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INTRODUCCION

El significado de 1la IgE en &l suero de individuos
parasitados es relevante, porgue nos da la posibilidad
de ‘sefalar la presencia del pardsito en el huesped mediante

una reaccion de hipersensibilidad de tipo inmediato. ( 7 )

Los estudios, iniciales que demostraron la posibilidad de
llevar a cabo esta reaccidn en pacientes con amibiasis, se
basaron en la concentracicdn significativa de IgE en el
sueroc, asi como en la correlacidn entre la IgE total y la
IgE especifica anti-amiba determinada por RIA en pacientes
con amibiasis ( 33 ). Asi mismo, se ha observado que a1l
llevar a cabo pruebas cutaneas en pacientes con amibiasis
estas fueran positivas en el 92% de los casos ( 36 y 37 ) lo
cual determina una relacion entre la seropositividad y las

pruebas cutaneas.

Este hecho abre la posibilidad de utilizar -con fines
de diagnostico- reacciones de hipersensibilidad en estos

enfermos {( 24 ).

Sin embargo, los estudios llevados a cabo en una
poblacion africana seMalaron gque la presencaa  de 1gE
especifica (anti-amiba) se presentd solamente en el 20% de

1os pacientes infectados con amibas * 1% ).



De igual manera, en Brasil (. 9 ) se demostrd que 1los
niveles de IgE en pacientes con ambiasis aparentemente no
mostraron diferencias gsignificativas con respecto a
individuos sanos, aunque no se menciond si estos pacientes
estaban bajo medicamentos de inmunosupresiaon, pues es bien
conocido que esto podria modificar la sintesis de anticuer-

pos 1n:1uy§ndc a 103 de esta clase ( 7, 16 Y 17 ).

En el absteso hepdtico amibiano se produce una respues—
ta inflamatoria muy importante, con la participacion de lin-
focitos, monocitos y eosinofilos, estos modulando la reac—

cién inflamatoria producida por la presencia del parasito.

Los estudios de {Landa ( 21 ) demostraron que la inmu-—
nidad celular en el absceso hepatico, Jjuege un papel muy
importante, pues en las etapas iniciales no se encuentra
alterada, pero posteriormente se presenta un estado de
inmunosupresidn transitoria en donde la relacidn de linfoci-
tos (T4/7T8) se encuentra disminuida (8, 16, 34}, explican—

donos as{ el desarrollo del ﬁbs:eso hepatico amibiano.

Sin embargo, suponemos que uno de los factores que
condicionan la positividad de esta reaccion de
hipersensibilidad se refiere a la forma de presentar el

antigeno, puesto que en los estudios antes mencionados se



ha wutilizado un extracto crudo, siendo esta una de sus
limitantes. For esta razon, consideramos que podrian
mejorarse estas pruebas aislando un alergeno de E. histoly-—
tica, cuya actividad podria ser demostrada con prusbas de

FCA (anafilania cutanea pesiva), (&6, 14, 15, 27, 30, 35, 38).

Este trabajo ha sido realizado en el laboratorio de
investigacion de Parasitologia del Hospital Infantil de

Mexico, bajo la asesoria de la Dra. Enedina Jiménez C.




HIFOTESIS

La hipdtesis de trabajo fue considerar gque algunos
componentes de E. histolytica son capaces de inducir
anticuerpos citotrdpicos de la clase IgE, los cuales pueden
ponerse de manifiesto por una reaccidn de Anafilaxia Cutdnea

Pasiva (PCA).

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue aislar un alergena de
E. histolytica pudiendo demostrar su actividad experimental-
mente por FCA sirviendo como hase para despuds ser utilizado

en pruebas de diagnostico.
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INFORMACION GENERAL DEL TEMA

La reaccidn de anafilaxia cutdnea pasiva ( PCA ) fue
inicialmente descubierta por Portier y Ricket ( 7 ), quienes
observaron uque la aplicacion de una segunda dosis de
antigenc en un individuo, producia en &l una reaccion de un
gran daho y frecuentemente la muerte a causa de una reaccion

de hipersensibilidad i1nmediata.

l.os anticuerpos citotrdpicos que intervienen en la
sensibilizacidn anafilactica son de la clase IgG e IQE {29
y I0). Los modelos moleculares de este fenomeno anafilactico
en animales experimentales, demuestran que la fraccion "“Feg®
de la inmunoglobulina se fija a la superficie de los masto-

citos, sensibilizando de esta manera al animal.

Ismunchimte
(chiuls prodwctars de mnlicverpes)




Una segunda exposicién del antigeno localiza a la

fraccion " Fab " de los anticuerpos fijados en la. célula

{mastocitos) y reacciona con ellos, produciendose la libera-

cidn de histamina y otros mediadores de la anafilaxia como

la sustancia de reacciodn lenta ( SRS-A ), bradicinina,

factor quimiotactico de los eosinofilos, factor activador de

plaquetas, etc., (1, 14, 20).

- Antlgene

Pewrts ratrst 42 oninda ‘
Agarata reipingloria P Apurts Gipwive

Vamélatucila
domy | £ dut hone v wiiearte
& , 4DermaiRis stépica?

De igual manera la figura 2 muestra la segunda fase de

este fenomeno de hipersensibil:idad.



Sin embargc este fenomena puede cantrolarse por  la
presencia de poblaciones de macrdfagos los que al  tener
receptores para la fraccion “"Fc" de la IgE, modifican 1la

mani festacion de esta reaccidn de hipersensibilidad (10, 7).

Otroc mecanismo de regulaciéon es la presencia de LT
supresores (T8), que actuan sobre las celulas plasmaticas
encarpadas de producir la IgE€ (7, B8 y 15) limitando tambien

la reaccion.

Experimantalmente la metodologia mds utilizada para
demostrar la 1gE es la FCA, determinada en la piel de ra-
tones sensibilizadeos. Esta prueba es mas raproducible
cuando se lleva a cabo en la oreja, por ser la region mas
transldcida, en donde la reaccion anafilactica se hace

visible facilmente. ( & ).

La reaccidn de PCA ha sido probada en difersntes trazas
de ratones (2, 13, 14) dsmostrandose una nayor sensibilidad
utilizando razas puras obteniendo resul tados mas
reproducibles. Fue por ello que en nuestro estudic

utilizamos ratones Balb/c criados en consanguinidad.
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FPARTE EXPERIMENTAL

2.1.- Diseflo del experimento

AISLAMIENTO DE UN ALERGENO DE €, histelvtica
DEMOSTRADD POR ANAFILAXIA CUTANEA PASIVA

Cultive de E.histolytica en forma axénica
Cosecha de los trofozoitos

Lavado de las amibas mediante
centrifugacidn a 4 C

Homogenizacion

Fraccionamiento
en columnas AcA
44 de ultrogel

Determinacion

proteinas

para localtizacion

de los picos de

elucion.
Inoculacion a ratones Balb-c

Didlisis de
los picos de

elucion
Clasificacion de l1os rataones Liofilizacion
y separacion del suero. de las fracciones.
Inmuncelec- Inmunizacion Inyeccion In~
troforesis PC en ratas tradérmica de
las fraccionas
proteicas

REACCION DE ANAFILAXIA CUTANEA PABIVA



2.2.~ Material bioldgico.

~ 120 ratones Balb-c machos de ocho semanas doﬁa
dos por el Instituto de.lnvestiga:iones pecua-
rias de Palo Alta. Edo. de Mexico.

~ 30 ratas Wistar machos de 30 diaw con peso  apro-
rimado de 125 g. ’

~ Cepa de Entamoebs histolytica HH-i IMES culti-

vada axénicamente.

2.3.~ Metodologia
2.3.1.~- Cultivo axenico de E, higtolytica

tas siembras se hicieron en medio TY-1S
can inédcules de 40 000 trofozoitos
por cada tubo de 125 x 15 mm y

y 160 000 por caja.

Se incubaron durante 72 h a 35.5 c
los tubos y las cajas se mantuvieron en
posicion hnfizontal y las resiembras se
efectuaron en forma semejante, es decir:

se tomaron 0.4 ml de los tubos donde se



obtuvo un crecimiento‘optimo de I 200 000
de trofozoitos y por caja & 000 000 y se

siembran en un nuevo medio de cultivo.

Recaoleccidn, lavada Y prueba de

viabilidad.

Los tubos y las cajas se colocaron
en baho de hielo, para que se
desprendieran las células de las
paredes, las cuales se pasaron a tubos
falcon de S0 ml esteriles,
se centrifugaron a 350 X <]
durante 1S minutos a 4 C.

El sedimento se lave con solucion
reguladora de fosfatos (pH 7) centrifugan-—
do nuevamente a 350 % G durante 5 minutos

a4 €, repitiendo la opetracién dos veces
mas.

La viabilidad, ge comprobd periodicamente
examinando cada 6 h utilizando la tincien
vital con azul tirripano al 0.2%
observandose una buena viabilidad, a5

decir con un 93% de células vivas.

;
i
;
{




2.3.3.-

Se determinté el numero de amibas en una
camara de Neubauer. Be contaron cinco
cuadros de 0.1 mm y la cantidad de amibas
se multiplicé por 2 000, el resultado fue

el numero de amibas por mililitro.

Fraccionamiento proteico de la cepa de £,

histolytica HM-1 IMSS.

Los trofozoitos de las amibas contenidos
en el sedimento fueron lisados medianﬁe
cambios bruscos de temperaturas; se in-
trodujeron primero en una mezcla criasco-
pica (acetona y hielo seco) y después se
descongelaron, este procedimiento se repi-
tio tres veces. El1 lisadeo se centrifugd
durante 20 minutos a 400 x G a 4 c.

El sobrenadante que contenia los
componentes solubles se fracciond mediante
cromatografia en columna AcA 44 sobre

ultrogel.



2.3.4.~

1 sghrahsndania sa colocd cuicadosaments

superficzie del ultrogel au

& distribuido, y se zasd con
wn flulo de PBS constante ce 18 al/n, las
fracciones (de 2 ml) fueron tecolectadas
mediante un colector de fracciones LKB
redirac 2112 en tubos. Los levigados se
unieron de acuerdo al drea de pico formado
como e observa en la griafica # 1. drea

del pico formado.

Se determino la concentracicn de proteinas
por el método de Lowry en los picos de
elucicdn. Las lecturas fueron realizadas en
los 520 nm.

Loz picos fueron dializados contra agua
destilada durante 48 h a 4 C.

Finalmente los picos de elucion proteica
fueron liofilizados en una liofilizadora

Freezadtyer Labconco por ocho horas.

Inmunizacion de los ratones Balb-c eon un

homogenado de E. histolytica.

60 ratones fTueron inmunizados com uh homo-—



8]

Qenado de 5 x 10 troforoitos lavados, Yy

previamente centrifugados 400 x G a 4 - C
durante 20 minutos, la otra parte del
sobrenadante (cfr. 2.3.3.) cuya concen-—
tracion aproxzimada de proteina fue de 2
mg/ml se utilizd ‘para inmunizar in-
tradermicamente a los seis lotes de diez
ratones Balb-c de cuatro semanas durante

dos meses.

2.3.4.1.~ Sacrificio de los animales vy
recoleccion del suero.
Al finalizar el esquema de inmu-
nizacion se extrajeron 2 ml de
sangre por puncaién cardiaca.‘La
sangre se recolectd en tubos
falcon estériles, dejandolos
24 h a 4 C para obtensr mayar
velumen da suero.
Posteriormente se vig la
presencia de anticuerpos por

inmunoelectroforesis.

Inmunoelectroforesis del suero de los ra—

tones inmunizados por E. histolytica.



Freparacion de los geles de agarosa. (ver
apendice) . '

Corrimiento electroforetico.

En una placa de vidrio cubierta de agar se
hizo un canal longitudinal y un orificio
central. El antigenn de E. histolytica es
colocado en @l pozo. Las placas se coloca—
ran  dentro de la camara de Helena, que
contenta la solucidn reguladora de vetro-
nal. Se separd en un campo eléctrico
con unpa intensidad de corriente de 45
miliamperes y 120 volts, luego se coloco
®#1 suero de los ratones en los canales y
se dejo difundir. Se gquardaron a S G,
despudes de 24 h se obsetvarcn los resulta—

dos.

2.3.6.~Inmunizacion de ratas Wistar con el suero

de ratones conteniendo 1los anticuerpas
antiamiba.
Diez ratas Wistar fueron inmunizadas

1ntradermicamente con 0.1 ml1 del suero de



los ratones conteniendo los anticuerpo

anti—amiba en una ctoncentracien proteica

de 700 mg/ml,

Cinco ratas fueron consideradas como con-—

tral.

Investigacién del alergeno en las frac-—
ciones proteicas de E. histolytiga obteni-
das en columna de cromatografia AcA 44 de
ultrogel mediante inmunizacien cutanea
pasiva.

Las ratas Wistar ya inmunizadas -a 1los
ocho dias- fueron rasuradas en la cavidad
abdominal. 1 mg/ml de cada pico de elucidn
proteica fue inyectado intradermicamente
para probar la capacidad de alergenoc en
ellos.

Se wutilizaron como controles, el medio de
cultivo, albamina serica bovina, en la
misma concentracidén que las proteinas, Y
PBS.

La lectura se realizo a los (S5 y 30

minutes y 1, &, 12 y 24 h,



El periodo de sensibilizacidn en las ratas
se encontrd a las 24 h.
ta presencia de eritema fue evaluado co-

rrespondiendo 0.5 mm a una (+).
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8. RESULTADOS

El1 fraccionamiento proteico de §. bhistolvtica fue
obtenido después de pasar por la columna de cromatografia
Ultrogel AcA 44 un homogenado de S x 10 trofozoitos. 'Este
did como resultado doce picas de elucidn como se muestra en

la figura # 3.

ia concentracion proteica de cada fraccion fue
determinada por el método de Lowry. Esta indica que oscilé

aproximadamente entre 137 a 700 g/ml.

Al ~ unirse estas fracciones para constituir los
doce picos de elucion las concentraciones proteicas conteni-

dos en ellos se incrementaron como la muestra la tabla 1.

FRAL {l OBTENIDAS OESPUES D PASAR POR COLUNMNA DE ULTROGEL ACA 44
mo”sf;gﬂo;s::;NYE DS UN HOMOGENADD CE E.histolytics CEPA HMi IM5S

98 & Prominnted

.

i
N

e 00 uoes



Concentraccién proteica en mg/ml y volumen total en los

picos de elucidn obtenidos por cromatografia en columna.

Ficos de Concentracidn Concentracicon
elucidn g/ml en g/vol total.
1 218 437
3 S 20 1282
111 583 1750
v 155 31
v 477 2387
VI 441 1767
vII 390 390
VIl 483 3382
IX 456 2280
X 366 1832
X1 384 1092
X1I 174 524

A los ratones Balb-c se les inyectd un homogenado de E,
hijstolvtica desarrollandose en el suero de éstos -después de
30 dias- la presencia de anticuerpos demostrada por inmuno-—

electroforesis.



Una ver que los anticuerpos se hablan formade en los
animales, estos fueron sacrificados para obtener el suero
y transferirlo pasivamente al lomo de las ratas Wistar

siguiendo el protocolo mencionado en material y metodo (30).

Para ello se rasurd el lomo de los animales y se dibuje
un cuadriculade donde se inyectd intradérmicamente 0.1 ml de
cada una de las fracciones proteicas contenidas en los doce
picos de elucion tratando de investigar en que fraccidn se

localizaba la proteina con posible actividad de alergeno.

De igual manera se inyectaron intradérmicamente a las
ratas Wistar control el medic de cultivo, albumina sérica

bovina y PBS en iguales proporciones.

La fraccion [I1I did como resultado 1la reaccidn de
Anatilaxia Cutanea Fasiva mas importante formadndose un
eritema inflamatorio de + 0.5 mm de diametro después de 20

minutos.

tos resultados obtenidos con los controles antes

mencionados dieron reacciones negativas.
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DISEUSION

E1 papel relevante de la IgE en la amibiasis se ha
limitado por diversos factores, entre ptros, la falta de
informacion en relacidn a sus posibles mecanismos de accidn
a nivel intestinal y sistémico ¢ 37 ). FPor otro lado los
titulops de esta inmunoglobulina han hecho que en ocasiones
pase desapetcibida, restandole importancia sn su aplicacidn.

¢ 33 .

Qtroc tfactor determinante es la presancia de IgR, ia
cwal, a nivel intestinal, puede bloquear a la IgE siendo
esta otra de las causas de que este pardmetro haya sido poco

utilizado (18 y 20).

Los estudios iniciales con esta inmunaglobulina (9, 13,
34 mostraron gque la IgE es importante en amibiasis porgue
axiste una relacidn directa entre el aumento de IgE anti-
amiba y la severigad de la infeccion, atribuyende esto

a la formacion de anticuerpos IgE especificos.

Se ha abservado ( 20 y 38 ) gue la liberacion de
histaminay en mastocitos y leucocitos en pacientes con
absceso hepatico amibiano, esta disminuida;y por que la
concentracidn no es igual en el periddo agudo de la enferme-

dad que en su recuperacidn.



Otro hecho interesante ( 13 y 27 ) es la presencia de
copro-anticuerpes de 1la clase IgE, revelandose que este
parametiro tiene mucha importancia de acuerdo al papel que
Jjuegan estos anticuerpos en la mucosa intestinal, es decir,
8i son protectores o producen datc en una amibiasis invasiva

intestinal ( 10 y 20 ).

Nusstros resultados mostraron que fue posible
obtener una fraccién proteica con capacidad de alergeno,
este fue probado "in viva". De iqual manera los estudios
{38) llevados a cabo con la cepa HK-9, demostraron que fue
posible estimular la produccién de anticuerpos de la clase
IgE, ctuando se usd la fraccién del pico Il, el cual estuvo

contenido a las 98 ml.

Al comparar nuestros resultados con los mencionados
anteriormente, en donde utilizaron una columna de
cromatografia semejante a la de Ultrogel AcA 44, observamos
que -tuvo una coincidencia en donde muestra la fraccidn III
que correspondid a 94 ml por lo que inferimos que el peso
moleculiar podria ser semejante, correspondiendo este de
25000 a 27000 daltons que es el peso molecular que define
al de los alergenos. Paodr{amos suponer, que a pesar de gque
trabajamos con una cepa de amibs diferente, la composicion

del alergeno fue semejante.



Pensamos que la presencia de estos anticuerpos de la

clase IgE no ha sido abardada en forma importante.

Sin embargo suponemos que estos anticuerpos seguramente
contribuyen a la patologia de la amiba, como €5 la reaccion
de hipersensibilidad "in situ” bcr la degranulacién de los

linfocitos y los mastocitos a nivel de la mucosa intestinal,

Este os un mecanismo de defensa del huésped gque puede
explicarnaos la rapida respuesta inflamatoria gue acompafa a
1a amibiasis intestinal. De agquie la importancia gue podria
tener el desarrollo de una reaccion anafilactica en 1la

amibiasis,

Por otro lado el utilizar un alergeno aislado de E.
histolytica representa potencialmente una gran ayuda pata el
medico desde diferentes aspectos: Primero desde el punto de
vista diagnéstico pues en la practica diaria de la medicina
podria, mediante su aplicaciédn intradérmica diferenciar si
se trata de un absceso hepatico amibianc o de otro tipo de
absceso hepatico, asi misme se podria utilizar en
estudios epidemioldgicos ahorrandole al paciente las
molestas prucbas de diagnostico gque se tienen en la

actualidad.



Siendo la amibiasis unc de los problemas de salud mas
importantes parsa Meéxico, la obtemncion de esta fraccion
proteica contribuye en forma importante para un mejor

entendimiento de este problema en nuestro pais.
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RESUMEN

1. Se cultivo E. higtolytica cepa HM-1 IMSS en forma

avénica para método de Diamond.

2. Con un homogenado de E. hjstolytica cepa HMI-IMSS de
2 mg/ml mezclado se inmunizaron 4 40 ratones machos Balb-c

de un mes de edad.

3. Se obtuvo el suero de estos ratones y se transtirice
pasivamente a ratas de la raza Wistar de aproximadamente 200

gr.

‘4. Mediante una columna de cromatograftia ACA 44 de
ultrogel se llevd a cabo un fraccionamiento proteico de las
amibas (E. histé}xgica) de! cual se obtuvieron doce picos de

elucion.

5. Se probd la capacidad de alergenoc en las ratas
inmunizadas pasivamente con las fracciones proteicas

aisladas por cromatografia en columna.

&. Se utilizaron tres controles negativos constituidos
por a) sol. reguladora de fosfatos (PBS), b) el medio de

cultivo, y ¢) albumina sérica bovina.



7. Se conta con un lote control de ratas a las cuales
previamente se comprobd la ausencia de anticuerpos anti-

amiba.

8. El pico de elucion III obtenido del fraccionamiento
proteico dio una reaccion de hipersensibilidad positiva de

0.5 mm a los 20 minutos, los demas fueron negativos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a la hipotesis presentada por nosotros la
fraccion proteica con capacidad de alergeno se localizo en

el pico de elucion III.

Basandose en el hecho de que, experimentalmente, los
ratones inmunizados pasivamente con anticuerpos citotrépicos
de la clase IgE, dieron una reaccion positiva de
hipersensibilidad pasiva ctutanea al inyectar la fraccién

proteica contenida en el pico de elucion II1.

La posibilidad de utilizar esta reaccion en humanos es
importante para el médico, pues en poco tiempo podria
discrimar i se trata de un absceso hepatico amibiano o de

otra {ndole (piogeno, etc.).

La IgE tiene relevancia en este trabajo pues es la que
pone de manifiesto la presencia del antigeno de E,

histolytica capaz de inducir 1la reaccion Que se planteo,

Como ya mencionamos los mastocitas tienen receptores

para 3vsta inmunogleobulina en la fraccién “"Fc“.

De tal manera que al 1nocular el antigeno con

especificidad en la fraccion "Fab" del anticuerpo da coamo



respuesta la liberacién de histamina y otras sustancias
mediadoras de los mastocitos, produciendose un proceso in—

flamatorio manifestado por eritema.

En base a lo antes mencionado, pensamos que la IgE

t

ne un papel relevante en la amibiasis desde diferentes
puntos de vista; i) el de patogenicidad "in situ” en la
mucosa produciendose una reaccion inflamatoria de
hipersensibilidad ii) &8Su aplicacieon como lo revela este
estudio en donde se demostréd que potencialmente es de un

gran valor clinico al darnos una pauta diagnostica.



AFENDICE

Material de vidrio, equipo y rectivaos:

yuba; de rosca de 125 x 16 mm

Pipetas Fasteur

Pipetas de 10 ml

Pipetas de S ml

Pipetas de 1 ml

Cajas Nunc de 350 mi

Cajas Nunc de 50 ml.

Matraces Erlenmayer de 250, 500, 1000 ml
Matraces Erlenmayer con tapdn de rosca
Probeta de S50, 250, S00 y 1000 ml
Jeringas de insulina

Termémetro

Micropipetas de 100 y S0 microlitros. Sigma Chemical
Columna para cromatografia LKB 2137-026
Colector de fracciones LKB

Redirac 2112

Fuente de Poder LKB 213B

Uvicord S LKB

Graficador LKE 2210-02

Bomba peristaltica LKB 4912

Co.



Bomba para vacio

Camara de Neubauer

Centrifuga Sorval con refrigeracieén, modelo RC-S

Centrifuga clinica International
Elpectrofntdmet%o Coleman
Incubadora

Balanza analitica

Flacas para hemaglutinacion Limbro
Camara de electroforesis Helena

Potenciometro Corning

Papel f{ltro Whatman No. 1, 3, cualitativo.

REACTIVOS

Suero Boving

Mezcla vitaminica

Biosate

Destroxa anhidra

Clorure de sodio

Fusfato monob&sico de potasio
Fosfato dibdsico de potasio
Clorhidrato L Cisteina monohidratada
Acido Ascoérbico

Citrato de amonio feérrico
Carbonate de sodio

Hidroxido de sodio

Microlab
Microlab
BBI Microbiology S
Baker’
Baker
Eakar
Baker
Sigma
Baker
Sigma
Baker

Eaker



Tartrato de sodio y potasio hidratado
Sulfato de cobre hidratado

Fosfato monobasico de sodio hidratado
Eter Etilico

Albumina sérica

Agarosa

"Ultrogel AcA 44

Baker
Millinckrodt
Baker

Baker

LKR



Cultivo anenico de E. histolytica,

Caldo Nutritivo TY

Binsate 3.0 9
Dextrosa anhidra 1.0
Cloruro de sodio 0.2
Fosfato monobasico de potasio 0.06
Fosfato dibdsico de potasio 0.01

L- Cisteina 0.1
Acido ascarbico 0.02
Citrato de amonioc férrico 0.00228
Agua bidestilada 82 ml

Se disuelven laos reactivos en el orden
mencionado en un volumen aproximade de S0
ml de agua bidestilada; se ajusta el pH
6.8-6.9 con hidroxido de sodie al 4074 y
llevar al volumen total. Se filtra con el
papel Whatman No. 1| y se esteriliza a 121

grados centigrados durante 15 minutos.

Lavado y tratamiento del ultrogel
AcA 44, Se utilizaron 350 g de uwltrogel,
fue lavado cinco veces con agua

bidestilada, dos con PES 0.1 molar, pH 7.



Ee desgasificé durante 3 horas al vacio.
Después se empaqueto una columna LKB de

45 cm de altura y 2.5 cm de diametro.

Determinacién de la concentracion de proteinas por
el Metodo de Lowry en los picos de elucion.

Sol. de carbonato de sodio al 2% en hidrdxido de
sodic 0.1 N. Se pes6 un gramb de carbonato de
sodio, disolviendose en SO0 ml de NaDH ©O.1 N.
Sol. 1.

Sol. de tartrato de sodio al 1%. Se peso un g de
tartrato de sodic y se disolvié en 100 ml de agua
bidestilada. Sol. 2.

Sol., de sulfato de cobre y se disolvid en 100 ml
de agua bidestilada. Sol. 3.

Reactivo A: justamente antes usarse se toma un ml
de la solucion 3 mas S0 ml de la solucion i.
Reactivo B: reactivo folin ciocalteau.

Curva de calibrac;on.

Sol. de albumina sérica como patron.

Curva patron. A partir de la sol. proteica patrén
se realizan diluciones de sol. salina izotdnica de
manera que al manejar volumenes de 0.4 ml tengan:

.01 mg, 0.02 mg, 0.03 mg, 0.05 mg, .10 mg, 0.15



mg y ©.20 mg de proteinac.

- A cada uno de estas se agregan 2 ml del reactivo
A, se dejan en reposo a temperatura ambiente dura-
nte 10 minutos después se agregan 0.2 ml de reac-
tivo B, se meczclan y se dejan en reposo & tempera-
tura ambiente durante 30 minutos.

For ultimo, se realiza la lectura de D.0. en el
espectro Colleman a 520 nm, con estos datos se
construye la curva patrén. Al graficar: concentra—
cidn proteica contra densidad cpeica;

Los antigenos en solucién se somaten al mismo.
procedimiento.

Diluciones 1:10 y 1:20 en cada caso. Los resulta-—
dos de D.D. obtenidos se interpolan en la curva
patron una vez que se conoce la concentracidn
proteica de cada solucidn se ajusta a 2 mg/ml para

SU uso.

Preparacion de los geles de agarosa.
Se utilizd una solucion raguladqra de Barbital-
Sodio, Acido barbiturico pH 4.8 (laboratorios
Helena). Los 18 g contenidos en el sobre se disol-
vieron en 1000 m! de agua destilada.

De esta solucion se tomaron 100 mi a los que se



agregd 1 g de agarosa (SIGMA CHEMICAL) Se puso en
ebullicion durante 15 minutos en un matraz con

tapan oradado para permitir la salida del minimo
de vapori 3 ml de esta solucion fueron colocados
en portachjetos y s@ esperd a que solidifique. Se
hicieron 2 canales longitudinales en los extremos

y un orificio central.
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