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SuMMARY

A support system to immobilize urease is presented using glutaraldehyde-fixed
blood red cells which have been saturated by Myrtus communis seed lectins. The
optimum pH for immobilization, pH and temperature at which maximum activity
is achieved, stability after storage and after its action on different substrates and
resistance to heat and inhibitors have been studied. The Michaelis-Menten constan
for the immobilized urease has been determined and the results have been discussed
-comparing with soluble urease immobilized on other supports.

The proposed system is as efficient as other ones already known,

INTRODUCCION

Una enzima inmovilizada se define como aquella que, por un ca-
mino u otro, se encuentra constreiiida dentro de los limitados confines
de un soporte.

En un principio lo que se buscaba con la inmovilizacion de la enzi-
ma era la preparaciéon de un sistema que, sin pérdida de su actividad,
pudiese usarse de manera continuada por horas, o aGn dias, y que
pudiera conservarse a temperatura ambiente por meses o afios. De
esta forma, técnicas analiticas que los altos costes de las enzimas
las hacian prohibitivas, se han podido convertir en técnicas de rutina,
y lo mismo puede decirse de la aplicacion a escala industrial de los
reactores enzimaticos.

En el momento actual, la aplicacion de las enzimas inmovilizadas
se amplia de manera continuada, especialmente en el campo biomédico,

Los sistemas de inmovilizacién son diferentes, aunque el resulta-
do final nos lleve a uno de estos dos tipos: a) enzimas incorporados
a la matriz del soporte y b) enzimas unidos superficialmente al so-

porte.
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del soporte, mientras que el segundo serd util para todo tipo de
sustratos, independientemente de su peso molecular.

Los soportes usados son de naturaleza diferente, pudiendo citarse
entre ellos: a) polisacaridos del tipo DEAE-Sephadex (dietil-amino-
etil-sephadex), DEAE-celulosa, quitina; b) inorganicos, como vidrio-
poroso, altimina, hidroxil-apatito, silicato aluminico, etc.; c) protei-
nas fibrosas, como el colageno o la queratina; d) resinas fenolicas,
como Duolite ES-T62; e) hidrogeles, como el almidén o la poliacri-
lamida.

[.a mayoria de las enzimas inmovilizadas tienen modificadas sus
caracteristicas cinéticas en comparacion con la misma enzima en solu-
cion. La actividad disminuye de manera general, pudiendo ser debido
a cambios conformacionales como consecuencia de la inmovilizacién,
o el encontrarse la enzima en un entorno diferente; también puede
ser motivada por efectos de difusion, muy manifiestos en el caso de
las enzimas inmovilizadas en el interior de la matriz soporte, ya que
el sustrato debe difundir al interior del soporte para interaccionar
en presencia de la enzima, difundiendo a continuacién los productos.
de la reaccion hacia la solucion.

En este trabajo se describe un nuevo sistema para inmovilizar en-
zimas, mediante el empleo como agente intermediario del enlace enzi-
ma-soporte, de las lectinas de las semillas del Myrtus communis L.,
ya que se pudo comprobar que existia algtn tipo de interaccién entre
la ureasa y el extracto de la semilla por la formacion de un precipi-
tado manifiesto.

MATERIAL Y METODOS

El soporte para la ureasa lo constituia el sistema de hematies fija-
dos con glutaraldehido al que se le une la lectina HGM, su prepara-
cion ya fue descrita en un trabajo anterior (1).

Inmovilizacion de la wreasa

De manera general, se utilizaban aproximadamente 100 mg. def

sistema HGM liofilizados, que se ponian en contacto con 10 ml. de
una solucion de ureasa (Merk) en buffer de Mc Ilvaine de pH 6, con-
teniendo 10 mg. de la misma; se mantenian en agitacién durante 30
minutos, centrifugando y eliminando el sobrenadante. Los hematies
se lavan a continuacién con el mismo buffer, hasta que los liquidos
de lavado no muestren absorbancia a 280 nm. Ello constituye el siste-
ma de enzima inmovilizado, que denominamos HGMU, que puede
ser liofilizado para su conservacion.

* % #
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Para la determinacion de la actividad de la enzima se ha seguido
la técnica de Fawcett y Scott (2) fundada en la formacién de carbo-
nato amonico a partir de la urea, y valoraciéon posterior de aquel
por la obtencion de un complejo coloreado con los reactivos de fenol
¢ hipoclorito (Boehringer Mannheim Gmbh Diagnostica).

La solucién sustrato de urea (Merk) era 0,5 mM en buffer de
Mc Ilvaine de pH 6,7. La utilizacién de este pH en las determina-
ciones es para situarnos dentro del margen recomendado 6,5-6,9, ya
que fuera de €l se produce carbamato amoénico que, lentamente, pasa
a carbonato.

La solucion de trabajo de la ureasa era de 1 mg por ml en el
mismo buffer de Mc Ilvaine. Su preparacidon para ensayos compara-
tivos era siempre extemporanea.

La metédica seguida para las determinaciones de la actividad de
la enzima inmovilizada fue la siguiente: 20 mg del sistema HGMU
se ponian en contacto con 0,1 ml de la solucion buffer y se afiadia
0,2 ml de la solucién sustrato de urea, incubando durante 10 minu-
tos, con agitacién intermitente, pasados los cuales se enfriaba el sis-
tema para paralizar la reaccién, centrifugando a continuaciéon duran-
te 15 minutos, tomando 0,15 ml del sobrenadante para hacerlos reac-
cionar con los reactivos de fenol-nitroprusiato e hipoclorito sédico,
que tras la incubacion a 37° C por diez minutos, permite hacer la lec-
tura espectrofotométrica a 550 nm frente a un blanco de reactivos.

Resultados obtenidos

Para conocer las propiedades de la enzima ureasa inmovilizada se
han efectuado las pruebas siguientes:

a) Influencia del pH en la inmovilizacion.

b) Influencia del pH en la actividad de la enzima.

c) Influencia de la temperatura en la actividad.

d) Estabilidad del sistema HGMU a la conservacion,

e) Estabilidad del sistema HGMU a la accion sucesiva de sustra-
tos diferentes.

f) Estabilidad del sistema HGMU a la accién de soluciones de
diferentes pH y a temperaturas igualmente diferentes.

g) Efectos de inhibidores.

h) Determinacién de la constante de Michaelis.

Influencia del pH en la inmovilizacién

De acuerdo con la metédica general, se ponia en contacto el siste-
ma HGM con soluciones de ureasa a pH 6, 7 y 8; valores inferiores
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a6 no podian utilizarse por la insolubilidad de la enzima de punto
isoeléctrico 5.

- Para seguir el proceso de inmovilizacién se determinaba la varia-
cion de la actividad de los sobrenadantes.

Los resultados se expresan en valores relativos, tomando como 100
por 100 de actividad la que corresponde a la solucién inicial de ureasa
que se pone en contacto con los hematies HGM.

La tabla I nos muestra los valores de tres ensayos diferentes,

TasrLa 1

Infiuencia del pH en la inmovilizacidn

- %/4 de actividad de los Sobrenadantes Inmovilizado
P sobrenadantes valor medio 9/, valor medio 9/,
6 30 42 50 40.6 §9.5

7 (1] 68 67 66.7 33.8

8 82 80 85 82.3 17.7

Parece evidente que puede sacarse ventaja de la utilizacion de so-
luciones de pH 6 para lograr mayores rendimientos en el proceso de
inmovilizacion, de aqui que se adoptaran estas condiciones de traba-
jo en la metddica general.

Un dato muy interesante de conocer es el factor de efectividad
del sistema HGMU, que se define, como sabemos por el cociente de
Yaa wtividades. de la enzima inmovilizada y en solucién, dato éste que
nos podria dar gran informacion sobre la pérdida de actividad de la
enzima por la inmovilizacién. Su determinacién, sin embargo, resulta
dificil en nuestro caso, ya que no podremos conocer con exactitud,
por la propia técnica de preparacién del sistema HGMU (con lavados
sucesivos, liofilizacién, etc.) la cantidad de ureasa unida por miligra-
mo de HGM.

Un dato aproximado, si podemos aventurar, y segtn el cual, la
disminucién de la actividad de la ureasa en virtud de su inmoviliza-
cion supera el 50 por 100.

Influencia del pH en la actividad de la ensima

Para poder conocer este dato se prepararon soluciones de la ureasa
en buffer de Me Ilvaine de pH 5, 6, 7, 8 y 9 a concentracion de 1 mg
por ml, y suspensiones de 20 mg del sistema HGMU en los mismos
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buffers, e igualmente los sustratos de urea 0,5 mM, siendo la tem-
peratura de incubacion en todos los casos de 37 C.

La tabla II nos representa los resultados obtenidos y como ya
indicamos en la experiencia anterior, se le da el valor 100 por 100 de
actividad a aquella en que ésta es maxima.

Tasra 11
Influencia del pH en la actividad de la ensima

¢/, actividad ureasa en solucién

pH

1.° 2.° 8.° Valor medio
5 0 0 6 1.7
6 22.8 17.6 16.7 19
6.7 74.3 70.6 72.2 2.4
7 82.8 88.2 86.1 85.7
8 97.1 100 100 93
9 100 100 100 100

9/, actividad sistems HGMU

pH

1.° 2° 8.° Valor medio
b 20 21.1 21 4 20.8
6 36.7 83.2 86.7 35.2
6.7 86.7 96 89.8 90.5
7 100 100 100 100
8 93.3 95.1 92.9 93.8
9 80 88 86.7 84.6

La comparacién entre los dos sistemas muestra el salto a pH mas-
bajos del méximo de actividad de la ureasa inmovilizada y la activi-
dad de ésta, aunque baja, a pH 5, cuando en el sistema soluble es
practicamente nula al coincidir con el punto isoeléctrico de la enzima.

Influencia de la temperatura en la actividad de la ensima

En este caso las soluciones de ureasa (1 mg/ml) se prepararon
lo mismo que la suspension del sistema HGMU, en buffer de pH 6,7,
siendo las temperaturas de incubacién de 30, 40, 50, 60 y 70° C, res-
pectivamente.
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La tabla III, muestra los valores medios de tres ensayos para
ambos tipos de sistemas.

Tapra 111

Influencia de la temperatura en la actividad

Temperatura 9/, actividad ureasa 0/q actividad

incubacién en solucién HGMU
30° 48 71.3
40° 79.8 70.6
60° 95.8 76.8
60° 100 85.3
70° 93.7 100

Estabilidad del sistema HGMU durante la conservacidn

Es este un dato de gran interés, a la vista de las posibles aplica-
ciones del sistema.

Para la experiencia, el sistema HGMU se conservaba en un caso
liofilizado, y en otro en suspension en buffer de pH 6.7, y para dos
condiciones de temperatura, en nevera (4° C) o temperatura ambien-
te (17-25° C).

Para representar la actividad, se le ha dado el valor 100 por 100
a la que corresponde al primer dia de la preparacion del sistema, y
con relacion a ella se expresan las de los dias sucesivos.

La tabla IV representa los valores medios de los ensayos conse-
cutivos,

Tasra IV
9/q actividad HGMU */g actividad HGMU
Tiempo conser- ___ Noftieades ’ suspensién pH 6.7
vacion en dias
Temperatura Temperatura
aewbiente Weties ambiente Wovers
1 100 100 100 100
2 92.9 81.3 83.0 79.2
3 83.9 81.3 78.7 7.1
7 76.0 66.3 74.5 64.2
i 62.5 61.5 54.3 58.3
30 b6.4 60.4 46.8 56.3
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Estabilidad del sistema HGMU a la accién de sucesivos
sustratos diferentes

Se intent6 el ensayo mediante el empleo de una pequefia columna
con el sistema HGMU, reciclando el sustrato de urea a su través,
pero encontramos dificultades de flujo dada la propia naturaleza del
sistema. Se sigui6 entonces la técnica general, con 20 mg de HGMU
y la solucidon de trabajo de urea de pH 6,7 (0,2 ml + 0,1 ml buffer);
tras la incubacién, se enfriaba el conjunto y se recogia el sobrena-
dante de la centrifugacion, en el que se determinaba la urea descom-
puesta deduciendo de ella la actividad de la enzima. El siste-
ana HGMU centrifugado se lavaba con 2 ml de buffer y se le afiadia
un nuevo volumen del sustrato de urea, repitiéndose el proceso hasta
siete veces.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V y representan
walores medios de ensayos repetidos.

TasrLa V

Estabilidad del sistema HGMU
a susitratos sucesivos

Nimero de pasos 9/, actividad residual

100
80.4
k)
(]
68
69
70

R B - I

Estabilidad del sistema HGMU a la accidn de soluciones de distin-
tos pH v a temperaturas diferentes

Con el fin de conocer la estabilidad del sistema en condiciones
mas o menos adversas, se prepararon una serie de muestras con
20 mg de HGMU, a los que se afiadieron 5 ml de soluciones buffer
de Mc Ilvaine de pH 5, 6, 7 y 8, manteniéndolos durante tres horas
a temperatura ambiente y con agitacién.
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Pasado dicho tiempo se centrifugaba, eliminando el sobrenadante,
afiadiendo a continuacion el sustrato de urea y determinando la acti-
vidad residual del sistema, relacionidndola con la del mismo sistema
no sometido a este tratamiento y al que se le daba el valor 100 por 100.

Para conocer el efecto de la temperatura sobre el sistema se pre-
pararon muestras de 20 mg de HGMU, a las que se afiadian 3 ml de
buffer de Mc Ilvaine de pH 6.7, manteniéndolas durante 60 minutos,
con agitacion, a temperaturas de 30, 40, 50, 60 y 70° C. Se centri-
fugaban a continuacién, se separaba el sobrenadante, del que se hacia
su espectro de absorcién entre 240 y 400 nm, y al sedimento de
HGMU se le afiadia el sustrato de urea de trabajo, para determinar
la actividad residual de cada una de las muestras.

A efectos comparativos, la solucién de ureasa de 1 mg por ml
a pH 6.7, se sometia a las mismas condiciones de temperatura, deter-
minando a continuacién su actividad enzimatica.

La tabla VI nos muestra los resultados obtenidos representando
valores medios de dos ensayos, en el caso de los pH y de tres ensa-
yos para las temperaturas.

TasrLa VI

Estabilidad del sistema HGMU a la accidn
de temperaturas y pH diferentes

°/, de actividad residusl

Temperatura
HGMU Urea soluble
30° 82.7 69.9
40° 81.7 60.5
50° 82.6 61.8
60°* 63 6 58
ce 42.8 b4

b 70
8 70
7 4
8 736
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Como quiera que los espectros de los sobrenadantes de los ensa-
yos anteriores con HGMU hacian sospechar la redisolucion de cier-
tas porciones de la enzima inmovilizada, se determind con ellos la
actividad ureasica, previa liofilizacion de los mismos. En todos se
detecto actividad enzimitica de valor superior a la que cabia esperar,
a la vista de la actividad residual de las respectivas muestras
de HGMU, sobre todo en los ensayos de temperaturas 50°, 60° y 70 C.
Este fenomeno podria explicarse por el simple hecho de que la enzi-
ma disuelta recupera la actividad perdida por la inmovilizacion.

Determinacién de la constante de Michaelis

Se ha seguido el método grafico de Lineweaver-Burk, represen-
tando los valores inversos de Vo y de la concentracién de sustrato
en ordenadas y abcisas respectivamente.

Las concentraciones del sustrato para los respectivos ensayos
fueron:

25 x 10-4, 5 x 10-¢, 1 x 10-%, 1,5 x 10~3, 25 x 10-3 M.

Los valores obtenidos para las condiciones de trabajo de pH 6.7,
y temperatura de incubacion de 37° C fueron:

ureasa soluble Km =053 x 10-3 M
sistema HGMU Km = 2,11 x 10~% M.

Efecto de inhibidores

Para conocer el comportamiento del sistema HGMU frente a in-
hibidores se realizaron una serie de ensayos, empleando ion co-
bre (Ca**) como inhibidor.

Se prepararon soluciones sustrato de urea de pH 6,7 que conte-
nian concentraciones de sulfato de cobre de 1, 0,5, 0,1 y 0,05 mg/m],
en las que se determinaba la actividad del sistema HGMU.

De manera similar se procedia con la ureasa soluble, disolviendo
en las soluciones de sulfato de cobre antes citada, ureasa a la con-
centracién de trabajo de 1 mg/ml.

La tabla VII nos muestra los porcentajes de actividad con referen-
cia a las actividades iniciales en ausencia de inhibidor, y correspon-
den al valor medio de dos ensayos sucesivos.
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Tasra VII

9/ actividad de la ureasa

$O,Cu en mg/ml

soluble HGMU
0 100 100
0.05 100 100
0.10 78.2 84.1
0.50 60.9 556
1.00 b0 38.8

Discusiéon de los resultados

Estd comprobada la efectividad del sistema de hematies fijedos
por glutaraldehido y saturados con los componentes del extractc de
semillas de Myrtus communis (HGM) para inmovilizar a la ureasa,
fenomeno éste que resulta ser dependiente del pH, con un maximo
de efectividad al valor de 6.

Es sabido que de manera general, la inmovilizacién de una enzi-
ma lleva consigo una pérdida de su actividad, cosa que también esta
ocurriendo en nuestro sistema HGMU. Ya hemos comentado las
dificultades que se presentan para conocer con exactitud la ureasa
que queda unida por mg de soporte, debido a que en la preparacion
del sistema final de trabajo, se verifican no menos de seis lavados
con solucion buffer y un proceso final de liofilizacion.

l.as medidas realizadas nos muestran que la pérdida de actividad
en los lavados es del orden del 50 por 100, gran parte de ella debido
a la solubilizacién de ureasa débilmente unida al soporte. En la liofi-
lizacion, sin embargo, no se ha apreciado variacion aparente en la
actividad, )

Esta pérdida de actividad no creemos invalida el proceso, ya que
tan fuerte, o superiores, son las pérdidas que sufren otras enzimas
en soportes semejantes como, por ejemplo, la uricasa inmovilizada
en albimina por intermedio de glutaraldehido, que pierde en el pro-
ceso un 60 por 100 de su actividad (8), o la &glu?umplglasa incorpo-
rada a hematies por la. técnica del intercambio hipotdnico, que sélo
lo hace en una cuantia del 4,4 por 100 del original (4).

El estudio del pH éptimo para la ureasa inmovilizada nos ha pro-
porcionado dos datos de interés; el primero, que la actividad MAXi-
ma se desplazard respecto a la ureasa soluble del pH 89, al pH 7,
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lo cual no deja de ser una gran ventaja con vistas a una posible uti-
lizacion «in vivon del sistema de estudio, y el segundo que a pH 5,
presenta una actividad apreciable en contraste con la ureasa soluble
al coincidir con su punto isoeléctrico.

Este cambio del maximo de actividad a pH inferiores, se inter-
preta por una modificacién del microentorno de los grupos activos
de la ureasa, como consecuencia a su fijacion sobre el soporte HGM.
En este caso cabe suponer que los centros activos de la ureasa
en HGMU, estan detectando un microentorno més bésico que el que
corresponde a la solucién buffer en la que se encuentra.

En la temperatura de incubacién también se encuentran diferen-
cias entre la ureasa soluble y el sistema HGMU, favorables igual-
mente a este Gltimo.

En la ureasa soluble, la temperatura 6ptima para un maximo de
actividad se sitia en los 60° C, con una disminucién patente al des-
cender la temperatura, llegando a ser del 52 por 100 inferior a los
30° C. Para el sistema HGMU el méximo de la actividad se bbtiene
a 70° C, aunque este resultado deberi ser sometido a revisién pues
al simple fenémeno de incubacién se le puede estar afiadiendo un
proceso de liberacién de la enzima con un aumento de la actividad
una vez disuelta, fenomeno éste que se ha podido comprobar en los
ensayos de resistencia a los agentes exteriores, temperaturas y pH.
Alli hemos visto que después de una hora a 70° la actividad del siste-
ma se habia reducido al 42,8 por 100 de la original, motivada en parte
por la solubilizacién de la enzima. Aqui la incubacién es solo de diez
minutos, pero puede ser suficiente para que la pequefia dosis liberada
de ureasa, haga aparecer la temperatura de 70°, como la 6ptima para
la mayor actividad de la enzima inmovilizada.

De cualquier forma, un hecho si parece evidente, y es que hay
una mayor uniformidad en las actividades para el intervalo de tempe-
raturas estudiadas hasta el punto de que la diferencia en actividad
entre los 60° y 30°, que en la ureasa soluble ya hemos visto, era del
52 por 100, aqui solo es del 14 por 100. Esto también representa una
ventaja con vistas a su posible empleo «in vivon.

La estabilidad del sistema a la conservacién se puede considerar
dentro de lo que parece ser normal para otros sistemas, ya que pasa-
dos 30 dias mantiene una actividad equivalente al 55 por 100 de la
inicial, si la conservacién es a temperatura ambiente y liofilizado, o
del 60 por 100 si es en nevera a 4°. Cuando la conservacion es con
el sistema de suspension en buffer de pH 6.7, las actividades resi-
duales son del 46,8 por 100 a temperatura ambiente y del 56,3 por 100
en nevera.

Muy positivo puede considerarse también, el dato de la estabilidad
de la ureasa inmovilizada tras pasos sucesivos sobre sustratos dife-
rentes que, en nuestro caso, fueron siete, y si tenemos en cuenta las
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dificultades técnicas para reutilizar, sin pérdida aparente, el sistema
HGMU dichas siete veces, el detectar un 70 por 100 de la actividad
inicial es demostrativo de su alta estabilidad.

La resistencia a la temperatura del sistema HGMU es también
manifiesta, permaneciendo practicamente constante la actividad cuan-
do se dispone durante setenta minutos a temperaturas entre 30° y
60° C. A T0° C, sin embargo, pierde casi el 57 por 100 de la activi-
dad inicial, posiblemente por la accién conjunta de una solubilizacién
parcial y los conocidos cambios conformacionales de las enzimas que
afectan a la actividad.

Como ya se hecho mencién anteriormente, la solubilizacién par-
cial puede seguirse por los espectros de absorcién de los sobrena-
dantes, ademas de por la actividad enzimatica de los mismos.

Cabe pues pensar que en este caso, si a los 76° se hubiese produ-
cido algun cambio conformacional, la enzima tiene capacidad de re-
cuperacion al descender la temperatura.

El valor de la constante de Michaelis-Menten se aparta, en nues-
tro sistema, del comportamiento general, al aparecer algo inferior que
el encontrado para la ureasa soluble, aproximadamente la mitad,
5,23 x 10-* M para la ureasa en solucién y 2,67 x 10* M para
HGMU, ambas a las condiciones de trabajo, pH 6.7, y temperatura
de 37° C. May y Li (5) trabajando también con ureasa, pero inmovi-
lizada sobre un sistema de membrana liquida a base de tensoactivos,
a pH 6,7 y 25° C, obtiene unos valores de 3,4 x 10~* M para la solu-
ble y 0.18 M para la inmovilizada, es decir, siempre mayor para la
inmovilizada que para la soluble. Estas diferencias mayores o meno-
res, se interpretan como efectos de una difusion restringida del sus-
trato hacia la enzima inmovilizada, por cuyo motivo, la concentra-
cién actual del sustrato que la enzima es capaz de percibir, es menor
que la concentracién estequiométrica real del sustrato.

Si se acepta esta explicacién, tendremos que concluir que para el
sistema HGMU, no debe existir ninguna restriccion del sustrato para
ponerse en contacto con la enzima y, en todo caso, lo que si podria
estar ocurriendo es el fenomeno contrario, el de un mayor aporte de
sustrato a la vecindad de la enzima inmovilizada.

Efectivamente, parece existir la evidencia de que el sustrato no
sé encuentra con ninguna barrera difusional que vencer, ya que al
haberse enlazado con el soporte HGM a través de las lectinas del
extracto de mirto, su localizacion es superficial, y precisamente en
la superficie externa del hematie fijado con glutaraldehido.

En la parte experimental no se han resefiado los resultados obte-
nidos cnando se siguen microscopicamente los procesos de inmovili-
gacion, mediante tinciones con Giensa, Wright, Gram, Sudan, etc.,
en los cuales se apunta la evidencia de un enlace superficial como
antes se sefialaba.
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El comportamiento del sistema HGMU frente al inhibidor meta-
lico, Cu®, es también coherente con lo anteriormente expuesto, ya
-que concentraciones crecientes de Cu®, hacen disminuir mas fuerte-
mente la actividad de la ureasa inmovilizada que la de la soluble ;
también aqui parece que nos encontramos ante un proceso que faci-
lita un mayor aporte del inhibidor a las inmediaciones de la enzima.

En definitiva, creemos que el sistema propuesto para inmovilizar
-enzimas por intermedio de las lectinas, concretamente las del Myrtus
communis, puede competir con éxito con los otros sistemas conoci-
-dos, especialmente en su doble vertiente, analitica y biomédica.

En este altimo caso, las experiencias previas realizadas con ratas
‘Wistar, son muy alentadoras, ya que tanto el sistema HGM como
el HGMU, son perfectamente tolerados cuando se administran por
via endovenosa. Nuevas experiencias estin en progreso y seran pu-
blicadas con posterioridad.
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