojido muscular, aunque
tandién participan en la inducoién de la respuesta irnmune las
protefnas y polisacdridos del buésped,

. sistema inaune, diffoilmente puede reaccicnar --.
¢on los compoaentes sondticos del pardsito, cxoopfo cuando 6g
te ha muerdo, en estas ocasiones 80lo es posible detectar in-
munoglobulinas inducidas por antigenos de excreciones y seorg
cliones, en el caso de C. ggllulosas se debs a que carece de -
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tubo digestivo y eu nutricidén y procesos metabblicos los rea-
liza a base de intercambio constante a través de la membrana
o pared vesloular, dando lugar a diferentes productos con ace
tividad antigéniea,

Recientenente, los avances en los procedos inmunol§
‘GIOOI. permiten comprender ol mecanismo de respuesta contra -
la estructura antigénica de los helmintos, que tienen diver-- -
sas caracteristicas, ademéds de su capacidad para adaptarse al
huésped, que en ocnaioael; es la responsable de que no se de=
teote ningun tipo de inmunidad,

la detecciln de la respuesta inaune tanto humoral -
oomo celular noe permite establecer, en algunos casos, sl la
infeccidn se encuentra en wsu perfodo inicial de invasién o my
gracién tisular ¢ indicarnos el el pﬁuto oot vivo 0 en ~~
proceso de degeneracidn.

Ia inaunidad humoral esta representada por la pro-—
duccifn de anticusrpos en el hubnped infectado, 1o que impli=
oa la poeibilidad de diagnosticar la pm-itoi:l.a al detectar—
1os o inoluso cuantificarlos en suerc o liquido cefalo raqui-
deo por diferentes métodos inmunolégicos, sin enbargo, su au=-
sencia no significa que el individuo se encuentre libre del -
pardeito pues 1la respuesta inmune humoral pudo haber sido fuw

. gen 0 de baja magnitud, ademds de que en muchas pruebas sero-
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16gicas una jnroporcibn conaiderable de sueros de pacientes ~--
con cloticercoais no dan reaccidn positiva, lo que indica que
_una'fracoién de pacientes cisticercosos no producea anticuer=
pos anticisticerco, debido poaiblemente a una inmunosupresidn
producida por el pardsito o a que el antfgeno es incapas de =
atravezar 1a barrera hematosncerflica. (64,65,70)

La respucsta de antiouerpoe en pacientes oi-tieercg
208 no 08 homogénea, en inmunoelectrofuresis oe han reconooi-
do hasta 0oho sistemas antigeno-anticuerpo diferentes denomi~
nados B,A,E,C,D,G,H ¥ P} doade un 77> de sueros positivos re-
conocen varias coambinaciones de wuno, dos o tres de estos sis~
temas y un 845 tiene anticuerpos frente al antigeno B, siendo
1a respuesta menos heterogénea en los suercs de cerdos infec~
tados. (19,22)

Como el antfgeno B es el coaponente que con mayor =
frecuencia reconocen los pacientes con anticuerpos anticisti-
cerco, ce ha intentado su caracterizacién inmunoldgica, bio==
quinica y fieloldgica; los resultados indican que tiene wn pg
80 molecular de 100,000 daltons, un punto isoeldetrico de 8.6,
o8 soluble en &cido acético Q.5 mol/litre y se polimerisa en
forua de gel; en cuanto a su fisiologla se muestra que es un
antigeno que se adbiere a tejido oonectivo, tunto de humanos

coto de cerdos parasitados; es adsorbido por colégena bumana
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¥y _aglutina a 108 eritrocitos hwnanos nomalee, Estos hallcaze-
gos sugieren la posibilidad de que sea una proteina con caragc
teristicas de fibronectina y puede representar un mocaniamo =
de svaoién inaunolégica de . gellulosag, consistente en la =
desviacién de anticuerpos anti~B hacia el tejido conectivo ~=
del huésped, (21)

las principales clases de inmunoglobulinas detecta-
bles que inducen log antigenos de C, gellulogae son IgG segui .
das de Igl y por dltimo IgE, uno de ellos (antigeno H)} induce
Ig® principanlmente. Lsto ha 8ido determinado mediante el uso
de anticuerpos antiinmunoglobulinas humanas, marcadas cop ==«
fluoresceina, sobre preparaciones de inmunoelectroforssis en
los sisteass anti{geno-antiouerpo de antigenos de s m—
§88 con loa suercs de pacientes. (22)-

Ia inmunidad celular en la oclstiocercosis puede pre=
sentar fenémencs de hipersensibilidad celular, aunque lo habi
tual es que aparezocan fenémenos inaunopatolégicos mediados -~
por inmunoglobulinas, esiendo comdn observar fenémenos de ans-
filaxia cutédnea loczl, fendmeno de Arthus, urticaria generall
sadn ¢ incluso cagsos de choque anafildctico. (67)

El anflisis histolégico de la reaccién frente a C,
gellulosae, indiea la presencia de un prooceso inflamatorio --
que puede variar de discreto a intenso, depondiendo de la vig
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bilidad del eisticerco. Cuando el cisticerco est4 vivo, se en
cuentra rodeado de wn infjltrado celular formado por algunos
linfocitos, células plasmiticas, macréfagos y eosinéfilos, ==
mientras que en la periferia de los cisticercas muertos ee od
serva un gran ndzero de linfoeitos, células plasmfticas, o08lu
las gigantes multinucleadas, leucocitos polimorfonucleares y
eosindfilon, indicando esto la presencia de un infiltradoe oce-
lular inflamatorio agudo, En ambos casos el infiltrado celu==
lar se encuentira rodeado de tejido conectivo fibroso. (21,64)

la cisticercosis humana se puede presentar en dife-
rentes tojidos al azar, siendo las localizaciones mds!frecuog
tes en globo ocular, parénquima cerebral o en cavidades ven--
trioulares, observdndose que, en tanto el pardsito esta vivo
las molestias aparentemente son sfninas §y on la mayoria de. =~
los casos s8lo se presentan cuando el pardsito actds mecanicp
mente sobre pares ¢raneales, en zoras importauntes del par‘n--
quima cerebral o bien cunndo obstruye el flujo de LCR, por el
contrario, cuundo el pardsito ha muerto y se encuentra en de=
sintegracién el oumdro olinico eo més severo, esto es debido
& que la puerte del pardsito fnduce grave"a reacciones histiee
cas, determinadas por la presencia del fenfmeno de Arthus, ca
recterizado por vasculitis que conduce a meningitis basal de
tipo orénico, que es el cuadro terminal més comdn. (22)
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C.PITULO II,
WATERIAL Y LIETCDOS

DLAGRANA,

Obtencién de carne de cerdo
parasitoda con C. cellulosae

—

k)

Preparacién de ant{genos.
ASC Ag Sondtico Completo,
ASI Ag Somdtico Incompleto.
AES Ag Excreclones y Secreciones.
AFV Ag Fluido Vesicular,
AXX Ag Escblex.

Deterniracién Quimioca. Homogenar cisticercos

01, 1 . completos,
P{tulo de anticuerpos por l
Hemaglutinacién Indirecta y

oonportamiento en Inmunopre uema de Inmunizacidp,
eipitagitn de Jog ontizenos-

Precipitacién de ssrotolnaa Detorninar la actividad
con (IH,),80, Imunoihioa. Inmunided
Hugorad.

agidn de protefnas.

T{tulo de anticuerpos nor Titulacién por Hemagluti-
Hemuglutinacién Indirecta y nacién Indirecta y activ

coaportaniento en Inmunopre dad ep Inmunoprecipitacidn
cipitacién de nreoipitados, :

Fracoionamiento en columna
V o

Determinacibn de protefnas. Obtongidn de suerces
T{tulo de antiouorpsa por

Hemaglutinacién Indirecta y
conporiamiente en Inmunopr
e:lpitacién de fracciones o}

fanidas,

L_. RESULTADOS,:  quaerd
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2,- OBTENCICN DE ANTIGENOS,

2.1 Extraceién quirdrgica de Cystigercus cellulosae de carne
de cerdo parasitada,
Laterials
Pipetas de 1 ml,
Equipo de diseccién
Vasos de precipitados de 250 ml,
lYatraz Erlenmeyer de 250 ml,
Reactivost
Solucién salina estéril al 0.85%
8olucién estéril de antibvidtiooe (Entregtonioina/

Penicilina)
Agua destilada estéril.
Métodos
Ia extraccién quirdrgica de Cysticercus cellulogae
se efectdo a partir de carne de cerdo infectada, la ocual fué
proporcionada por el Rastro ABC de Los Reyes, Estado de léxi
00, '
1,= Con ayuda de pinzas y bisturf, extraer cuidsdosamente los
cisticercos, evitando romper la ofpsula, depositarlos en
vason de precipitados conteniendo solucién salina estéril
0.85%, oeparando los cisticercos completos e incompletos.
2,~ Efectuar el lavadoe con varios cambios de agua destilada -
eatéril, con el fin de desechar particulas no perteneciep
tes al oistioceroo,
3.= Transferirlos ocuidadogamente, wno por wno, 8 un vaso de =
precipitados de 250 ml, oconteniendo solucién salina esté-
ril al 0.8% y prossguir el lavado con varios cambios de
la solucidn.
4,~ Colocar los cinticercos en un vaso de procipitados conte-
niendo solucién de antibiéticos estéril y dejarlos repo--
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sar 1 hora con el fin de desengrasarlon y evitar una cop

] taminacién,

S~ En condiciones de emterilidad, deponitar lcs cisticercos
unc 8 uno en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. estéril y -
agregar por cadu cisticerco 0.1 ml. de solucifn salina -
eatéril 0,85%.

6.~ Refrigezar a 400, (40)

2,2 Elaboracién de ant{genocs,

Obtencién de Antigeno de Excreciones y Secreciocnes (AZE3)
Eateriolt
Pipetas de 1 21, .
Metyag Irlenneyer des 125 ml, eetéril
Bafio laria a 37°C,
Prascos viales estériles de 5 ml, .
Reactivoss )
Solucidn salina estéril al 0,857
Wétodos
1.= Colocar los cimticercos perfectanente linpios y completes
en un matras Erlenneyer de 125 ml, estéril.
2.~ Agregar soluoifn salina estéril al 0.85%, 0.1 ml. por ca=
da cisticerco,
3.= Incubar a J7%C durante 22 horas,
4,~ Al magenar 1a solucidn as{ obtenide en alfcuotas de 1 ml,
on fraacos viales estériles y congelny para eu uso poste~
rior. (40)

Obtencilén de Antfgeno de Flufdo vesioular (AFV).
Materialt
Pipetas do 2 al,



Cajas de paetri esiériles.
Pipzus y agujas de diseccidn.
Hechero,
Prascos viales estériles de 2 ml,
CQntnMa
Tubos para centrifvga estériles.
Método:
Realizar todo el procedimiento en condicionee de esteriiidad.
t.~ Colocar loa cisticarcos previumants lavadoe sin rozper la
cdpsula, en cajas de petri estériles.
2.=- Zxtraer el flufdo vecicular punclonando ¢on esujas de di-
seccibn, separando la membrana ; el escSlex en diferentes
cajas de petri,
3.= B flufdo odtenido centrifugzarlo a 10 000 rpu por 30! a =
4°C para eliminar los fragnentes itioulazes,
4.~ Alnacenar en alicuotas de 2 ml, en frascos viales estéri-
les.
5.« Congelar hasta su uso. (40)

Obtencidn de antigenocs de Pared Vesicular y Escélex (APV,AEX)
Uaterial:

Agitador magnético,

Homogenizador estéril.

Pipetas de 2 ol.

Frascos viales estériies de 2 ml,

Centrifuga.

Tubos de centrifuga estériles,

Tubo de diflisis,

Mairaz Erlenpeyer de 2 0CO ml.

Reactivos:
3SAPF pH 7.2



18todo: :

Iom antfgenoe de la pured vesiculur y escbélex se preparan por

separados

1.~ Homogenizar perfectanente con SSAP pH 7.2 estéril.

2,~ sgitar durante 16 horas a 4°C,

3, Contrifugar a 10 OCO rpm durante JO' a 49C,

4,» Dializar el sobrenadante con cambiom continvos de SSAP =
pH 7.2 durante 24 horae, en un volumen de 40 veces el vo-
lumen inicial (antlgeno),

5,= Centrifugar a 10 000 rpn durante 60' a 4°C,

6.~ Almacenar en alfcuotas de 2 ml,

7.= Congelar haotm su use (19).

Cbtencidn de .ntfgenc Somdtico Completo e Incompleto (aSC,4SI)
Naterial:.
Homogenizador virtis eatéril,
Bafio de aielo,
Fragoos entériles de 1 1. de.boca ancha y tapin smsg
rilado,
Jeringa de 50 ml. esiéril con aguja # 16 de 13 cm. -
de large.
Centrituga.
Prascos de centrifuga estériles.
Frascos pars liofilizexr estérilea,
Liofilizador,
Pragoos violes ostériles de 50 al.
Fipetas de 10 ml,
Probetas de 1 000 zl.
Balenca granataria,
Vagos de precivitados de 50 ml.
Reactivom:
Solucién de Smcaroon al 0.25M estéril y fria.
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S8AF pH 7.2 catéril y 2:10.
Acetonn B = 2090

Métodos :

’ Para la preparacidn de egtos ant{genos ss utilican

cisticercoe completos s :Lneo:npletoa por ssparedo, lavedos, ¥

tratados con antidibticos,

1.= Pesar en un vaso de precipitadou de 50 ml, cada lote de -
cisticercos,

2,= Colocar los cinticercos ya pesados, en un homogenizador -
virtis y agregar 4 nl. de¢ sacarosa 0,25 U estéril y frie
por gramc de oisticercos, respectivasente,

3.~ Homogeaizar las mezclas on baiio helado por 104,

4, Con ayuda do una jeringa de 50 ml. y aguja # 18 de 13 cnm,
de largo estéril, depositar el homogenizado lentauonte en
ol fondo de lons fraascos de boca ancha conteniendo previne
nente acetona a ~20°C, 16 volumenes por volumen inicial -
de homogenizado, tapar y sgitar vigorosanente por 5% hage
ta homogenizar perfectanente,

- 5.~ Reposar en baflo helado per 20' con 1los frascos inclinados

6.~ Decantar la acetona y agregar un volunen igual, agitar vi
goropganente huata homogenizar.

7.~ Reposar por 1 hora manteniendo los Ifrascos inclinudos en
el baflo helado.

8.~ Decantar la acetona y resuspender el sedimento en 100 nml,
de acetons a -20°C,

9,- Homogenizar y centrifugar a 0%C durante 15 a 3 000 rpm.

10. Decantar el scbrenadante y mecar al vacioc a €°C,

11, Resuspender en SSAF pH 7.2 fric y estéril, en wna propor-
oién de 0.4 ml., por volumen de homogenizado iniciel.

NOTA.~ En emte paso el Antigeno Sondtico Completo requiere de

16 horus de agitacién a 4°C, pars eeguir el rrocedimiep
to.
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2.~ Centrifugar 2 15,000 rym durcante 1 hora a 0°C,
13.= Almacenar en al{cuotas de 10 ml,
14.~ Congelar hastu ou uso. (30,40)

3¢= ANALISIS QUINICO DZ LOS ANTIGENOS,

3.1 Detorminacién de Frotefnas,
‘ Método de LOWRY.

Es wn método colorinétrico mediante el oual se mide
sl oolor que se produce al agregar el reactivo de fenol de Po
lin-Ciocalteau a una solucibn alcalina de protefnas,

El reactivo de Folin-Ciocalteau, sales de litio del
dcido fosfomolibdotdngetico, oxida compuestos fenélicos en --
condiociones alcalinas, por 1o que ge reduce de un cclor ini--
cial amarillo a un color azul intenso,

Este reactivo e usa para medir coapuestos fenbli-e
cos, asf oouo paras deteruinar Tiresina, aminodcide que contig
ne una cadena lateral fenflica, y como todas las proteinas =—-
‘contienen este aminodeido es posible detectar ouantitativanen
te lag proteinas existentes en una muestra problema. Los gru=
pos Indol e Imidasol, del Triptofano e Histidina, otros amino
dcidos, reaccionan tambidn con el reactivo persd muy débilmen-
te.

' la intensidad del color depende del contenido de Ti
rosina y Triptofano de la muestra, aungue también do la pre--
sencia de zrupos S=H u otros grupos reductores,

En 1a modificacién de Lowry, el método ce hace adn
nds sensible por la adioidén de una pequefia cantidad de ién cff
prico en taurtrato débilmente alcalino, con lo que aunenta la
intensidad del color, El complejo tipo Bluret entre 00Ure y =
proteina se trata posteriormente son el reactivo de fenol, eg
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te complejo y lag cadenas aromiticas de las protefnas reducen

el reactivo y las doos reacciones juntas sen 100 veces nds sen

sibles que ol método de Biuret, lo que poruite detectar ocanti
dades pequefias de protefnas del orden de 30 a 100 microgramos

(23,35,39).

Material:

Balanza analitica.
Bspectrofotémetro,

Espfitula,

Gradilla,

Prascos &mbar con tapén esmerilado.
latras aforado de 100 ml.

Pipetas de 0.1, 1,0 ¥y 5.0 nl,
Tubos de ensayo 13 x 100

Reactivon:

A.~ Soluoién de sulfato de cobre pentahidratade al 1%,
Disolver 1.0 g de cuso‘suao en 50 ‘ml. de agua destilada,
aforar a 100 ml, con agua destilada.

B.= Soluoién de tartrato.de sodio y potasio al 1%,

Disolver 1,0 g de c4H4OGNuK'4320 e 50 al. de agua destie
lada, aforar a 100 ml, oon agua destilada.

C.= Solucién de carbonato de sodio al 2% en hidréxido de so-
dio 0.1 K.

Disolver 2.0 g de KayCOy en 50 ml, de NaOH 0.1 N, aforar
a 100 ml, con NaOK 0.1 N,

Solucidn It

Se prepara justamente antes de usarla mezclando 1,0 ml, de la

solucién A de CuS0,5H,0 ¥ 1.0 ml. de ls soclucién B de tarire=

to doble en 100 ml. de la solucién c_a. 1‘152003 al 2% en NaOH

0.1 N,

Solucién Il

Reactivo de fenol Folin-Ciocalteau (comercial 2N): Antes de =
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usarlo se diluye volupen a volumen con azua destilada para =

tenerlo 1 N. : ’

Solucién III: '

Albdnina sérica bovina

Disolver 10 13 de albdnina sérica bvovina cristalizada y puri-

ficada en 50 ml, de HEO dest., y aforar a 100 ml con 120 dent.

létodo:

1.=- Proparacién de la curva esténdar,
En una serie de tubos de ensayo 13 & 100 marcados, se pre
paran a partir de la solucién de albémina sérica bovina,
diluciones que contenzan 0.125,.0,25, 0,50, 0,75 § 1.00 =
nl. oe solucidp patrén y completar a 1 ul oon H,0 dest.

2.~ En otros tubos, se mide 0.1 ml. de la muestre prodlema,

3.~ Diluir las suestras a 1.0 ml, con agua deetilada.

4.~ Afiadir 3,0 ml, de la solucién I a todos los tuvos,

5,= Mezclar y dejar en reposo 10' a temperatura rabiente,

6.~ Afladir 0.3 ml, de la soluocién II a todos los tubos,

T.=- Nezclar y dejar en reposo X' a temperatura ambiente,

8.~ Hacer la lectura en D,0, a 500 am. de longitud do onda -
coptra blanco de agua.

Interpretaciéns

1.- 3¢ grafican la D.0 contra la concentraciln en papel mili-
-métrico,

2.~ Por interpolacién de loe valores de D,0. en la curva pa==
trén se obtiene la concentracién de proteinas de la mues-
tra problema,

3.2 Doterminacién de Carbohidratos.
) 1étodo de la ANTRONA.

La antrona en fcido sulfdrico es wn reuctivo gono-
ral para la determinacién cuantitativa de carbohidratos y éo~
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teres,

Se basa en la formoecidn de derivades del furfural -
por demhidratacibn y ciclacién de las moléeulus.(17,35,47,57
68).

Material:
Colorfmetro.
Balanza analitica.
Bafio de agua en ebullicibn.
Bafio de hielo,
Gradilla,
latrag aforado de 100 al,
Pipetas de 0.1 y 1.0 ml,
Tubos 4e ensayo 13 x 100
Reactivos:
Solucién de Antrona al 0.2 % en foido sultdrico al 95 %,
- Disolver 0,2 g de antrona recristalizada en aproximadamente
50 ml, de &cido sulfdrico al 95 %, aforar a 1Q0ml, con &ci~-
" do sulférico al §5%, Bl reactivo se prepara al momento de -
nATee,.
~ Solucidn patrén de Dextroea,
- = Disolver 10 mg. de dextrosa en aproximalamente 50 ol de H,0
y aforar a 100 m1, con agua destilada,
Métodos
1.= Preparacién de la ourva esténdar:
En una gerie de tubos marcadon que contengan 2,0 ml, del
reactivo de antrona mantenidos en hielo, se agregan 0.125
0.2%, 0,50, 0.75 y 1.00 2l. de la soluocisn patrén de dex-
trosa para tener ooncentraciones en mg/ml se completa el.
voluvaen & 3.0 ml, con agua destilada,
2.= A otros tubos conteniendo 2 ml, del reactive do antrona -
nantenidos en hielo, agregar 0.1 ml. de la muesira prodle
mA ¥ se conpleta a 3 ml. con agua deatilada,
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3.= En los pasos anteriores, el recctivo y la mueatra proble~
ma o patrén, deben quedar en capas cuidadosamente eptrati
ficadan.

4= Se prepara un blanco con 1.0 ml. de agua destilada y 2,0
ml, de reactivo,

5.- Se agitan vigorosamente, loes tubos, sin sacarlos del bafio
de bielo hasta homogenizar perfectamente.

6.~ Se colocan los tubos en bafo de agua en sbullicidn duran-
te 16' exactos,

7.~ Se pasan a un bafio de agua fria,

8.« Hacer la lectura en D,0. a 625 nm, de longitud de onda =-
oontra blanco de agua,

"Interpretacién:

1.~ Log valores de D,0, de¢ los tubos de la curva esténdar se
gragican contra la concentracién en papel milimétrico,

2.~ Por interpolacién de los valores de D.0, en la curva pa-
trén: se obtiene lu concentracién de carbohidratos de la
muestira prodleaa, -

4.~ DETERGINACION DE LA ACTIVIDAD INNUNOLOGICA.

Métodoa Inmunoquimicos,
1.~ Doble difusiln en gel., (ID)
Técnica de Cuchterlony,

La doble difusién en gel, oonsiste bAsicamente en =
colocar una cape de gel fundido sobre una placa de vidrio o =
pldstico, se deja solidificar y se practican horadaciones en
las que posteriormente se deposita el antigeno y el antiouer-
po a estudiar,

Al llevarse a oabo la difusién de ambos reactivos -
on forma radial, en el lugar donde el antigeno y su anticuer-
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po especi{fico se encuentran, en concentraciones equivalentea,
se forma una banda de precipitacién, .
la velocidad de difusidn de los reactivos, eas direg
taaente proporcional a su concentracién e inversamente propor
cional a su peso molecular (40).
Naterial:
Matraz aforade de 1 000 ml,
Parrilla eléotrioa,
Bomba de vacio,
Cémara hémeda.
Balanza analitica.
Portaobjetos,
Horadadorea de 2.5 mm, de didmetro.
Capilares de 9 mm, po 1 mm. de difmetro interior.
Placa niveladors de vidrio de 30 x 30 om.
Nivelador,
Matraz Erlenmeyer de 250 ml.
Probeta de 100 ml, -
Pipeta de 10 nl.
Hisépos,
Plantilla para porforauidn.
Reactivos:
Amortisuador salino pH 8.6 y fuerza iénica 0,05
- Digolver un frasco de amortiguador pH 8.6, fuerza iénica 0.1
(Sigma) en un litro de agua destilada,
Agaroea al 0.9 %
= Diaolver 0.9 g de agarosa en 50 ml. de agus deatilada en og
liente, agregar 50 ml, de amortiguador salino pH 6.6 y se
afinden 0.1 g de azgida de sodio,
Métodos
1.~ Preparaciép de las placast
Los portaobjetos perfectamente limpios y desengrasados,



-35 -

se barpizan con la agarosa al 0,9 % fundida, con ayuds de
un hisépo, y se deja solidificar a iemperatixa eubiente,

2.,= Se colocan los portaobjetos sobre una superficie plana y
nivelada.

3.~ Se agregan 3 ml, de agaroea al 0.9 % fundida sobre cada -
portaobjeto de manera que quede una capa homogénen, se dg
ja solidificar el gel de agar y se guardan en odnara htnme
de y refrigerzcién,

4.,- Se coloca la laminilla sobre la plantilla y con ol horada
dor ee praotican loo cortes ciroulares en forma de roseta
uno central y ceis periféricos, con el sacabocudos se re-
tira el gel excedente,

o0 o 0°
o 06 o o o0 o
[ ] [ 2 ]
5.« Con capilares, se coloca el ant{geno en el pozo central y
- los suercs en la periferia, de manera que se llenen come

pletamente pexro sin derramar su contenido, ]
6.~ Se colocan las laminillas en cémare himeda y se incuber e
temperatura ambiente durante 24 a 46 Lorao.
7.- Se bace la lectura y se registran log resuliados,
Interpratacién:

Ia presencia de bandas de precipitacién entre el -
ant{geno y los sueros, se considera como una reaccién poeiti-
va. La augencia de bandas-de precipitacidn entre el antizeno
¥ los suercs, se considera como una recccidn negntiva,

Cuando dos sueros colocados en pozos adyacentes =e~e
reaccionan ante un antigeno determinado y producen lineas de
precipitucién que coinciden y se funden completamente, indica
que ambos ccmparten los mipmos antiouerpop (1{neas de idénti-
dad).




Cucndo dos sueros colecados en pozos adyacentes =--
reacclonan ante un antigeno determinado, produciendose linens
de precipitacién que cruzan o coinciden paroialmente, indica
Que anbos presentan tanto anticuerpos compartidoa como no com
partidos.

o 0 o) 0 r.) 0

0 (o /N
JDENDTIDAD OCLPTETA IDENSIDAD PARCIAL NO IDENTIDAD
2,=- Contreinmuncelectroforesis (CIEF),

Ia CIEP es wna téonica inmunolégica cualitativa o =
semicuantitativa de difusibn en gel, en la que se aprovechon
las propiedades dol amoriiguudor, del gel, de la carga eléc--
trica de las moléoulas y de un campo eléctrico: El antigeno y
el suero inmune se colooan en pozos hechos en gel, diepuestos
uno frente a otro, haciéndoles pasar wnu corriente eléotricas
6o wa inpunodifusidn pero acelerada y dirigida, ya que los =
antigenos se difunden hacia el dnodo y los anticuerpos especi
ficos heois el oftodo a las condiciones de pH y fuerza iénica )
utilizadas, de tal manera que cuando ambos se encuentran, se

produce una reacoién antfgeno-anticuerpo formédndose una o va
" rias bandas do inmunoprecipitacién, dependiendo del ndmero de
sletemas antigeno-anticuerpo presentes, que aparecen después
de 45 a 90' de haberss inicindo el corrimiento electroforéti-
- 19

la migraciéa de los anticuerpos haciu el cdtodo es
favorscida por sl efecto electroendosmético (BEC). El EEC se
produce por la existencia de cargas negativas sotre la super=
ficie de la esarosa, las cuales atraen iones de carga contra=
ria, haciendo que la capa de liquido que se encuentra estre--
chamente en contacto con la superfiocie del gel adquiera wna =
carga negativa. Al someter este sistema a un caapo eléctrico,
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8o generu une fuerze elfetrica que actda sobre este 1fquido -
cargado popitivamente (H30*), el oual migre hacis ol cétodo -
arrastrando a los anticuerpos, acelerande asi su migracibn ha
oic el antigeno.

El EEO se puede aumentar, si se utilizan amortiguae-
dores de distinta concentracisp iénica, siendo menor el del -
gel de agarosa (0,01) en comparacién _con e de la odmara de =
eleotrproresis (0.05), (40)

Materiali )
C4mara de elsotroforesis.
Fuente de poder.
_ Bomba de vacio.
Cémore himeda,
Balanza annlitica.
Parrilla eléotrica.
Portacbjotoa,
Horadadores de 2.5 mm, de didmetro,
Capilarea de 9,0 cm. X 1,0 zm, de didmetro,
Ploca aiveladora de vidrio de 30 x 30 om,
KRivelador.
Natraz Erleameyer de 25C ml,
Matrag aforado de t 000 ml.
Probeta de 100 al,
Fipeta de 10 ml,
Papel Vhatman No, ¥
Hiadpos,
Beactivoss
Amortiguador salino pH 8.6 fuerza Léniom 0.05
- Disolver un frasco de amoriiguador salino phH 8.6 £.1. Q.9
(Sigan) en wn litro de agua deatilada, me diluye 1:2 oon -
sgua deatilada para tener une f£.i. de 0.05, utiliczada para
1a cdmera de electroforesis,



- 38 -

imortiguedor pera la preparacién del gel de agarosa,

= A partir del amortiguador de pH 8.6, f£.i. 0.05, se prepara
el amortiguador para el gel, diluyéndolo en proporciln de =
115 con agua destilada, para tener una f.i, de 0,01

dgarosa al 0.9%

« DMsolver 0.9 g de sgaroea en 100 nl. de amortisuador pH 8.6
£.i. 0,01, se calienta a etullicién hasta que eaté perfecta
nente disueltio,

Método:

1.~ Preparaciln de las placass

Los portaobjetos limpios y desepgrasados, se barnizan con
la sgarosa al 0.9 5 fundida, dejéndose solidificar a tem-
peratura anbiente,

2.= Se colocan los portaobjetos en la placa de vidrio nivela-

da,

3.~ Se agregan ) ml. de agarosa fundida, repartiéndola unifop
" memente para que quede una oapa homogénea, se deja solidl

ficar a temperatura ambiente y se coloocan sn refrigera=e-
¢ién dentro de la cimara hidmeda,

4.= Se poi‘tom el gel con un horadador conectado a un sistema

de vacio, utilizando wna plantilla espeoial:
+ A8 A D AB® .

00 00 00O
‘00 00 00O
00 00 OO

5.~ Con capilares diferentes, se depositan los sueros o estu-
diar en cads uno de 1os posos que corresponden a las fi=e
las A y en B los antfgenos.

6.~ 8¢ colocan las placas en la odmara de electyoforesis de =
tal maners que 1os pozos conteniendo los antigenos quede

en o1 lado del oftodo y los mueroa del é&nodo,
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7.- Las condiciones del corrimiento electrofurétice eon:

a) Amortiguador para la cdmara de electroforeeis pH 8.6
£.1,0.05

"b) Voltaje 130-160 V
¢) Potencial 4=5 V/om

8.~ E1 contacto entre el amortiguador de la ckmara de electro
foreeis y la placa del gel de asar se establece mediante
tiras de papel filtro ‘/hatman No, 1t :

‘9.~ Se deja correr durante 45-90°,

Interpretacién:

1.~ Se registran el némero y caracter{stious de las bundas de
precipitacién que aparecen para los diferentes antigenos,

2.- La presencia de bandas de precipitacién entre los antf{ze-
nos y los sueros se considers ocomo ronceiln positiva, la
aupencia de bandas de preocipitacién entre los antigenos y
los sueros se considera como reacocién negative.

3.= Innunoelectroforesis (IE)

En esta téonica se combinan dos de las propiedades
més importantes de los antfgenos y anticuerpow; su capacidad
de aovilizarse en un caspo eléctrico (electroforesis) y su op
pacidad de precipitar en un gel al reaccionar coa el antigeno
0 anticuerpo especifioco, El método consiete en dos pasos: las
proteinas contenidas en ¢l antigeno se separan jor electrofo-
Teais y se los hace reacolonar con sus correspondientes entii=
cuerpos, con 1o que resulta la formacién ds lineae de precipi
tacién individuales en el sitio de la reaccidn antfgeno=-anti=
cuerpo.

IEn la IE, se separun adecuadaxente los diferenies -
componsntes de una sustancie antigénicas la migracién de los
antigenos y anticuerpos ssta influenciada por la carga, tamae
flo y forme de la moléoula, asi como por su concentracibn, ===
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fuerza iénica y pH del amortiguador empleado; también interew
vienen la temperatura, la'viscosidad del medio y la intensi--
dad del campo eléctrico,{40,71)
Materdal:
) Parrilla eléctrica.
Cénara de electroforesis.
Puente de poder,
CAIIBX'I hh'aﬂo
Balanza analitica.
Booba de vacio.
Portaobjeton.
Horadador de 2.5 zn. de didmetro.
Cortador rectangular de 5 ¢m, X 2 mm,
Papel ‘‘hatman No, 1
Placa niveladora de vidrio de 30 x 30 ca.
Nivelador.
Capilares de 9 om. x 1 zm. de didaetro interior.
Hisépoa, -
latraz Erlenneyer de 250 ml,
Natraz aforado de 1 000 al,
Probeta de 100 ml,
Pipeta de 10 ml,
Sacabooado.

Reagtivos:

Amortiguudor salino pi 8.6, £.4, 0,05,

- Disolver un frasco de auortiguador salino para electrofore-
sis pH 8.6, £.1, 0,1 (Sigma), en un litro de agua destilada
Diluir 1:2 con agua destilada para una £.4. de 0,05

Agarosa al 0,9%

« Disolver 0,9 g de agarcsa en 100 ml. de amortiguador salino
pH 6.6, £.4. 0,05 y se calienta a ebullicién.



-4l -

Solucidn acuosa de azul de bromofenol al 0,05:,

~ Disolver 0,5 g de azul de bromofenol en 00 ml de agua deg

tilada,

Método:

‘1,= Los portaodbjetos limpios y desengrasados, &e darnizan con
un hiafpo conteniendo agarosa fundida al 0.9 y se dejen
solidificar a temperatura ambieate,

2.= Los portaobjetos se ¢olocan sobre la placa niveladora,

3.- So agregan ) al, de asarosa fundida al 0,95 repartiéadola
uniformements hastu que quede una capa homogénea, se deja
solidificar a temperatura anbicnte y se colosan en la of-
mara himeda para guardarsc en refrigerucidn.

4,= las laminillas se colocan sobre una plantilla especial y
oon el horadador se practican cortes cirenlares, quitundo
ol agar excedente con el sacabocado.

5= Marcar el canal central con el cortador rectansular sin -
rotirar el .

]

Corrimiento electrofordtico:

1,- Se colocan los antigenoc en estudio en los pozos centra--
les y una gota de azul de bromofenol en el pozo lateral -
superior, i

2,~ 30 llena con el amortijzuador para alectroforesie los com-
partinientos de la cémara,

3.= Je Qdepositan las laminillas en 1a c&um de elestrolorgee
sis, oolocando adecuadaments los puentaes de papel filire
Thatman No. 1.

4.~ Se tapa la ofmara de electrofuresis, so conectn 1a fuente
de poder y se deja correr durante 90 an 120" con 130-160 V
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K corrimiento pueds detenerse cuando la mancha del coloran-

te ha 1legado al otro extremo.

Inmunodifusibni

1.~ Se retira la placa d2 la ofmara de electroforesis y ae -

" ooloca en wna cfnara himeda,

2.~ Se quita el agar del canal,

3.~ Nediante capilares, se deposiia el suerc ipmune corres~-~
pondiente, repartiéndolo uniforuemente en el canal.

4.= Se deja difundir de 24 a 4B horas para que ss lleve a o
b0 la immuncprecipitacibn.

Interpretacibn

1.~ So registran 1o0s resultados, observAndo las laninillas -
¢0d luz indirecia para aprecier mejor los arcos de preci
pitacién,

Si es necesario lanA placas de inmunoprecipitecién -
ge tiillen y guardan como referencis.

Téonica de coloraciéns
Se basa en la capacidad que tisnen las proteinss pg
ra captar colorantes como son el rojo de tiazina, el negro de
amido, ¢l rojo de Ponceau y el agul bdriliants de Coomasaie,
Bquipot
Agitador de Boherner.
Balanga analfitica.
Yaterdal:
Probeta de 100.ml,
Cajas de Coplin.
Papel £iltro de poro gruead,
Matrax voluzétrico de 1000 ml,
Uatraz Erlenneysr de 1000 mi.
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Reactivos:

Citrato trisddico al 5 %.

- Digolver 50 g de Na30685072!120 en 1000 ol de H,0 destilada,

Solucibn de SBrensen's

= Solucién A: Fosfato de sodio dibdmico 0,15 mol/litre.
Disolver 21,3 g de Hazm’% en aproximadarionte -
500 ml, de agua degtilade en un matraz volumé--
trico y se afora a 1000 ml,

- Solucién B: Foafato de potasio monobfeico 0.15 mol/litro,
Digolvexr 20.4 g de m21>04 on aproximadamente =
500 m1., de agua destilada en un matrar voluxé-
trico y se afora a 1000 nl,.

- Solueién salina isoténica al 0,85%,
Disolver 8.5 g de NaCl en aproximadamente 500 -
al, de agua destilada en un matraz volundtrico
¥y aforar a 1000 ml,

Kezolax partes iguales de las soluciones A y By ese
bace una diluoidn 1:2 con solucién ealina isoténica =l 0.85%.

Solucién de doido acético al 1 &,
e Hludr 10 al, de “33003 en aproximadamente 500 ml, dv agua
destilada y aforar a 1000 ml, en matraz volumétrico.

Colorantes que se pueden usar para la tineidn:

= Rojo de tiazina al 0.3 ¥ en doido acético al 1 %,

~ Negro de mnido 10 B 81 0.2 % en 4oido acétioco ol 1 %.
- Rojo de Ponceau al 0.2 % en &cido acético al 1 &,

Glicerol sl 1.5 % en 40ido acético a) 1 5,
= Diduir 1.5 @1 de Glicerol en arroximadamente 50 ml. do 4oi-
do acético y aforar a 100 ml, con Loido actico al 1 ¥,
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. Método:
Hininneidn de precipitados inespecificos y de las
oroteinas que no reaccionaron:
1.= Se sumergen las placas en citrato trisédico al 5 $ duran-
" te 20 minutos.

2,~ Lavar lao placas con agua destilada y cubrir ouidadosumep
te ¢l gel con tiras de papel filtro humedecidas, evitando
Que queden burbujas.

3.,= S¢ dejan secar a temperatura ambients de 24 a 48 horas.

4.~ Ta seco ol gel, ae retira el papel filtro de las placas y
se sunergen en solucién de SUrenaen en caja de Coplin, se
oolocan en ¢l azitador de Eoherner por 3 a 4 horas haciep
do varios caxbios de la solucidn. .

5.= Lavar con agua destilada cuidadosamente evitando romper =
el gel,

6,~ Secnr a teaperatura ambiente,

Tinoidn: -

1,= Se colocan las laminillas en cajas de Coplin que contie=e
nen la soluoidn de Negro de Amido 10 B al 0.2 % en £cido
achtico al 1 %, Se deja aotuar el ocolorante durante 5 a -
10 ainutos.

Decoloraciéa:

1.= 3¢ escurre el colorante y se sumergen las laainillas en =
soluoidn de dcido acético al 1 % durante 30-40 ainutos, =
haciendo varios cambios, hasts que el gel de agar quede -
incoloro y solaments las bandas de precipitaciln teflidas,

P jaciéns v
1.~ Las laninillac se sumergen en glicerol al 1.5 % en foido
acético al 1 # durante 15 minutos y se deja sedar a tempy
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ratura ambiente,

2,~ S1 se raquiere conservar lae laminillas por mucho tiempo,
se puede sellar con una capa de barniz transparente dese=
pués de que éotas han secado perfectamente. (40)

5.,= PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SULPATO DE AMONIO,

La precipitacién de protefnas con (HH‘)2804 en los
nnt!gonos, se lleva a cabo oon el fin de scrarar las protel-
nas existentes en los extractos, :

Este procedimiento oe basa 3o la propiedad que tie-
nen algunas proteinas de gser solublss a bajas concentraciones
de aales, pero sl se aumenta esta concentracién las protefnas
precipitan. (13)

Equipos Balanza analitica,
) "Agitador magnético,

Centrifuga refrigerada,
Cuarto frio,

Material: Qatraz Exrlenzeyer de 50 ml,
Pipota de 10 ml,
Koxrtero,
Tubos de ensayo 13 x 100,

Reactivos: Sulfato de amonio granulado.
PBS pH 7.2 frio y estéril,

Nétodo:

- En 10 ul, de antf{geno afiadir (TH,),50, de acuerdo & la ta-
bla No, 1 en gramos proporoionales & un litro,

- Pulverigar el (Nu4)2804 en nortero en forma rdpida.

= hgitacidn a 4°C por una hora.

« Centrifugar a 4°C por 30! a 3 000 rpam,

« Resuspender el precipitado en igual proporoién ccn PBS pH




6L

L6t L

864 Si1 9¢

LEZ €6 2L <€

GLZ 064 L0 OL ¥f

“HLE LZ2 £Ys G0L 69 €

€SE #92 6L1 191 €OL L9 €€

26€ 208 #12 9L4 LEL b0t 99 €€

LEY 68€ 062 012 L4 ¥EL 66 S9 2€

69 SLE 492 b2 02 991 €L L6 €9 If

906 LUy 61€ 8LZ Q€2 00Z ¥94 621 ¥6 €9 IE

226 92¢ €€€ 262 262 ¥i2 LLL 2¥L LOL PL € 21

996 690 9SE L€ CLZ GE2 96L 294 L2 ¥6 29 OF 6L

€25 Sg¥ 06 @¥E LOE L92 O€2 €64 961 G214 €6 19 6¥ Of

619 026 ¥2v 20€ OPt oof 292 622 691 G61 €24 16 BL 65 62

969 265 v6¥ GYP 907 S9E 92€ 992 162 912 €81 051 LEL gL 99 LS
L9 199 196 916 BLY OFY 05€ LGE €1 LLZ €¥2 602 964 9LL ¥¥L YL 96
001 06 00 6L OL 69 09 45 06 G OF S€ €€ of €2 oz ol

“MoTONTOS 3¢ OuLTT Nn v soravesoan YosP(Ymw) ma somvao
Y0s2(" 1) 2a vovanrve TTNIL MOTOVEIETONOD 3@ %

I vY1EYaD

LHIARILARL2L8R

(-2 ]
EaR

Yos?(Yma) =
‘m‘fs TVIDINI HOTOVEINAONOD A %



- 46 ~

7.2 £rio y estéril (10 nl.)

= Dializar exhauotivamente contra PBS hasta excluir sulfatos,

= Comprobar con Ball, la wusencia de sulfatos, 41 entrar en =
gontncto ol antfgeno econ el BaCl, la formaciéa de un preci-
pitado blanco indica la presencia de sulfatos, si es asi, =~
se requicre dializar nuevamente contra PBS pH 7.2.

« El sobrenadante se vuelve a precipitar a la sigutente con--
centraoidn, .

= Precipitar en concentraciones iniciales de 10, 20, 30, 40,
50, 604 70, 80 y %0 % de acuerdo a la tabla I, el volumen =
varia en cada precipitacién.

= Determinar la concentracién de protefnas y su actividad en
inzunoprecipitacién y hemaglutinacién indirects de todos -
los precipitados,

= Almacenar en congelacifn hasta su uso.

6,= FRACCIONAMIENTO EX COLUITA, -
Intexrcandio iénico,

La cromatografia de intercambio iénico es un método
de purificacién que ce basa en la separsoiln de ciertas sus—-
tanciae por diferencias en sus cargas elctricas. .

E8 una de las técnicas de separacién mejor doounen~
tadas, ndo sencilla y con mayor reproducibilidad para empleo
en ¢l laboratorio o a escala de produccién. la técnica permi-
te, oon todo tipo de moléoula biolSgioca, la obtencién de ren-
dimientos y resolucién excelentes,

Freousntenents utilizeda despuds de otros métodos -
ocro la filtracidn en gel y téoniocas de precipitecién, que ex
trasp ¢l material contaminante y las particulas gruesas de =-
los extractos o preparaciones crudas reduciendo el volumen de
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nueatra de manera néds eonv:mcente para el corrimiento cromatg
grdfico,

Dada la presenoia de radicales cargades, las macro~
moléoulan bioldgicas se uniré&n & grupos de carga opuesta en .~
una ‘matris de intercanvio ibnico. Le separacién dé las sustag
cias ligadee ee producird cuspdo la elucién de la matriz haga
dispinuir la fuerza de 1a wiién. También puede obienerse la -
separacién de moléculas con diferencias de carga muy pequefias
por 10 que el intercambio ifnico, es wne iécpica sltsmente e
solutiva, '

Adends de la elevada capacidad de muesira, la capa-
cidad de elaborar grandes voldmenss y la slucidn de componen~
tes dilufdos de 1a muesira en forma oconcentrada hace que el =
intercamnio idnico posen gran utilided particulomente en los
programes de purificacién. (45,59,60)

Yaterial:
Pipeta de 10 ml,
Vatraces volumétricon de 1000 al,
Vasos de preoipitados de 300 ml,
Tubos de ensayo 13 2 100
Columna K 9/30
Jeringas dosechables de 1 2l,

Bquipos
Colector de fracciones BUCHLER.
Pusnts d¢ poder BUCHLER,
Potencilmetro,
Tube de Tygon.
Balanva granatarie,

Reactivoss
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Soluoién amortiguada de acetatos:

Acido acdtice 0,2 M pH 3.1

-~ Disolver 12 ml. de CH3COOH en aproXxirademente 500 nl, de -
agua destilada en matraz volumétrico y aforar a 1000 ml con
agua destilada,

Acetato de amopiu 2 I pH 5,2

= Digolver 15.4 g de 0}13000111{4 en aproximadamenie 500 nl, de
agua destilada en matraz volumétrice y uforar a 1000 ml con
agua deatilada,

Hidrdxido de sodio 0.2 X

- Disolver 4.0 g de I'alH ep aproximadamente 500 ml, de agua
deotilada en matraz volumétrico y aforar u 1000 al, con =
agua desiilada,

Aotdo oclornidrico 0.1 N

= Digolver 3.6 ml de HC1l en sproximadaments 500 ml de agug ==
destilada en matraz volumétrico y aforar a 1000 ml de agua
destilada, ' '

Materiol de empaque:

Amberlita oatilnica IR-120
Natr{s: Besina polimerisada.
Orupe fuacional: -so;
PEs O=14
oq/g de la rosina seca: 4,35.0
meg/ml en el lecho: 1,9
Tempersturn ndxima: 120¢C
Porma f{oioa: lacroretioular,
Didmetro del poro: 16~50

Preparecién de la resinas :
= Pesar 0 g d¢ 1a restua sece (25 meq de capacidad) y colocap
1a en wn vasc de precipitados de 300 ml,

R
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= Cubrir la resina con FalH 0.2 K y agitar, dejar apentar y -
decantar, repetir el procesc hasta tener un pH altomente al
calino, .

= Lavar la resina con sgua destilada hasta neutralizar el pH,

« Regenerar la resina con HCL 0.1 N, agitar perfectamente, de
jar ssentar y decantar, repetir el proceso hasta tener wn =
pH 4oido.

« Lavar la resina con agua desiilada hasta neutralizar el pH,
(31,45,62)

Ropaque de la colwunas

« Ajustar la soluciln amortiguada de acetatos a un pH de 7.2

« Empacar una columna K 9/30 con la resina activada, con ayu=
da de la solucién umortiguada de acetatos evitundo que se -
former grumos o enocadenaniento de partfculas.

= Repacar la columna en 3/4 de su capacidad.

= Eluir ocon la solucién amortizuada de acetatos hasta ajustar
ol pH de la resina, .-

Método de fraccionamientos

= Colocar la columna en los sopories del colector de fraccio-
nes BUCHLER, cuidando que esté perfectamente vertical y fi~
o

= Coneotar el frasco de liariotte a la columna con el volumen
necesario de 1a solucién amortiguada de acetatos para efec~
tuar o1 corrimiento,

= Seleccionar el nfmero de tubos pora la reccleccidn en la ==
gredilla colectora.

= Ajustar el goteo a 40 gotas por ainuto, en la fuente de po-
der,

= Recolectar aproximadamente 2 2l. por tubo.

= Torninada la recoleccidn lavar la coluana cou FaOH 0.2 T,
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~ las fracciones obtenidas se pruedan en immunoprecipitacién
¥ hemaglutinacién indirecta.
= Leer a 280 de D,0. contra un blanco de la solucién amorti-
guada de acetatos, todas las fracciones y graficarlas,
" = Iaa fracciones ge conservan en congelacidn,

7+= DSTERMINACION DE LA ACTIVIDAD INMUJOGENICA:
INLUNIDAD HWAORAL,

la magnitud y los intervalos de las dosis de nntigg
no, son de importancia primordial en lo resnuestn de anticuer
pos y, aunque wna amplia dosis de ant{geno suele proporeoionoy
inmunidad contra agentes perjudiciales, una dosis pequefin de
anti{geno con microgramos de proteinas, puede bastar para de--
senoadenar la foxmacidn de antiouerpos,
las dosis do ant{geno, son zds efiomces cuzndo ee -
inoculan por via suboutdnea con un adyuvante en pequefias ali-
cuotas, que por via intravenosa, estas dosis minimas de ant{ie
geno que desencadonsn producciln de antiouersos, conservan y
nmantienen la reacciln, en tanto que, las dosis excesivas de ~
ant{geno pueden causar tolerancia inmunitaria. :
Una agplia variedad de compueatos ¢ sustancias, son
capaces de estimular respuesta inmunitaria y actuar como adyy
vantes, estos pueden sgruparse en varias ocatcgorises
1) Eeuleiones agua en aceite (adyuvantes de Freund)
2) Polinucledtidos sintéticos,
3) Hormonas, medicamentos y nuoledtidos ofclicos,
_4) Indotoxinss.
5) Linfooinns y monocinas.
Bl estudic de los mecaniemos de cocibn do estos ad-
yuvantes, se ha dirigido especialmente hacia low agentes inmy
nopotenoiadores, que estimulan sélo una olase jeriicular de «
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rospuscta, @#ea inmunidad humoral o celular, aunque el mecanig
mo de accidn de todos lop adyuvantes, no ecta bigh definido,

Dentro de estas sustuncias o adyuvantes que estimu~
lan una mayor produccién de antiouerpos contra el antfgeno, «
que prolongan el pericdo de foruacién de anticuerpos y una --
respuesta o doais menores de antigeno, estdn los adyuvantes -
completo e incompleto de Freund, que son los méds usados y po=
tentes. (33)

El adyuvante completo de Freund, consiste en una =
eavleidn de aceite cue contiene micobvacterius muertas y wh -
saulsificante, que puede ser un tensoactivo o un detergente,
ol adyuvante incompleto no contiene micobacterias.

" En la mezcla completa de Freund, al afladir el ant{=
geno, se forma por adsorcidn, une emulsién de agua en aceite,
en la oual, cadu gotita de la fase acuosa esta rodeada de una
fase oleosa continua, que contiens las micobacterias muertas,
esta mezcla, al inocularse, produce formsoién de anticuerpos
huzmorales y estimula una reaccién granulomatosa intensa, con
lesiones que consisten principalmente, en acdmulos de histio-
oitos y linfooitos. En loms ganglios linfdticos looales, se ad
vierte un pequeilo aunento de céludas plasméticas, sin embargo
parte de esta sustanoia o mezcla inoculada escapa del sitio -
local ¥y 1lega & Srgance y ganglios linféticos alejados,en los
cuales estimula una respuesta intensa de células plausndticas.
(11,33)

Estas lesiones violentas y persistentes que resule~
tan del uso de los adyuvantes de Freund, han impedido que se
utilizen en el ser humanc, en el ocual deben utilizarse adyu--=
vantes que pucdan ser metabolizados o eliminados,

81 antigeno, se libera de las mezclas con adyuvante
on un perfodo més lento que cuando se udministra exclusivamep
te el antigeno, lo que explica la produccién més duradera de
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anticuerpos, Probablemente los histioeitos en proliferacién,
que se tranaforman en céludas epitenoidea, contribwyan de my
nera inportante a acrecentar la produccién de anticuerpos, «-
oungue e gupons qQue no elaboran anticusryuos, )

Otra opoidn sorfa, que las oblulas innusolégscamen-
te competentes, de manerc inespecifica, sean atrafdas a los =
depbaitos de adyuvante, donde se tnmen "oreparadas o ecbadae“
por el antigeno. (64,65)

Se dosconscs el mevapismo de accidn de loe adyuven=
tos, pero hay dos factoree cocunes a la accién de todos elloss
1) Permiton 1a persietenoia del antigene y, -

2) Desencadenan resccidn inflamatoria local de células que ==
participan en la foruaciln de anticuerpos. {(11,33)

Para estimular la inmunidad bwmorsl, oe prejaré un
hosogenade do cisticercos completos con solucién ealina isot§
nica al 0,85%, en alfouotas de 0,5 nl. de homogenado mezelado
con 0.5 ml, de adyuvante ocompleto de Freund y, se inoculd en
oconejos oon el siguiente esquesa de inmunizacidéni
SRUANA DIa VIi DB INOCULACION

1a, 100 0.25 al, en cojinete plentar derecho,
0.25 ml, por via intramuscular,
0,50 al. por via iatraperitonsal.

2a, . 8o.. 0.25 ml, en cojinete plantar izquisrdo
0,25 ol, por via suboutdnea,
0,50 ml, por via intragpuscular.

3a, 150, 0.50 al, por via suhcutdnea,
0.50 ml, por via intramuscular,

4a, 220, Sangrado a blanoo,
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Antes de cada inoculacién, los animales se sangra--
ron por puneibn cardinca par: obtener aproximadamente 5 ml de
sangre, se sopard el suero y eo realizaron las siguientep =--
pruebas inmunoserolégioas: inmunoprecipitacién y hemaglutina-
¢ién indirecta, (40)

Hemaglutinacién Indirecta. (HI) Microtécnica

Fundamentos

La hcmglutinaoidn indirecta o pasiva (HI), eo uwna
téonica para la identificacién de antfgenos y la seaicuantifi
cacién de anticuerpos, en la oual los glédbulos rojos de carng
r0 0 humenos tipo "O", se utilizan somo soporte para fijar a

= superficie casi todos los polisacdridos y clertas protei-
nas antigénicas, Esta cualidad se inorementa cuando los eri--
trocitos son tratados con #oido tdnico,logrando que, mediante
"atracciln elestrostética se una al antigeno o blen por uniénm
covalente ant{geno-oritrocito usando glutaraldehido, presen--
tdndose la aglutinacilén cuando se ponen en contacto con inmu-
noglodbulinas eapecificas,

Para senicuantificar las inaunoglobulinas contenie~
das en una nuestra, se hacen reacoiopar diluciones seriadas -
del suero oon cantidades constantes de una suspensifén de eri-
trooitos sensibilizados con un antf{geno especifico; la dilu--
¢16n mfo alta del suero gue determina une aglutinaciénm clara,
se coneidera como punto final de la reaccidn y representa el
ti{tulo de anticuarpos.

Como algunos sueros humanos contienen antiocuerpos =
heterSfilos capaces de aglutinar eritrocitos de carnero, se =

. debe inoluir un control de los mimmos eritrocitos tratados =~
oon dcido tdnico sin censibdilizar, Si existe aglutinaoifn, la

prueba ss repite con el suerc previanmente adsorbido con eri==
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‘trocitos de carnerc tratados con 4eido tdnico. (40)

Naterials
Mdcropipetas de 0.05 y 0.025 ml,
Wicrodilutores de 0.05 ml.
Placas de miorotitulaciln con pozas en U
Tubos de centrifuza obnicos de 15 ml. graduados,
Pipetas de 0.2 y 0.1 ml,
Pipetan de 5 y 10 ml,
Pipetas ocapilares con dulbo,
Vasos de precipitados de 50, 100 y 200 al.
Matrags volunétrico de 100 y 1000 ml,
Hatrags Erlenaeyer de 50 y 125 ml,
Gradilla, ’

Iquipos
: Contrifugs clinica.
Batio Maxia & 37¢ y 569 C
Agitador Boherner.

Reactivost

Solucién anticoagulante de oitrato de sodio al 3.8 ¢

- Disolver 3.8 g de "JCGH 0.’ en 100 nl. de agua destilada. «
Esterilizar en autoclave a 1219C, 15 lvo, de preaién, durag
te 15' ¥ se conserva en refrigeracién.

Solucién concentrada de fosfato se sodic dibdeice 0.15 mol/2,

- Disolver 21,3 g de Na HPO, en aproximadamente 500 zl. de -
agua destilada en un matras voluzétrico y se afora a 1000 -
nl. .

Solucién concentrada de fosfato de potasio monobdsico 0,18 ==

aol/litro,

= Disolver 20.4 g Qe m2y04 on aproximadamente 500 ml.de agua
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deptilada en un matraz volumétrico'y se afora a 1000 pl,.

Solucién de cloruro de sodio 0.15 mol/litro,

- Disolver 8,8 g de NaCl en aproximadimente 500 ml, de agua =
destilada en un patrag volumétrico y aforar a 1000 ml,

"Solueién ealina amortiguada con fosfetos (SSAF) pH 7.2 fuerza

iénica 0,15

~ Se mezolan las giguientes goluciones:

Sol.de NaCl 0,15 mol/litro . 100.0 1,
Sol, de NaphiPO, 0.15 mol/litro 24.0 ml.
Sol, de KH,PO, 0,15 mol/litro 76,0 ml.

ajustar el pH & 7.2

8olucién salina amortiguada con fosfatos (SSiP) pH 6,4, fuer-
za i6nica 0,15

~ Se mezclan lag siguientes nolucionu:

8ol, de NaCl 0.15 wol/litro 100.0 al,
Sol. de Ia,lPO, 0,15 mnol/litro 32,3 ml.
Sol, de KH,P0, 0.15 m0l/litro 67.7 nl.

ajustar ¢l pH & 6.4

8olucién de 4oido tdnioo 1:20 000

= Posar 0.1 ¢ de do1do tdnico y se disuslven en 100 ol, de -
SSAP pH 7.2 (dilucidn 1:1 000).
Pars preparar ls dilucién 1120 000, se touzan 2 1l, de la =
soluoidn anterior y se agregan 36 ml, de SSAP nH 7.2

SSAY pH 7.2 adicdonudz al 1% de suerc nomual ds oconojo,

Métodos

Tratamiento de ¢lébulos rojos con feido t4nicos

- Llos glébulos rojos suspendidos en citrato de sodic 3.8 ¢, =
se lavan tres veces con SSA? pH 7.2, centrifugando 2 2000 =
rpix durante 15' cadn vez,

= Se mide el paguete celular y se hace wnu sua.eneién de 2.5¢
agregando 4 ml. de SSAP pH 7.2, por ozda 0.1 nl, de paquete
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de glébulos rojos,

= En un tuvo de ensayo se toman 4 ml. de la euspensién de eri
trociton al 2.5% cuidando que la suspensién este perfecto--
mente homogénea,

~ Se agrega w1 volumen igual de 4cido tdnico 1:20 000,

=~ Se¢ inouba la mezcla en bafio de agua a 37°C durante 15°,

= ¢ centrifuga & 2000 rpm durante 5', se retira el sobrenas==
dante con una pipetn capilar,

= Se resuspende en SSAF pH 7.2 y se vuelve a centrifugar 5°',

= Se retira el sobrenadante y we resuspende el paquete de glf
tulos rojos en 4 ml, de S5AF pH 6.4, para tener nuevamente
la suspensién al 2,5

Sensibilizacién de los eritirocitos con anti;enost

- Log eritrocitos tratadon con fcido ténico se ceneibilizan -

. agregando un volunmen igusl de la dilucién éptima de antige-
no en S5AF pH 6.4; tomar 2 ml, de la suspensién de células
tratadas con 4oido tdnico al 2,5% y agregar 2 ml, de la d1-
luoién Sptima de antizenoc.

= Incubar la mezcla en bufio marfa a 3790 durante 15°.

= Centrifugar durante 5' a 2000 rpo,

= Decantar el sobrencdante y lavur las células dos veces por
centrifugaciép a 2000 rpm por 5' con SSAF pH 7.2 con euerc
de conejo al 15,

= Cenirifugar nuevamente durante 10'. pare obdtener el paquete’
de glébulos rojos.

= S0 ajusta el paquete de oélulas al 1.55%, resuspendiéndo en
3,3 ml, de SSAPF pH 7.2 adicionada de suero normal de conejo

= Los 2 ml, de eritrocitos tratados con £cido tdnico oin sen-
sibilizar, se ajustan a una ooncentracién de 1.5%, en SSAP
pH 7.2 adicionade de suero normal de conejo; centrifugar, -
retirar el sobrenadante y agregar 3.3 ml. de SSAF pH 7.2 a-
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dicionada de suero normal de conejo,

Determinacidén de la concentrocidén ptima del antigeno.

- Se preparan diluciones del antigeno en SSAP pH 6.4, por ej,
1520, 11403 1180, 1:160, etc,

= $e pensibilizan los ;lébwlos rojos con cada dilucién de an-
tizeno como se indicé anteriorments.

= Se prueba con wun suero positivo y oiro negativo, cada una =
de las suspensiones de eritrocitos sensidbilizados oon las =~
diferentos diluciones dol antfzeno., La més beja diluoidn —-
del antf{geno que preporcione el titulo més elevado con el =
suero inmune y no reacclone con el suerc negcativo, se consi
derurd el &ptimo, '

Desarrollo de la pruebat .

= Se inactivan los sueroca prodlema n 56°C duranie )0' para --

. descomplenentar,

- Zn todas las excavaciones de 1a placp de microtitulacién se
agrega con una micropipeta 0.05 ml. de 3SAF pH 7.2 con sue~-
0 normal de conejo al 1%,

= Se carga el miorodilutor con 0,05 ml, de suero problema y -
cvlocarlo en la primera poza; mesclar perfectiaments y trang
ferir 0,05 al. & 1a poza siguiente y as{ sucesivaments has~
ta la Wltina posa de la hilerm donde se descartan 0.05 ml,

« Se coloca la placa en el agitador Boherner de 1 a 3¢,

= Se deja reposar la plaoa 2 temperatura ambiente durante 2 a
3 horas,

= Hacer la lectura,

Qontrolen requeridos:
Control del diluyentet
~ Se depositan 0,025 ml de SSAF pH 7.2 adicionada de 1% de sug



ro normel de ¢onejo en una hilera de pozas y se agrega ,025
nl., de la suspensién de células sensibilizadas al 1.5%, en
‘egtas pozas no deberd observarse aglutinacién,

Conirol de sueros:

- Se prueban las mimmas diluciones del suero problema con eri
trooitos sin scnsibilizar pura ver la presencia de anticuer
pos heteréfilos.

« Se hacen las miamns diluciones del suerc conirol positive y
se agregan 0,025 ml, de eritrocitos sensibilizados & cada =
una de las pozas,

=S¢ realiza 1o nisma operacién con un suero negativo conocido.

Interpretacidéns

- Ia diluoién mde alta de suerc que muestra une olers hemagly
tinacién, se considera como punto final de la reaccibn y re
presenta el titulo de anticuerpos.

= Se debe obtener en cada prusbe un valor a.roximedo al t{tu-
1o del suero oontrol positivo y no debe haver reaccién en ~
ninguna de las pozas con el suero negative,

= lag dilucionea del suerc prodlema no deben pregentar reacs=
cibn de aglutinacién, con los eritrocitos ein sereibilizar,

« 91 existe aglutinaoién, la prueba se repite con el suero --
previamente adeordido con eritrocitos de carmero ein ecensi~
bilisar. (40)



-59 -

CAPITULO III,
RESULTADOS Y DISCUSICHN,

Los resulindos obtenidos en la detorminacién quimi-
ca de loa ant{genos (cuadro I), demuestran que los ant{gence
somdtico campleto e incompleto (ASC,ASI), as{ como los de es-
cblex y pared vesiocular (AEX,APV), al ser sometidos s difdi--
sis presentan una baja considerable en el contonido de protef
nas y carbohidratos, debido posiblemente u uno conteminaciln
con log reactivos utilizados en el método de extraceién con ~
Sacarosa=-Acetona en el cago de los ant{gencs scméiico comple=-
to e inoompleto (4ASC,ASI) y por el coatacto exhuustivo con ==
PBS pH 7.2 en la obtencibn de los antizonoe de escllex ¥y pa==
red vesiocular (AEX,APV), En tante que, los ant{gencs de fluf-
do vesioular (AFV) proceasndo cin adleidn de reactivos y la.rg
coleccidén de las exoreciones y seorsciones del parfeito por -
inoubacién con SSI al 0.85% (AES), la pArdida de sus componep
tes quinicos no es significativa, por lo que son quizd los ag
t(gonoa ads representativos para el diagnéetioo,

cuvaAadRnro I

EFEOTC DEL PROCES0 UE DIALISIS SOBRE SII8 ANTIGHICS DE (YSIl-
GERCUS CELLULOBAE B RELACICN COR EL CQNTENIDO D PACT

CARBOMIDRATOS,

. FROTEINAS CARBORIDRATCS
ANTIGENO 4.D. D.D. A.D. D.D
AS T 290 . 1,30 0,40
AS1 1.70 é,g-} 1.05 0.4%
ABS 1. 1,61 0.18 0.¢0
ARV 2.% 2,00 1.50 0.6C
AEX 2,90 1.94 1,52 1.10
APY 2.40 1.61 1,20 1.10
A,D, ANTES DE DIALIZAR D,D., DESPUZS DE DIALIZAR

L0S RESULTADOS TSTAY EXPRESADOS &I mg/ml.
DETERITNACION -DE PRCTEINAS SZGUN LOWHY.
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la reactividad inowioldgica de los antigenos fue dg
terminada por hemazlutinacién indirecta (HI), donde la dilu-~
cibn 8ptinma mds baja se encontrd en los anti{genos somdtico in
completo y de excresiones y secresiones (ASI,AZS) con 1740 y
11160 respectivamente (cuadro II); tanbién se observa que.los
ant{genos somético completo, de flufde vesioular y de oscélex
(ASC,ARY y AEX) presentan ls dilucién Sptima ndo alta 11640 y
para el antigeno de pared vesicular (APV) 131320 dando titulos
de dilueién de anticuerpos de 1:1024 a 1314096, utilizundo co=
mo control poeitivo suero innune de conejo odtenido mediante
1a inooculacién de un hamogenado de cisticercos completos oon
88T al 0,857 on alicuotam de 0.5 ml, mezoladas con 0,5 ml, de
adyuvante completo de Freund, siguiendo el esquema de iamuni-
zacién descrito anteriormente.

CUADRO II

TITULO DE DILUCION DE ANTIGENOS Y ANTICUERPOS XV HESIAGLUTINA-

CION INDIRECTA DE 10S SEIS ANTIGENOS DB §. CELIUIOSAR.
ANTIGENC DILUCION DEL ARTIGENO - DILUCICN DEL SUERO,
AS8C 1 1 G40 1.3 2048
A81 1: 40 1 1 2048
AES 1t 160 1 3 4096
ARY 11640 11 4096
AERX 18640 1t 1024
APV 11 320 1 3 2048

la rospuesta humoral en suero se detecté utilizando
las siguientes técnicas: iomunodifusién (ID), inmunoelectrefo
resis (IE) y contrainmunoelsctroforesie (CIEF) después de ca-
ds inoowlacidn, e indicaron que la respuesta humoral frente a
los ant{genos somético completo, incompleto, escélex y pared
vesicular (ASC,ASI,AEX y APYV) aparecfa entre ls tercera y —~=-
cuarta semana y para los ant{genos de fluido vesiocular y ex--
oresiones y seoresiones (AFV,AES) la respuesta se preaents ep
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tre la sesunda y tercera semana (figura I), donde ae nota gue
por el método de Ouchterlony (ID) se detecta un mayor ndmero
de bandas de precipitacién que en la contrainmwnoelectrofore=
ois (CIEF), esto es debido a que no todos los comzonentes de
- los antigenos poseen cargas negativas, bajo las gondiciones =
empleadas, por lo que se c¢onsidera en base a la propiedad de
difueidn de los antisenos, gue la inmunodifusifn (ID) es wna
téenica més sensible que la contrainmunocelectroforesis (CIE¥)

2n los resultados con la prueba do innuncelectrofo
resis (IE), se detectan diferencias entre los antizenos, pero
no se puede hacer un anflinis exacto del nlimero de sintemas -
antigeno-anticuerpo de &stos, debide a lu proxinidad entre -~
los arcos de precipitacién que no permitié cistinguir st estd
presente uno o mda eistensas, )

FIGURA ¢
[1+] CIEF
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Sin émbargo, en el estudio inmuncelectroforédtico se pueden ha
cer las sizuiontes observaciones:
Tanto el ASC cowo el ASI muestran diforencias en cuanto al nf
mero de arcos de precipituciénm, esto es debido a la ausencia
del fulfdo vesicular en el ASI, por lo que no induce unz res-
puesta izual a la del ASC,
Il APV al reaccionarcon el suero inmune y comparar la respueg
ta que produce con ol ASC y el ASI, muestran dos arcos de pre
cipitacién con las mirmas caracteristions que el ASC pero mda
intonsas, confirmando la presencia del flufdo vesicular en el
4SC y un arco de precipitacibn sinilar al ASI debido posible-
mente a la existencia de regiduos de la pared vesioular para
producir una respuesta parecida a la del ASI,
El AES presenta ¢l miemo tipo de reaceidén que el APV y haoe -
pengar en la poeible presencia,ain en ninimas cantidades,de -
flufdo vesicular para inducir una respuesta similar,
Los AEX y APV reaccionan de maaera parecida al ASI aunque con
un mayor ndmerc de urcos de precipitacién que poasiblemente se
encontravan presentes en el ASI poro fueron eliminados duran-
te el procesc de extraccidn, esto demuesira que existe una ag
tividad inmunolégica conprometida entrs los componentes del -
soma haciendo motoria la ausencia de arcos de precipitaocién =
sinilares con el APV y el ALS. '
Es importante notar la exisioncia de un sistemc isoeléotrico
rresente en todos los antigenos debido posiblemente a las cop
diciones de pH utilizadas en el corrimiento eleotroforético.
Zn general, se demuestra que un homogenado total de
cisticercos es eficaz para inducir respuesta humoral e identi
ficar a loo antfgenos como porciones bien definidas del paré-
sito, asf como comprobar una respuesta semejante entre ellos,
Despuéa de oconocer la actividad sntigénica y la oog
centracién quinica de los antigenoa totales, ae fraccionaron
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lan proteinas existenten ci los extractos nor precipitaciones
con (1!H4)2SO4. de acuerdo a la Tabla I, en concentraciones =
iniciales correspondientes a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
¥y 90 ¢ con el fin de evitur voluzenes iguales de aal, siguien
do el método descrito anteriormente,

Estas fracciones de protefnas yrecipitadas con gul-
fato do amonio, se sometieron a diflisis exh:ustiva para exe=
oluir los sulfatos precentes y posteriormente detemaipar el ~
contenido de proveinas de cade fraccidn, los resultados que -
se obtuvieron (cuadre III) demusstran que, los antfgencs reng
cionan de manera semejante al entrar en contacto con la sal =
presentande una mayor concentraciés de rrotefnas al iniciar -
el fraccionamiento pero ain establecer un putrén que relacio-
ne el contenido de proteinas inaclublen con le cantidad de -~
sal agregada ya que éeta varfa de acuerdo al anticeno,

. .
o ots e &

o e
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la reactividad antigénica de estas fracciones obte~
nidas en la preeipitccién con (NH4)2804 se detecté por inmung
difusién (ID), inmuncelectroforesis (IE) y contrainmunoelec=-

troforesis (CIEF) utilizando como control positivo suerc inmyu

ne ‘de conejo obtenido mediante inmunizacién previa,.

En el caso del antfgenc somdtico completo (ASC), fi
gura 11, la respucsta en inmunodifusién (ID) indicé la presen
cia de doa cistemas ant{geno-anticuerpo entre las fracciones
10 y 80 y un eélo sistema para la fraccifn 90 en comparacién
con la reapuesta del ant{geno total y el residuc de la mueg=-
tra de ant{geno precipitado, lo que demos_tr6 lu antigenioidad
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de las proteinas exisiontes en lao fracciones y por la reaces
eién en controinmunoelectroforesis (CIEF) quo poseen carga ng
gativa, en inmunoeleciroforesis (IE) se separ§ wn sistema an-
tigeno-anticuerpo de manera semcjante en todas las fracciones
con excepeién de la fraccidn 20, debido posibleuente a que e~
las protefnas que contiene sean muy solubles y se hubiesen =
desplazado répidamente distribuyéndose a 1o largo de la placa
durante el tiempo de corrimiento elesctrufoxréiico de manera =-
que la concentracidn del antigeno no fué suficiente para for-
marse la reaccién,

Los resultedos obienidoe pare detectar la actividad
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antigénica de las fracciones separadas del antigeno de fluldo
vesieular (AFV), figura III, demostraron que en inmunodifu=es
pibn (ID) todase las fraceiones contienen protefnas con la pro
piedad de difundir y precipitar al .eacontrarse ¢on el anti-=-
cuerpo especifico, guardando una relacién de identidad entre
ellas como con el antfgzeno total y el anti{geno precipitado; =
por la reppueste en CIEF estas protefnas demostraron tener --
cargas negativas y en IE los resultados presentaron un siste-
oe ant{geno-anticuerpo para las fraccivnes 10,50,60,70,80 y -
90, en las fracciones 20, 30 y 40 lo ausencia de arcos de prg
cipitucibn posiblemente sea debido a la solubilidad de las =
proteinas que contienen,

En el ant{geno de esoélex (AEX),figura IV, 105 re--
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sultados demostyraron que todas las fracciones en relacibn con
el ant{zeno total y deo la muestra precipitada contienen dos -
cistemas entf{zeno-anticuerpo on ID y por la respuesta en CIEF
tienen carga negutiva, en IE ce aislaron dog sistemas para =
lae froceiones 30, 40, 50, 60, 0.y 90, y un sistema en las -
fracciones 10, 20 y 70,

De acuerdo a estos resultados, los antfgenos somfti
co oompleto, de flufdo veeicular y de escblex (ASC,AFY y AEX)
guardan una estreche relacidn en sus respuestas debido a loe
componentes que los forman; en IE, el antigeno de flufdo vesi
cular (AFV) presenta un arco de precipitacién corto, bdien de=
finido y caracterfstico que por el contenido de protefnas pue
da ser debido a un mismo componente antigénioo presente en tg
das las fraccicnes (cuadro ITI); en los antfzenos somético == .
completo ¥ de escélex (ASC,AEX) el contenido de protelnas es
variads, sin embargo, las fracciones presentan arcos de preci
pitacién seaejantes, aunque el AEX posea mayor reactividad ag
tigénioa y por tanto un mayor nimerc de arcoe de precipita=--
cién, puede suponersc gue la respucsta en el ASC se deba en ~
parte a los escblices y en otra al flufdo vesicular, dapdo en
conjunto una respuesta, ademés de que el contenido de protef-
nas en el ASC es menor que en el AEX, definitivamente el métg
do de extraccibn utilizado para la obtencién del antizeno mo-
mético completo (ASC) influye en la actividad antigénica do -
&ste, de tal manera cue el antigenc de flufdo vesioular (APV)
y el ant{geno de escélex (AEX) presentan wune mayor renctivi-
dad antigénica.

Las respuestas en la deteccidén de la actividad anti
génica de los antigenos somdticos incompleto, de exoresiones
y secrcaiones y de pared vesicular (ASI,AES y APY) se mantuvo
de nmanera semejante en el occso del ASI el contenido de protef

" nas (ouadro III) es muy baja y en las fracciones 30, 50, 70.¥
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90 no son detectables por el método de Lowry, en la actividad
antigénica de estas fracciones (figura V) la respuesta en ID
e nuy d4vil después de 48 horas y en la tincibn de plecas pa
san inadvertidas, en CIEF las bandas de precipitacidn se per-
civen débilmente con corga negative y en IE la respuesta sélo
©e lleva a cabo con lu muestra precipitoda de antigenc y las
fracciones no se detectan, afn en las fracciones 10 y 40 con
200 y 130 mog/ml de protefnas respectivamente, posiblemente =
entas protefnus corresponden & la pured vesicular de los cis-
ticercos y gean sclubles, adexda que éate antigeno tamdién se
obtuvo por el método de sacarose-acetona de manera que su ac-
tividad entigénica se vea dimminuida,
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El AES estd conetitufdo por los productos interme~-
diarion del metabolismo del pardsito’de tal maners que el cop
tenido de protefpas {euadro III) en las fracciones geparadas
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de la precipitacidn con sulfato de amonio gpresentan concentra
ciones bajas, debido a que éstas proteinas tienen la caracte-
ristica de ser solubles, en la ID se observa la foraacién ‘de
un sistema antfgenc-anticuerpo en relacién con ol antigeno to
tal y la nmuestra de ant{geno precipitado, en CIEF la respucs=-
ta indica que 4stos oisteman estdn trabajando con cargas nega
tivag, en IE la respuesta o6lo se detecté on el antigeno pre-
oipitado con lo que se confirma la solubilidad do las proted-
nas presentes en las fracciones, figura VI,
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FIGURA VI

La respuesta en ID del antigeno de pnred vesicuvlar
(APV) presents la formacién de dos siotemcs antigeno-anticuep
po en las fracciones 10 a 60, en tanto ¢ue ias fraccionee 70,
80 y 90 resultaron negativas, en CIEF la recpuesta ¢s muy dde
bil para todae lug fracciones 1o que permite .svponer que las
proteinas presentes en las fracciones 70 y £0 que no son de—-
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tectables por el mdtodo de Lowry poseen carzas negativas, pe~
ro su capacidod de difusidn es nula, en IE las fracciones dan
reopuesta negativa con excepoibn del ant{geno que presenta --
doo» sistenss antfgeno=-anticuerpo, figura V1I, el contenido de
protednas (ouadro III) es muy bajo, debido posiblemente a que
son muy solubles por pertenecsr a la pared vesicular del pard
aito,
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En general, los ant{gence sondtico completo, de «=e
flutdo vesicular y de esellox (ASC, AFV y AEX) demostraron tg
ner una mayor reactividad antigénica en la primera etapa de -
purificacidn,

En cuanto ol tftulo de dilucién de las fracciones -
obtenidas en el antigeno somético incompleto, de excresiones
y secresiones y de parsd veoioular (ASI, AES y APV) las dilue-
ciones nde vajas en todao las fracciones estuvo entre 1:40 a
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1:80 para el t{twlo m4s alto de dilucién. de anticuerpos entrs
1:2 a 1:8, en tanto que, parc las mueairas precipitadas de cp
da antfgeno le dilucién méds alta de anticuerpos se presenté -
en 1:4 para el ASI, en 11256 pora el AES y 112048 pers el APY
estos resultados se expresan en el cualdro IV-A.
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20 ol antigeno somético completo, de fluido vesiou-
lar y de egoblex (ASC, AFV y AEX) el tftulo méo Yajo en la df
lucién de las fracciones estuvo entre 1120 a 1:80 con un titu
lo mds alto de anticuerpos Qe 134 a 112048, (ovadro IV-B) dop
de se observa que las muestras do ant{zenc precipitadas tiee~
nen una diluciln entre 1120 & 1380 con titulos de dilucién de
anticuerpos entre 1:11024 o 114096, In estay fracciones 86lo =
ss practicd hemeglutinacién indirecta (HI) a las que presents
ron una mayor reactividad en inuuncprecipitzcién, tomando en
cuenta tanvién el contenido de protednzs {ouadro III),
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De acuerdo u lus caricterfeticas de las frapeicnen
separadas en los procesoa anteriores, se eligié una resinn og
tidnica sintética a bose de estireno y divinilvenceno (X=B03)
de Anberlita IR=120, resina de adicin que trabaje con =503
como i6n fijo utilizando como ién intercambiable NH"'. ¢on un
mallaje de 20 & 50 (0,90 ~ 0,30 mu1) para soparar loas compomep
tes antigénicos de las fraccionss por intersanuio iénlico, en
columna X 9/30 siguiende el método deasrito anteriomments.

CUADKO Iv *»
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Las fraccionss obtenidas d¢ cada antigenc que resul
taron tener una mayor reactividad antigénica en la primera --
stapa de purificacifn, se seleccionaron para fracciopnarlas =
por oolumna eapacada con Ambaerlita IR=120, tomando oomo boaw
loe resultados obtenidos en heaaglutinaocién indirecta (HI) -
por ser la técnics utilizada mis sensible; en el caso del an=
tigeno somftico incompleto (ASI) las fracciones 10 y 80, del



73 -

antf{geno de excreciones y secreciones {AES) fracciones 10 y -
€0, del antigeno de pured vesicular (APV) fracciones 20 y 30,
(cuadro IV=A); del untfgeno somdtico completo (ASC) fraccio--
nes 10 y 20, del anti{genc de flufdo vesicular (AFV) fraccio=-
nes 10 y 80 y del antfgeno de esoblex (AXX) fracciones 20 y =
30 (ouadro IV-B), as{ como las muestras de cada ant{geno pre-
cipitado, utilirando 1 ml, de caidn fraccibn y cada antigeno -
para eluirlas en 60 ml. de solucién mmortiguada de aceiatos =
pH 7.2, en 40 gotas por minuto, recoleoctando 4 ml, por tubdo,

Las fracciones coleoctadas se reconcentraron para --
leer ol contenido de proteinas a 280 am., en el caso del ASC,
grdtioa 1, el perfil cronatogrdfico correspondiente a la mueg
tra de antigeno precipitudo.(ASC pp) mostré lu preseucim de -
cinco conponentes protefoos, la fraccidn de ASC 20 presents =
ouatro componentes proteicos de manera semejante al A3C pp y
un cooponente distinto, en la fraccién de ASC 10 se encontra-
ron dos somponentes protefoos similares al ASC pp.

En ol perfil oromatogrdfico.del antigeno somftico -
incompleto (ASI), grifica 2, se enoontré un componente protef
co de forma semejante tanto para el antfgeno precipitado como
para las fracciones ds ASI 10 y ASI &.

) El menor contenido de proteinas se deteots en el --
pertil cromatogrdfico del antigeno de excreciones y secrecioe
aes (AES(, grdfica 3, donde gso encontraron cuatro componontu“
protefcos para el antfgeno precipitado (AES pp)-y en las frag
ciones de AES 10 y AES 80 se encontraron tres componentes ore
teicos de 1loo cuales dos #on similares a los d0s primeros oop
ponentes del AES pp y un componente final de caracteristica -
distinta,

En ol antigeno de pcred vesioular (APV), gréfica 4,
se detect un componente protefco ssmejante entre el antfgeno
preoipitado (APV pp) y las fracciones de APV 20 y APV 30, eon
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un componente protefco aislado en el APY pp, este perfil oro-
natogrifico tiene las mismas caracterfsticas que el obtenido
para el antigeno somftico incompleto (ASI), gréfiea 2.

El perfil cromatogréfico correspondiente al antige-
no de esoélex (AEX), grdfiocn 5, mostré tres componentes prow-
tedcos para el antfgeno precipitado (AZX pp) y un componente
para las fracciones de AEX 20 y AEX 30 de forma semejante al
priner componente del ant{geno precipitado.

En el casc del antfgeno de flufdo vesicular (AFV),
gréfica 6, el perfil cromatogrdfico del ant{gcno precipitado
APY pp, present tres componcntes protefcos, en tanto que, la
fraccién de APV 10 mostré trec componentes de los cuales ablo
uno ge identifica con el AFV np y en la fraccién de APV 80 se
encontr$ un componente protefco similar al primer componente.
del antigeno precipitado APV pp,

La actividad antizénica de los oomponentes peotef--
cos do las muestras de entigenos precipitados, se probd en ip
munoprecipitacién (figura VIII), donds solamente los tubos og
rrespondientes al primer components protefco, grificas 1 al 6
del perfil cromatogrifico de oada antigenc, presentaron resee
puesta; en la prusba de inmunodifusién (ID), e detectd la --
tormncién de dos sistemas antigenc<anticuerpo de manera seme~
jante pero de mayor intensidad en los #ibos némero 2 que en -
los tubos ndmero 3, lo que demuestra la posibilidad de tratap
o¢ de una proteina idéntica, en immunoelectroforesis (IE), el
oéoero de sistemas antizeno-antiocuerpo dieminuyé en relacién
con los extraotos crudos y con poca variacién respecto a la -
prinera etapa de purificacién (precipitacién con sulfato dec =
amonio) . '

En base a los resultados en ID las muestras que se
provaron en IZ corresponden a loe tubos nimero 2, correspofie=
dienten & los antigenos precipitados,
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Los subas sdlectados que corregsponden a cada una de
las fracciones de antizenos, no presentaron respuesta en inay
nodifusién (ID) y en inmunoeleciroforesis (IE), posiblemente
e8to- son debido a la diferencia de concentracién entre lag ==
fracciones colectadas y el control positivo utilisado en las
pruedas 1o que podria interferir on la difusién de la_s protai
nas de uanera que la formacibn del sisiema antfgeno-anticuer-
po sea nuy rdpida y pase inadvertida,

En contrainmunoelectrofiresis (CIEF), figura IX, 39
detacté respuesta en los tubos ndzero 2 de las fracciones lo
4SC 10, ASC 20, AEX 20, AFV 10 y APV 80, en la fraccién de ==
ARX 30 1a respuesta se detectiS en el tubo ndmero 3, ademfs de
los tubos niémero 2 de los antfgenos vracipitados,

En ouanto al tftulo de dilucidn de las frucciones y
de los antfzenos precipitados (cuadro V) las diluciones mds -
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FIGURA IX

CONTRAINMOELECTROFORESIS A FRACCIONES
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1.= Dubo 2 de APV 20 1.~ Tubo 2 de ASC 10
2,= Tubo 2 de AFV X0 2.= Tubo 2 de ASC 20
J.= Tubo 2 de APV pp J.= Tubo 2 de ASC pp
4,= Tubo 2 de AEKX 20 4,- Tubo 2 de ASI 10
5.= Tubo 3 de AZX 30 5= Tubo 2 de ASI B0
6,= Tubo 2 de AEX pp 6.= Tubo 2 de ASI pp
7.~ Tubo 2 de ATV 10 Te= Tubo 2 de AES 10
8. Tubo 2 de ATV &0 8.= Tubo 2 de AR3 80
9e= Tubo 2 de AFV pp 9= Tubo 2 de AES pp

bajas fueron pora-10s antigenos somdtico completo y somitice
incomploto de 1:20 para el ti{tulo m4s alto de anticueryos en-
tre 1:64 y 1:256, en tanto que los demfs ant{genos tuvieron =
un tftulo de ailucibo de 1:40 para un titulo de anticuerpos =
entre 1164 y 1:512,

El tftulo de dilucidn de todas las fracciones de ap
tigenos o8 de 1110 para obtener un titulo éptimo de anticuer-
pos entre 1:512 y 131024,

Estos resultados demuestran que, por la metodologia
sopleada es posible obtener a partir de los extractos crudos
o antigencs totales de Cysticeroup cellulopme, fraccionas prg
tefoas antigénicomente mde reactivas, con cierte pureza para
ser utilizadas en el diagnéetico de it cisticercosis humana,
ya que e ha comprobado su actividnd antigénica a bajas con--
centraciones de protefnas, lo que aumenta la gensibilidad en
las pruebas inmunoserolégiocas,
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CUaAaDRO'V

TINULO DE DILUCIOH DI ANTIGENOS FRACCICIADOS ¥ D& A TlCUE}.EOS
POR HH.AGLUTIIIACI(M Il-DJ RECTA,

" ANTIGENO . AR o
FRiCCTOMADo ~ DIMUCION DEL Am-zqmo DILUCION DEL SUERO.
ABC 10-2 1110 11 1024
ASC 20-2 1:10 S 11 512
ASC pp-2 1120 1125
~ ABT 10-2 13510 . . HEGATIVO
ASI 80-2 1:10 NBOATIVO
ASI pp-2 1:2 1164
AES 102 13110 . HIGATIVO
AES B80-2 1110 RGATIVO
AES pp-2 1: 0 . 1164
APV 20-2 1110 VBGATIVO
APV 30-2 13110 . : !rmanvo
APV pp-2 1:40 - s 512
ARX 20-2 1110 11 9024
AEX 30=} 1:10 1t 1024
AEX pp-2 11 40 St 51
APV 102 1110 11512
AW 80-2 1110 11 512
A¥V pp=2 113 40 18512




CAPIIULO IV,
RESUMEN ¥ CONCLUSICHES, -

La eisticercoois humana es una perasitosis produci-
da por el esctado larvario de Taepia golium (Cysticercus cellu
logas), de distribucién coamopolita, es-una enfermedad de di-
20l diagnéatico debido a varios fuctores, entre ellos, la -
" capacidad del pardoito de adaptarse al hubeped, la falta de -
sensibilidady reactividad y especificidad de las prucbas inmu
noserolésicas utilizadas y & la gran variedad de ofintomns que
presenta la enfermedad,

Entre los factores que contribuyen o esta variabili
dad en la sintomatologfa, estdn los estados agudos o crdnicos
de 1a infecoidn debidos a las etapas de maduracién del cisti-
cerco, el ndmero de pardsitos, su locmlizacién y la reeccién
de la estructura cerebral u la presencia del cisticerco; Lom-
bardo y Mateos {37), en base a la varisdad de sintomas y a la
localizaoién anatémica del pardoito clasificen la cisticerco-
eis en ocuatro gruposs 1) Casos asintomdticoms, 2) con signos =
localizados, 3) con incremento de presién intracraneal y 4) =~
los tipos mixtos (signos localizados con inoremento de la "prg
#ién intracraneal),

La baja utilidad dimgnéstica de las pruebas inmuno-
serolécicas en la cisticercosis humana posiblemente se deba -
al uso de extractos crudos o antfgenos totales de Cysticercup
gellulosue, ya qus algunas de estas sustancins antigénicas --
que pertenecen al soma del pardsito no inducen la produccién

. de anticuerpos durante su fase evolutiva sino hasta que entra
en degeneracién, pero que ests presentes en los extractos o}
tenidos del parfsito, ademfs de que pueden producir oiertas =
reacciones cruzndas o inespec{ficas al compuriir determinape=
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teo antigénicos con otros perdsitos, por lo que es necasurio

contar con antfgenos mis especificos que podrfan dar como re-
sultado un aumento en la reactividad antigénica, le ¢ue pro~—
porcionar{e una mayor confiabilidad diagnéstica a estas prue-
bas (30)0 .

Este trabajo se realizd con la finnlidad de aislor
la fraceidn o fraociones antigénicamente n4s reactivas a par-
tir de seis aniigenos de Cysticercus ecellulogae, (ASC, ASI, =
AES, APV, AEX y APV) por intercambio idnico en colwmna utili-
sando resina de Amberlita catidnica tipo macroretioular, para
su posterior estandarizacién en técnicas inruncserclégicas ta
les como hemaglutinacién indirecta e inmuwnoprecipitacién y su
poeible aplicacibn en el diagnéstico de la cisticercosis hung
nKe ’

PaTe llevar a cabo el estudio, se anelizé lt compo=
sicidn quimica de los antfgenos utilizados; los resultados =
gostyaron que la concentracién de prote{nas, determincdas por
ol nétodo de Lowry, fué de 0,87 y 2,00 mg/ml y los carbohidra
tos determinados por el amétodo de la Antrona, fué de 0.40 & -
" 1,10 ag/ml (cuadro I) después del proceso de diflisis, donde
s¢ demostré que el método de sncarosa-acetona (40) ao es efi-
cag para la purificacién de loe antigenos somfitico completo e
incompleto, ya que algunos ccaponentes dc eatos ant{ganos se
-plerden por contaminacién al entrar en contacto con lu sacarg
ea y la acetona en el momento de la extraceidn (30),

Para inducir la respuestia humorul, oo preraré wa hg
mogenado de cisticercos completos con solucién sulinu estdril
al 0.85%, se inocularon oonsjos mezolcndo el homogenado Cou =
adyuvante completo de Freund.

" -Con el suero intune obtenido se deternind la activi
dad antigénica de cadn antfzeno mediante técnicus de inounoe~
" precipitacién (figura I), y por bemaglutinacién indirecta se



obtuvo un titulo de dilucién de los ant{genos entre 1140 y ==
1:640 para wn titulo de anticueruos entre 1:1024 vy 114096 —--
(ouadre II).

En base a estoo resultados se procedid a precipitar
las protefnas de coda uno de los seis antfgenos con sulfato -
de omonio de acuerdo a la Tabla I, determinando en cada preci
pitacién la concentracidn de protefnas {cusdro I1I), la reace
tividad antigénica mediante las técnicas de inmunoprecipita-=
cién (tiguras I1I, I1I, IV, V, VI y VII) y el tftulo de dilu=w
oién de antigenos y antiouerpos por hemaglutinacidén indivecta
{ouadro IV=A y IV-B),

De la fracoidn precipituda con sulfato de amonio ==
Que present$ mayor actividad antigénica en las pruebas inmunp
serolégicas se tomé 1 ml. para separarla por intercambio iéni
co en una columna K 9/30 empacada con Amberlita catidniom y ~
se eluyé oon un volumen de 60 ml. de solucidn enortiguada de

_acetatos PH 7.2, 0,15 N,

las fracciones colectadas se reconcentraron para de .
terninar nuevamente la actividad antigénica mediante las prug
bas de inmupoprocipitacibn (figurs VIII y IX), se deteoté 1la
concentracién de protefnas a 280 nm de D.0., 10@ perfiles oxg
matograficos se raportan en las gréficas No, 1 al 6 y el tity
1o de diluoifn de antigenos y de anticuerpos por hemaglutina=
oién indirecta {ouadro V),

Los resultados obtenidos indican que el procedimiepn
o utilizado puede ser renroducible a grandes escalas y obte-
ner fracciones proteicas de antigenos totales de Cysticeroup
gellulogae altamente reactivos a bajas concentraciones de prg
tofnas, ' _

En general, la mejor respuestu ge detecté en la ===
fraccién obtenida on el tubo 2 del precipitado total de todos
los antigenos ( ASC pp-2, ASI pp=2, 4ES pp=2, AFV pp~2, AFV -
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Pp=2 y ABX pp-2), asi como, en las fracciones de lom antfge-
. nos somético completo correapondiente aul precipitade 10 en la
" fraccién colectada en el tubo 2 (ASC 10=2)3 de flufdo vesiou-
_lar precipitado 80 iraccidn obtenida en el tubo 2 (AFV 80-2),
"~y Qe escélex precipitado 30 fraccidn odtenids en el tubo I --
(AEX 30-3), las cuales se proponen para suplearlos en 1lag =--
reacciones inmunolégicas.
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CONCLUSIONRES.,

~ 36 comprob8 que los seis antfgenos de Cysticersus gellulowe
8ag utilizados estdn constitufdos principalmente de proted-
fag y carbohidratos que son responsables de la antigonicie
dad del pardsito, indudablemente existen otros constituyen~
tes, los cunles no fueron determinados en este trabajo pero

posiblenente también influyan en la respuesta innunolégica,

~ Se demcatrd que wi hemogenado total de Cysticercug cellulao-

" pag eotimula reopuests inmunolépion humoral en conejos, obe
teniendo antiouarpos ecspecificos que identifican a los antf
genos oono partss pertenecientes del pardaite,

= En la respucsta do la actividad antigdnioa de los sois antf
genoa de Cysticercus cellulosae ase encontraron sistemas an-
tizeno~anticuerpo conuncs satre ellos, sin enbarzo en los -
ant{genos somdtico completo e incomplete {(ASC y ASI) 1a reg
puesta indica la pérdida de componentes antigénicon debdido
poaitlenonte al método de sacarosa-acetona, por 1o que se =
pudieran prover otros métodos de oxtraccidn.

= Se denoatré que la metodologia empleada en la extraceidn de

loa antigenos de G, gellulogae es reproducible para obtener
fraceiones purificadas antigénicamente mée reactivas a grap
dec escalas,

~ las Iracciones purificadas demostraron tener actividad anti
génica & bajas concentraciones de protefnas,

= 8¢ demostrd que las fraccionea protedcas obtenidas de los =
antigenon de esoflex y flulde vesicular (AEX y APV) tienen
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un comportamicnto cemejante con el antigeno sondtico couwplg
to (ASC), 2o que plantea 1a posibilidad de que o trate de

1o misma proteina que este preseate tanto en cl escélex coe
mo en el flufdo vesicular del parfsito.

Por otro lado, en los antigenos somAtico inccmpleto, de pa;
red vesicular y de excreciones y secreciones (ASI, APV y ==

- 4ES) se ovaervé que, la actividad antisénioca (fizuras V, VI

¥ VII) y la concentracién de proteinas {ouairo III) dieniny
y8 considerublenente después de ser aonetidos a la serie de
precipitacién con sulfato de amonio,(m{4)aso4, hosta perder
por completo ésta actividad en las fracciones colectadae &

“través de ln columna, por 1o que se cugiers, debido & 2 ip

portancia de estos antigenos en el daimznésiico, especialmep
te del antigeno de exoreciones y secreciones, modificar le
metodologia,

Ia mejor respuesta se detectd en la fraccidn ovtenida en el
tubo 2 del precipitado toial de todos los antigemcs (ASC pp
=2y ‘ASI pp~2, ABS pp=2, APV pp=2, AFV pp~2 y AR pp=-2) as{
coao en las fracciones de 1los antizencs somético completo -
correspondiente al precipitado 10 en la fraccién obtenida -
oD ol tubo 2 (AS8C 10=2); de flufdo vesiculer precipitado &
fraccidn obtenida en 61 tubo 2 (AFV 80~2) y de esoflex pre~
oipitado 30, frauceidn obtenida en el tubo 3 (AEX 30-3), los
ouales se proponen para su utilizacién en las veacciones i
punoserolégions,
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