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ABREVIATURAS 

AS:S--A1b1'i:mina sérica bovi.na.. 

GRC--Globu1os :rojos de carnero. 

F)L~F---Feni.l. r.tet11 su1furo f1uoruro. 

FM.35SU'.MP---Feníl. me"tionil. su.lf'ona uri.d:in mono:fos:fa:to (mar

cado con J5s). 

SDS---Dodeci.1 sul.fato de sodio. 

SSI--... so1uci.Ón sa1i.na isotónica. 

S.AFS~--so1ución regu1adora de fosfatos salino. 

SAM---Soluc:i.6n reguladora para marcar. 

SAS---So.lución regulad.ora dé s eparac~ón .. 

S.AD--So1uci6n r~gula.dora de dilución. 

SAR-So1t.tc:i.¿n reguladora de rompi.mi.en'to. 

SRFC--Soluci..Ón regul.adora de fosfatos coíloent:rada..,.. 

SRE-- So1uci.~n regul.adora para e.lectrod.os. 

SR'l'M--Sol.ución reguladora para e1 tratamiento de ].as mues-

tras. 

SA--So1uc~6n de acri1amida. 

SPA---Solución de persu1fato de wnoQi.o. 

SFP---Sol.ucj.Ón .:f':ljadora paioa pro'te!nas •. 

STP---Sol.uoi.Ón :para ti.nci.6n de p:t"ote:!na.c~ 

SDP---So1uci6n para. desteñir proteína$• 

SPPP---solucién para preservar la p1aca dé poliacri..lamida. 

TBMED---Te tl:'ame t:i.J.en diami.no .. 
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TY:I-S-.3:3---M.edi.o de cul t:ivo compuesto de i.nfusi6n de extra.

to de 1evadura y tetrat:ionat:o número 33. 

Ul.trogel. ACA-34---Es una combinac:i.Ón de po1iacrilami.da y 

agarosa~ se util.iza para 1a separación 

de proteínas, di.f'ereno!a pesos. mo1ecu1a

res entre 25,000 a 350 1 000 daitones. 
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I.- J:NTRODUCCION. 

Debido a 1a organización y actividad de la membrana. -

pJ.:asmática de Entamoeba histolyti.ca, es importante estudiar 

su estructura y funcionamiento, ya que de acuerdo a Ca1de-

:rón (1, 1.0) y A1an (2); 1as prote:!~s carbohirlratos y foS:f'2, 

1Ípi.dos tienen un pape1 predominante en la determinación de 

1a configuraoi6n i.nmunogénica de l.a cé1u1.a. 

En e1 estudio de 1os oomponentes estructural.es de 1a 

membrana~ ciertas proteínas de 1a superfic1e ce1u1ar, son 

de &ume. :t.mportanci.a, con respectQ a1 pa.pe1 que desempeiian 

como ant;fgenos t .f'ren~e a un si.stewa i.nmune (:h 5, 6, 7, 8,-

9, 15, 43). 
A causa de que ex~sten en pequeñas cantidades estas -

proteínas medi.bl.es en mi~rográmos, se dif'icu1ta e1 que pue

dan ser aiS1adas en forma re1ativamente pura, tal como se 

demostró en e1 estudio rea1izado por Papermaster (41), en 

1a separación de 1as proteínas de membrana de .1as c~lul.as 

de rana. En la aotua1idad hay varios. métodos con una a1ta 

sens:i.bUidad y reso1ución pgxa el. aná.1i.s:is de .las pre-t~!~s 

ce1ul.ares (ll, 18, 24, 25, 27, 28, 29,_40, 41, 42), median
te estos métodos se puede obtener una separación y purj.f'::ic!::, 

ción sa~i.&factor:i.a de 1as proteínas de membrana plasmát~ca. 

Esta separl!i\.c:Lón y purif'ioaci6n es cowpl.·eja, porque --

1aa prote!nas de w.ertbre.na. ce1u1ar constituyen solamente del 

dos al. cinco por ciento de la masa celular total., aproxima

damente io-1 3g./cé1u1a, como 1o demostr6 ~-!arch11onis, en -

1inf'oc;itos de tumores humanos (34). 
Si.gu:i.eodo 1as tco.:"Ías de Acosta y Calderón {1}, de -

que las ~o1écu1as superficiales de 1os tro~czoftoa de ~ 

moeba h:i.sto1ytica.1 debeD. de ser l.os primeros a.ntÍgenos rec~ 
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nocidos por e1 sistema i'rlmune de1 huésped, en e1 transcur

so de la in.f'ección gmibiana; si durante la enf'er~edad hay 

un rechazo efectivo contra los trofozoítos por e1 sistema 

imuune, su especificidad estará dirinida princ~pa1mente ha 

cia los ant:!aenos que están dispuestos externaJüente, es de 

cir en 1a superficie de estos protozoarios. Para determi-

na.r esta funci6n sera necesario, caracterizar a 1as molécu 

las que se encuentran en la cara externa de 1os ~rofozoí-

tos y definir sus propiedades inmuno6énicas. 

separando estos componentes de 1a membrana externa -

de los trofozo!tos, e1 siguiente p~so es inocular1os en -

animales de experimentación y estudiar"posteriormente el -

papel que juegan 1os ant!genos de membrana, en 1a v,i.abi1i

dad de estos parásitos durante 1a in:fecci6n, co~o 1o reaii 

zaron parcialmente Parkhause (42) y Ca1derón {1, 10, 4o). 
Los objetivos que se buscaron en estos ea.tudios f'ue

ron 1os siguientes: 

1.- Presentar dos métodos en 1a sepa.ración y purifi

cación en e1 anáJ.isis de l.as prote!nas de membrana ceJ.u1ar 

de !..!, b.isto1ytica; el. primero es un método de .radioyodación. 

utilizado para marcar residuos de ti.rosina e histic;lina {14., 

:34. 'J7 1 50) ,. Y e1 segundo un método de .. comparación, uti1i

zando para. el.1o el compues~o FMJ55m,¡p, que identifica a 1os 

grupo amino 1ibres de 1as proteínas, la ventaja de estos -

dos métodos, es que sol.amente e1 i.sótopo radio:activo se une 

a 1as prote!nas de super~icíe de 1a cara externa de la me~

brana externa, sin que el. compuesto atraviese di.cha membra

na y además identifica cantidades de proteínas medib1es en 

microgramos (9, 12). 
2.- separal' 1as prote!nas de membrana m3.::'cadas por r~ 

dioyodac~Ón y radiosulfonación, mediante una centrifugación 

diferencia1, de acuerdo a la metodología descr1ta por Cross 

(12), 5eguide de una puríficación parcia1 de 1~s proteínas 



de meub:rana, uti.1izando croma tcgraf'!a en co1unma. sobre Ul

troge1 ACA-34 (48). 

1.-a 

na de 

identificación de las proteínas de membrana exter

hi.sto1yticat se deter=:;:inÓ mediante l.a presencia de 

rad:ioactividad:1 en los picos que se obtuvieron de l.a. croma

toeraf'!a en coluuna, para conf'"~~mar que 1as prote!n:is que 

se sep:iraron eran de super:í'i.cie; se uti.li.zÓ 1a técnica de 

im:lunof'J.uorescenci.a indirecta (S, 20, 26) ... 

3.- otro de los objetivos es e1 de :investigar:1 s:i las 

proteínas de :membrana externa p~esentaban actiVidad biolÓg!_ 

ca, frente a sueros de pacientes que presentaron absceso he 

pático amibiano. Un hecho importante para 11evar a cabo es

tos estudios rue ei que las proteínas de superficie fueran 

in.~uno6énicas, utilizando pa~ ell.o 1as técnicas de doble -

difus~Ón en gel de agarosa y he=.~glutinación pasiva (:30.32-

39, 49). E,sta ~l.tima técnica :;;e utilizó para l.l.evar a cabo 

una :rel.aci.Ón, en:trc ~l. -t!tu1o G_Ue se obtuvo con 107 sueros 

de P3-Cíentes que presentaron absceso her;;áti.co a.rrdb:i:.ano., --, 
frente a ub. extracto total de -:rof'ozoítos y estos mi.smos -

sueros. f'rente a ·.las proteínas que se obtuvieron en co1umna 

de ert?:1atogra:f!a. 
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II.- GENERALIDADES. 

Desde que se descubrió 1a ar::.~ba por Losh en San Pe

tersburGo en 1.875, se ben 11eYado a. cabo observaciones y 

estudios soh::-e este par~s:i.to; enri~ueoiendo1as con investí-

~aciones, nuevas técnicas y aportaciones, c~da 

nadas· y sensi.b1es para el estudio d:e Entamoebo. nis tolvtica .. 

Uno ~e los estudios más importantes-~ue 2a aportación 

de Dia.mond (i7), ya que ayud6 a subsiguientes investigacio

nes fue, 1a separación de las amib~s de un mcd~o mixto, pa

ra que se desarro11ara como tro~ozo!to en un cul.tivo axéni

co, teniendo as! la primera cepa de B. histo1ytica lTh.-9• 

. Las itrVesti€aciones que se estan 11evando en 1a actu~ 

1idad 1 son sobre diferentes cepas, 1a mayor parte han sido 

ai.s1adas ·de PJlCientes ¡.;oexioanos {l.6). Estos estudios es tan 

pz:i.ncipal.men-te enf'ocados a dos. obJ.e·t1....-os: e1 primero a 1a 

investigac:i.Ón de J.a estructura y. comporto.ruien;:;o bíoJ.Ógico 

de h bisto1ytica y e1 segundo co=prend.e~ 1os estudios des

tinados a determinar 1as reacciones huósped-p3rásito, ya -

sea en Jiumanos o en ani.r..a1es de e:x:per:imcntaci.ón ... 

La :razón de estas modalidades, en e1 estudio de la -

ami.b;t.asis obedeció a un hecho de cons:lde:rab1e :importancia; 

1a frecuencia a1te de ~orbi1idad y morta1idad, que es repo!: 

tada cada año por varios pa:i".se:;; y princ:i.pal,¡¡¡ente el nuestx:o 

(19, 22). 
:E1 estudio que se presenta, está dirif;ído ba.cia e1 

primer objetivo enunciado; la inveztigación de antígenos d~ 

supcrf'i.ci.e de la. membrana e:xterr..a de tro:f'ozoítos en la ce¡:.3. 

HM-1 de ~ bi.stolyt:i.ca y a.p1icar una mctodol.c¿;:!.a sensible -

para el estudio de est:as proteí~s:t con e1 f:itr.. de a;i.slarl.es 

y deter~inar sus func1ones. 
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Los componentes del medio de cul.tivo pueden ser con

taminantes~ en la separación de las proteínas de membrana 

en !..!. histo1ytica. La a1búrnina sérica bovina (ASE) es un 

componente del medio de cultivo para los trofozoítos, se -

na demostrado que existe ASB adherida a 1.a superficie del. 

trofozo!co en cultivo axénico y la determinaci6n de ésta -

por serol.ogÍa en pacientes que presentaron absceso uepát:l.

co amibiano (21, 23, 38). 

Pa....-a ia identificación de prote!nas de membrana se -

u~ilizaron dos t~cnicas; la metodología propuesta por Bret~ 

chiar (9),_ para e1 marcado de proteínas de membrana ce.lular 

con e1 .coupuesto F1'135sm~l't de~ostró que las proteínas sepa

radas por cromatografía en po.liacrilamida, representa apro

ximadamente ol. 1..5 .por ciento de las proteínas de membrana 

que se ¡o,arcarón con este radioisótopo. 

En 1.a separación de componentes de 1a membrana exter

na de E .. hi.sto1ytica, se han determinado gl.icoprote!nas de 

di~erente peso mo1ecu1ar, as! como una lipopéptidofosfogli

caoa 

. ,. 
c;i.on 

( 24 :r 25, 46). 
La s.er;urid a técnica que s.e 

~ ':! ·:i-

de! ~~.::iI a la me~brana del. 

utU;iz6 :f.'ue= l.a i.ncorpora

tro:f'ozo!to, por 1a enzima 
- 125 laotopero.xidasat determinaDdose :3 X 10.::i mo1écu1as de I 

adheridas a l.a super:f'ic:i.e de 1a cé1u2a.. 

L-~ micx•oscopÍa electrónioa y rad;iograí'Ía, demostra-
l.25 "',.. . , 

ron que e1 I y J;iS se asoció sól.o a 1as proteio.as de s~ 

peri";i.c.ie de membrana, si.n afectar 1a viabilidad de las cé-

1u1as (l.! :34). 
o-:ra.·de 1as técnicas que se util.izaron para la iden

tificación de proteínas de superficie externa de1 trof ozof 

to fue; .la inmuno:f1uorescencia i.ndireota (8, 18, 20, 26). 

Para. estudiar su activi.dad biol.Ógica se utilizaron -
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las t.~cni.cas de, dobl.e dil'us:i.Q.n en gel. de agarosa ( 29, 39) 

y la bm;.a.gl.ut;:inaci.cSn pasiva (l.1• '°, 51). 
Para saber 1a importanc~a que representaban las pro-

teínas ai..s1adas~P~ nosotros, Eie detertninÓ e1 t!tu1o de l.07 

sueros por bema~l.utinación pasiva, de paci.entes con diagnÓ!, 

tico de absceso hepático amib1ano. ~rente a un extracto to

tal. de tro:f'ozo!tos y los mi.smos suero& :f.'rente a las proteí

nas de' :¡:;:;,embrana~ · obteni.etldose un coe;f'i.ciente de correlación 

l.i.nea1 (l.3)• Esta rel.ac:L6n nos da un panoram.a. de 1a antige

nicidad de 1as prote!.na.s de membrana, oon 1a ant:igenici.d.ad 

tota1 de1 total. de1 trofozo!to. 
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llI•- REACTIVOS Y EQUD?O 

1,'ri.pti.casa. 

G1ucosa. 

Extracto de J.evadura. 

AOido L-asc¿rbi.co. 

C1orhi.drato de L-e~ste!na monoaidratada. 

So1uei6n vitamínica U~amolld T~~-1 4ox. 
Vj,tami:oa B12• 

ACi.do ti.6ctico. 

Tween ao. 
Suero bovino 

Todos estos componentes cle1 medio de cultivo para 1os tro

:f'ozo!tos son de .la Casa B:i.o:f':lu;!dos n:c .. E ... U~A. 

EQUI?O: 

i.- Bomba per~stál.tica P-3 ~'ll.A.R.~CXA. 

2.- :Bomba pa?a -... o.~!o ... 

~.- c1':mara de e1ctroforesi& z~"'LTD?HOR LhB 2117. 

4.- C~a de Neubauer. 

5·- centr!fuga SORVAL con re~rigeraoión mode1o RC-5· 

6.- Co1.ector de :frace:iones LKB t"LTRORAC l:I 2070• 

7 • ._ Oo1umna de crolll8.tograi'Ía LhB 2137. 
B.- E4pectrof'6t:ottietro Beckt:;an model.o .26 .. 

9·- Espectr~trº' de centel.l.eo Packard Auto-Ga.n.ima 5110. 

10 .. - Espeotrómetro de oentelleo Paokard A'uto-Betas. 

u.- :F1ujo lam:.i nar marca VECO .. 

12•- Fuente de poder LKB 2103 .. 

13•- Homogeni.:zadcr Potter-E1vehjem .. 
14.- Incubadora Med:l-Lab. 

15.- Matraces El.ermeyer de 2.$0 ml. .. con tapón de rosca. 
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16 .... Pipetas de l., 5 y J.0 ml.. est6ri1es desechab1es. 

17.- P±peta$ para gl.obulos blancos .. 

l.8.- Registrador LIG:t para prote!nas 2140. 

19.- Tubos para centr:Í:tuga de p1.ástico de 1.3 X 110 mm~ 

20.- TUbos de 15 X .125 mm. con tapón de rosca. 

21 .- TUbos pa:ra ul tracentr!f'uga. de nitra to de ce1u1osa de 

1J X ,50 mm. 

22.- vasos de precl.pi tado de 20 y 250 ml.. 

23.- U1tracent:r!í'uga Beckman mode1o L2-65. 
24.- UVICOR LKB .. 



IV •. - METODOS. 

A..- CULTIVO AXENICO DE En tanioeba his to1yti.ca. 

Par e1 cultivo axénico de ~ hi.sto1yt1ca~ se utill 

zó el med.io de cu1tiYo Tn-S-33; el cua1 ésta const1tuído ~ 
de 1as siguientes so1uciones: 

A.l.- Ca1do nutritivo TY• 

~ip-ti.casa·-----------------------------
Extracto de levadura--------~-----------

Glucosa----------------------------------
C1oruro de sod:i.0-------------------------
Fosi'a to de potas~o monobásico------------

Fost"ato de potasi.o d:i.básico--------------

Acido L-ascÓrbico---------------~---~~ 

Cl.orti:id.rato de L-ci.s te!na JPOnohidra tada-

C~ trato de amonio férrico-~---------~-

A:f'orar con agua destil.ada a '67 mi. 

PROCEDnrIEN'IO. 

2.0 g .. 

1.0 g. 

l..O g. 

0.200 ¡;. 

0.050 b• 

0.100 g •. 

0.020 g .. 

0.100 g. 

0.220 g .. 

se di.solrte~on los re.activos en el. orden presentadQ, 

con aproximadamente 50 ml.. de agua de&ti1ada, se ajustó el. . 
pH a 6.8 con NaOH 0.1 N., y después se 11evó a un vo1UII1en 
de 87 mi. con agua des li.1ada. E1 med:i.o TY fue cl.ari.ficado 

mediante fi1tración, a través de un pape1 f:i.1tro Wbatman -
. , o 

No. 1 y se esteril.i.zo en autoc1ave a. l.21. e durante 20 mi-

nutos. Debido a l.aa necesidades dél. estudio, por ia gran -

cantidad de trofozo!toa que se uti1izax-on, se prepararon 



870 mi. de ca1do, que corresponden a die~ partes del medio 

TYI-S-33 y enseguida se depositaron en matraces E1ermeyer 

de 125 mi., 07 mi. de caldo TY para cada matraz. Este paso 

se hi.zo en condiciones estériles con .la a}'"Uda de1 ;fluJo la 

mi.nar VECO y un mechero. 

El ca1do se dejó en una incubadora a J7 ºc. durante 

.24 hrs. t sin que hubiera desarro.ll.o de eérmenes. 

A·~·- Solución de vitaminas y Tween óu. 

a) Solución vitamínica de Dia.mond TPS-1 40 x. 
b) Vitamina a12 .- 3e pesaron 40 IIAg. de vitamina 

n
12 

y se d::..sol.vieron en 100 ml:.. de :::tt;ua dest.:i.lada, esta so

lución se a1macenó en un :frasco ámbar y a ~ ºc. 
e)· ;,.cido tióc;;:ico.- ::>e pesaron ¿r•· cl.e ácido -

tióctico y se diso1 i.y::.eron en lú(.; mi. de aleob.ol. "lhsol.uto .. 

d) TWeen dO al cincuent~ ~or ciento.- Se pesaron 

50 mg. d<;. "?Ween óO y se diso1vieron en 10 ml.. de alcoool. -

absol.uto. 

A iov mi. de la so1uci6n ta). se le adicionaron i~ zl. 
dia la soJ.uc:i.Ón (b), 4U ml. de la so.lución \é), ..:+ mi. de .le 

soluc~ón {d} y 1~0 .mi. de ~ua des~i1ada. Lsta so1ución se 

es teri1:i.zÓ medic.nte f i1 tro !·.i.l ipore, con una ::¡¡embrana de -

0.22 um. y se coJ.ocó en pequenos frascos iÍLab::ir~ a1ma.cenan

dose a 4 ºc. 

A.3.- Preparación del ~edio de cu1tivo TYI-~-35. 
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.Par cada ó7 ml.. de caldo TY, se adicionaron en cond:t

ciones estériles, 3 ml.. de ~ezc1a vitamínica-:rween tiO y 10 

mi.. de suero bovino. 

A.~.- Pruebas de esterilidad. 

Las pruebas que se .l1evaron a cabo, para determinar 

.la existencia de un posibl.e contaminante ya sea por bacte

rias o por uo~os fueron 1as siguientes~ 

La primera :fue incubar al medio TYI-5-:3.3 durante ¿4 
brs .. a 37 ºc., ilabiendo t::-an.scurrido las 24 hrs. se proce

di.o a :inocu1ar e1 madi.o ':?."I-5-33 a r.e..iios de cul.t:i.vos enri

quecidos para anae~obios y aerobios, con la a7-uda de una -

a::.a ba.cteriolÓt;i.cs.. :..st.os z.e.U.os se incubaron a 24 hrs. y 

La set,.;unO.a :;;;:rueb~ .:it,;e inocu1ar el. t.tedío TYl-5-JJ, a 

un t;U:bo que cvn"&eoía m.::d.io de .:>abouraud, durante 72 ill'.'&. a 

En ambas pruebas ne se pr~sento desarro11o de micro

organismos .. 

Inoculación de ios troxozo~tos al. ~edio de 

ou1ti.vo. 

ta cepa de ~ ..listc.J!st:ica que se cult:ivÓ en el. labo-

ra. to.r;l,Q ~ fue J.3 Cepa H'!,·:-.J. ,, ¡_;;:-aporc l.Of.l.ada por 1.a. 

t;a.ri ta ~t.: .la Torre• centro :~.é~:ico :r .:· .• .:i. 5 .. ) • .:;;e usa.ron tu

bos de ensaye éle 1.5 :{ ¡;¿5 t:== ... cou tapón de :t'osca; por l.o -
h 

gener11 cada tubo con~en~a aprQx3madamen~e i X 10- trofozof 

tos/10 mi. 

Ei tubo ~ue se uti1izó para inocular cada mat~az, se 

colocó en bru.10 de hielo, ~or c:i.nco winutos p..J.ra desprender 

l~.s cé.luJ.as de .las parúdPs üe!. tubo, i.:¡ue con~enío.tt l.a cepa .• 
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se icocu1a.ron 3 X 105 tro:tozo!tos/:3 ml.. a matraces de 

125 m.l.,. que contenían 87 mi. del. medi.o T'll:-S-,3~. Después -
o 

se incubaron a 37 c., durante 72 hr$. 

A.6.- Reco1~ciÓn 9 lavado y determinaci.Ón de 1a Viab~ 

1idad de 1os trofozo!tos• median~e ia técnica de exclusión 

con azu1 tripano. 

Después de naber obtenido un buen desa:rrol.1o de l.as -

cé1Ulas a 1as 7";:.; hrs. , 1os matraces se col.ocaron en un baño 

de hie1o, para ayudar al. desprendimiento de .las cé1ul.as y -

se col.ocaron en tubos de centr!i'uga a 500 .x g. y se l.avaron 

1as células 1 con solución salina de :fosí'atos a pH de 7.0· • 

El. procedimiento se repitió nueve veces con un vol.u

men total. de vO ~1. de 1a solucíón de f'osfatos • 

. \l. terminar con ..:1. lavado dB 1.e..s cé.lul.as • se comprobó 

.la vi.abi1ir1ad .:I'"" lo:> trof'ozoi: tos, con azul. tripano a1 0.2 

por ciento. 

B·- Il.:v-ESTIGACION ~E LA ALBi.;.14INA d.EIUCA BOVINA, .EN 

B.1.• Obtención del antisuero anti-a1búmina sér.tca 

bovina • 

..:>e inoculó suero bovino a una concentrac:i.ón de 2 mg. 

yuvante compl.eto de Freund.. por tla. i.ntradérmi.ca, cuatro 'Y,!_ 

ces durante un mes. A ia quinta semana se sangró ei ccnejo 

y se dete¡-¡.¡¡i.nó l.a prcaenc:i.a de anti.cuerpos• medi.ante la pru!; 

ba de doble cti.i'us.ion en gel. de aearose. a1 .t por ci.ento, en 

presenc:i9. del. suero que se obtuvo del. conejo frente al. .sue-
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ro bovino que se l.e inocu16. 

13. 2.- J:nves ti.gación de J.~ al.bÚmina sérica bovina, 

en trofozoítos de !,:. histoiztica. 

Los trof'ozo!:tos f'ueron 1avados 3, 5, 7 y 9 veces, me

diante centrifUGaciÓn con solución amorticuadora de f'osf'a-

tos i.nhibidores a pH 7 (SAFI?)• 

En cada uno de l.os l.ai.-a.dos se invest:i&Ó 1a presencia 

de a1búmino. s6rica bovina, por la prueba de doble difusión 

en cgel. de agarosa a1 uno por ciento, uti1izantlo p~ra e.llo 

e1 suero anti.-a1bÜinina. séri.ca bovina. 

c.- USO DE NAHCA!)()RES NADIOACTIVOS .PAP..!1. El, RECONOCI-

h b.isto1ytica. 

c.1.- Rac;Ii.oyodac:iÓn con. 125I. 

El. métcdo q~o se uti.l.i.z.6 para marcar rad:ioacti.vamen

te 1as prote!nas de superficie externa, con 125I fue e1 de 

1a 1actoperoxidasa (.)4, 37),. descri.to a continuación. 

PROCEtlI?>.iIENTO. 

A 2 X 10
8 

cé1uJ.as vi.abl.es/m1., que se l.avaron nueve, 

se auspendierc;>n en .3 mi~ en sol.uc:ién SAFIP, :en set;ui.da se 

l.e ad'i.cio~on .:;.o.o ui. de 1.0 UC:i de Na125I (New Ent;1and 

Nuc1ear Corp. Bostoil l>:ass.), JO.O ul.. de KI 2 X·10-5 111., 

20.0 ul.. de 1actoperoxidasa a una concentraci.Ón de 2 mg .. 

por ml.. Y 10.0 ui. de H2o2 al. 0.03 ~' se incubaron durante 



2.5 minutos a 4 °c.,. repi.tie~cu¡e nuevalllen~e .l.a adi.ci.ón d• 

l.a 1actoperox:idasa y n2o2 • incubando&e tambi.én a 4°c • d~a!! 
te 2.. ,5 mi.nu-tos. se detuvo l.a reacción con l.a adi.c:ión de 5 
mi .. de ::&.""I 19-3 M·, en segui.da se 1avaron 1as cé1u1as, con 

'.30 m1. de so1ución regul.ad.ora de fosfatos i.nbíbidores pH 7, 
tres veces centrilugalJdo a 500 X g .. , durante tres m:i.nutos 

cada ocaci.Ón~ e1 proced:i.miento neces:L tó aprox:i.madameJ;tte de 

40 a 50 minutos. 

La viabilidad ae·determinó nuevamente con azul. tripa.

no al. 0.2 :~, obteni.eodose un 97 'fo de viabilidad. En estas 

condiciones, la radioyodación fue exclusivamente de 1as pr_!?. 

tal.nas de superficie externa, de acuerdo a l.a· Yiabi1i.dad o~ 

servada. 

c.2.- P,adiosulfonaci.&n con 35s. 

El compuesto radioactivo que se uti1i~Ó fue, e1 :f'!,. 

nil. metionil. sul:f"ona uridin cicnofosf'ato,_ mareado cori 355 
(FMJ5S"C?-IP)~ que se sintetizó en ei xostituto de Qu!mi.ca de 

.la U .N.A.H., por ei .nr. Benjamín ortiz, de acuerdo a 1a lill,e

tbdol..:>gía PX"Opuesta por Bretscner (9)• 

PROCEDDllENTO. 

c.2.1.- Preparación de so1uoiones. 

So1uci.Ón regul.adora de separación (SAS) ; se prepa

raron 44 m..l.i. dn Nacl., 57 mM. de Na.ifi'04 , 10 mM. de gl.ucotaa, 

en agua desti1ada• ajustand.ose a pH 8. 

Sol.uci6n regu.ladora para marcar rad:i.oact:i.vamente ~); 

esta sol.uc:ión se preparó para 1a uni.Ón coval.ente de1 compue!.. 
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to ~5SUMPt a ias prote:!nas de superficie. Se pre¡:ia.raron ~ 
50 illM• de Rjl04• 23 JD.?.I• de KCl. • 86 m!-1-. de NaCl..1 l. ~l. de -

M&S04• 20 mM. de g1ucosa y se 1ajustó a pH 9·.3 con ?!:aOH 0.5 x. 

Sol.uc:ión amortiguadora de d:i.l.uci.ón (SJi.D);. se di.$0!. 

v.ieron 5 ~l. de KC1, 80 mM. de Nac:l., l. m1·1· de 1-;gS04 ~· 20 lllM• 

de Na~4 , 1e mM• de gl.ucosa en agua destil.ada y se ajustó 

el. PH a 7.4 • 

PROCEDIMIENTO .. 

se tomaron 2 X 108 tro:f'ozoítos/mJ.., l.avados y compro-

40 
bada su viabili.dad .• se resuspe.ndi.aron en 3 mi. de SAM a c., 
después se co1oc~ou en un va~o de precipi.tado de .20 mi. de 

8 cm. de diámetro,. en doDde 1a suspensi.Ón de trof.ozoítos no. 

a1canz6 una al. tura de :} mni. , para una adecuada o::d.~enaci.ón. 
o 

El. vaso de 20 ruJ.. sé col.ocó en bao.o ?·!arÍa a :,;o e. dE_ 

rante cinco minutos, antes de adicionar el. compuesto radioac 

ti.VO·• A1 tener l.a suspensión. de trofozoítos 1a misma ternpe

ratura que e1 baño :María., se acU.c:i.onó el. compuesto Ft-?5sJINP 1 

de.:ja:Ddose reaccionar· d~n"t:~ ei.11.Co nci..nu'tos.7 despu,és :!a sus

pensión se l.aTÓ con 40 l:n1. de SAD a 4 . ºe.,, .mediante centri

f'ugao3.Ón a ,500::..: g.,. durante tres minutos para eJ.iminar el. 

nt35sUMP presente, que no reaccionó. 

De1Jp~'s se resuspend.i.eron. en l. ml. de SAD y se deter

mi.nó nuevamente l.a T.i.abilidad de las oé1ul.as, mediante 1a -

técnica de azu1 tripatto, 1a cua1 ~ue de 97 1>• 

D·- OBTENCl:ON Y SEPAAACl:ON DE LAS PROTEI:NAS DE SUPER

FICIE DE morozorros :DE El!. hi.stol.ytica, ~..A..~ADAS 
CON 125:¡: y 355 • 
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PROCEDDIIEN'I'O • 

se prepararo~ so1uciones de FMSF, EDTA y N-eti1 ma1e!, 

·mda a una concentración de 1 mM., estas so1.uci.ooes se aña

d:i,.eron a la suspensión de 2 X io8 tro:t'ozoítos por mi. se -
ad:icion6 0.5 mi. de cada uno de 1.os inhi.bidores a l.a suspe!: 

aión de trof'ozoítos. 

D.2.- HomogenizaciÓn de .los trofozo:!tos. 

Los trofozoítos se resuspeodíeron en J m1. de SAR y 

se :fratimentaron l.as célul.a:::. en un homoaenizador Po:tter-E1-· 

vehj.em, durante 10 mi.nutos a 4 ºe., util.izando para el.lo un 

ba~o .:ie h:i.el.o. 

D.J.- Centrii'~~ación diferencial. para la separa-

ción de las prote!uas. 

El. homogenado se ceG:trif'ugÓ a 15, 000 .x &•,. en una -

centriluga ref'rit;e:rada SQRVAL,- durante l..5 minutos. En esta 

primera centrilugació.n se obtuvo l.a saparacióu de I:li. tQcon

dri.as y partículas de peso mo1ecul.ar a1to, al. que 1l.amamos 

precipitado {1); e1 sobreno.dante (l.) que se obtuvo f'ué JSé

parado. El. precipitado (1} se resuspend.io en .5 ml. .. de SAR 

y se centri~ugó nuevamente en ias mtsmas cond~ciones, obte

niéndose as! e.1 sobrenadante ( 2), que se se¡;aró del. preci.pi 

tado (2). E1 sobranadante (l.) se roezc1Ó con e'.L sobrenadante 

(2). 
Ut:i.l.izaPdo una ul.tracentrí.t'uga B•ckman L-2 65B, 1a -

mezc1a de1. sobreoadante (1.} y (2), ae ceutr.ii"ugÓ a. 165 000 
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:x; g. durante dos horas,. ae obtuvo así el. preei.pitado (.3), 

,consti.tu!do de part!cul.as ribosoma1es principal.mente y en 

el aobreDadaute {3)~ ias part!cu1as sol.ubles que pertene

cen a l.a super~ieie externa de membrana ce1ul.ar. 

E.- PUP.IF:ICACION PARCIAL E 1.:n:NTl.l lCAC10!i'. DE LJ\3 PR<F 

TE:tNA::i DE ~t;lSF:!- ICI:C. !-... :\HCAü • .;...:> CGX 12.51: y .355. 

E.l..- Concen~ración de las proteínas de super:fi.cie.-

PROCEO:J::IENTO. 

Las prote.:i'.nas :procedentes del. soorenadante (:;),fue

ron concentradas IL.ediant~ un .4't·<ICO?-:t uti1izz.r-~o un.J. membra

na de 10 000 x, hasta t&ncr una concentración .O.e 9.5 mg./ml.. 
esta concentraci.Ón se ñeterminó en un espectro:f'ot6metro 

Bec}Wlan mode1o ~6. a ~80 nm. Esta concentrac1Ón fue para 
, 125 1as pro-to1nas marcadas con :r. 

Para las proteíi~ lllarcadas con )5Si se obtuvo una 

concentración de 0.2 rag./mi. 

E.2.- Cromatograt':!.a en columna,, en t;l.troge1 AC;;~~-34· 

PROCEDI.MIE.!crQ.. 

F-1 U1 trQBe1 ACA-)11. • di.s tingue pesos col.eculares en.i;x-e 

25 000 a S50 000 dal.tones,, esta dextrana fue, desaereada al. 

vac!o, con soluc:i.tS'u amortiguadora de fosfatos sa1i.na Pli 7 • 
durante do• horas. 



Se montaron si.mu1 tánea:mente dos co1umnas de croma to

grar::!.a. IKB (21.17), de igual. vol.umen para ser uti.l.izadas con 

1as prote:!nas marcadas con el. ;isótopo correspondiente. se -
l.ea Dantuvo en equilibrio durante dos d!as con SAFS pH 7 • 

Se 1es determinó e1 vo1umen vacío con azu1 dextrana 

2 000 a1. 0.5 por c:i.ento. 

se deposita.ron 1as prote!nas concentradas por e1 AMI

CON, :respectivamente en cada col:umna y se recogieron 1as 

rracciones mediante un co1ector LKB ULTRORAC (2070}, a un 

vo1umen de 3 mi. de e1uyente por cada cinco minutos. Estas 

fracciones prote1cas fueron detectadas por un LXB uv:tCOR a 

280 Dl"• y registradas por un gra:t'icador LKB. · 

A cada tubo se 1e deter.üi.nó 1a radioactividad de acuer 

do a 1.a en:isión que tenían.. ::En el. caso de1 i.s6topo .355, se 

tomó uca alícuota de 0.2 mi. de cada tubo y se co1ocó en -

:fr:i..scos ~'.'.l.okard e.e ..::.7 X: 6u con tapón de rosca, se 1e ad:ici.o 

nó 10 =1. de l.Íqu:i:do cente11.ante IN:3TAGEL. 3e 1eyó en un -

aparapo ?ackard para rad~aciones beta. 
12.SI, Los tubos que tenían las proteínas marcadas con 

se co1ocaron en ei contador Packard Auto-Gamma 5110 y se 1e 

yeron d~rectamente 1as radiaciones gatlllla. 

E•:}.- El.ectro:f'oresis ~n gel. de pol.iacri.J.amida en -

SDS ~3;t) .. 

E.3.1.- ~reparación de so1uciones. 

3o1ucióu ru;::.ortiguadora de fosfatos concentrada -

\:>A.Fe} ;: u • .;? í-l•, se ajustó a Pil 7 .1. 

Para e11o se pesaron 39 g. de NaH2Po4-7H20y 10 g. de 

SDS, esto se 11evó & 5 J.t., con a.gua desti1ada. 

;;Sol.úoión regu1adora para el.ectrodos (SAE); esta -



aól.uc:i6n se preparó con l.lDa. parte de SAFC, por una parte de 

agua des tiladae 

So1ución regu.l.edora para e1 tra 'tanliento de 1a mues 

tra. (SA'l'M); se tomarQn 5 :rnl.. de SAFC., 1 Inl.• de 2-mercapto-

etano1 y 1 8• de SDS,, esto ae a:f'o.ró a 100 ml.. ·con agua des

tilada. 

So1ución de acrilami.da {SA); se pesaron 22.2 g. de 

acrilaIIdda (B. DH. Cbemical. Ltd. Engl.and), o.6 g. d:e BIS .,. 

(B.D.H.) , se aforó a l.00 m.1. con agua destilada y se a1xnace .. 

n6 en un :frasco ~bar, a 4 ºc. 

Sol.ución de persul.i'ato de amonio (SPA); se pesó 

0 .. 150 g. de'persu1fato de amoni.o, se diso1vi.eron en 10 mi. 

con agua desti1ada, se co1ocó en un frasco ámbo..r y se a1ma

cen6. a 4 ºc. 

Se preparó azu1 de bromof'enol. a1 0.25 por ciento 

(P/V). 

Sol.uei.ón i"ijadora para 1a.s prote!p.as ( SFP) ; .se pe

•aron 57 g. de ácido tr~c1oroao~tico, 17 g. dv ác:ido 6u1fo

sa1i.c!1i.co, se di.sol.vi.eron en l.50 ml.. de llietano1 y se aforó 

a 350 mi. con agua dest:il.a.da .. 

So1uc:i.Ón para t:i:.nción de proteínas {S:E'I'l?); .se pesa 

227 mi. O.e ácido acét:ico gl.ac:Lal., se filtro a través de pa

pel. Wbatman No• 1 y se a1ma.cenó en un frasco ámbar. 

SoJ.uci.ón para deateñi.r pro~e!nas {CDr} .; ~ 1 .. ,5 :!.te 
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d~ etanol. se le adicionaron 500 mi. de ácido acético y se-

llevó a .5 l.t:. con agua destilada. 

So1uci.Ón. preservativa. para las pl.a<.::;as de pol.iacr:i.

l.amida (SPPP); a JOO m1. de etano1 sel.e adicionaron 100 mi. 

de ácido acético, más 100 ml... de t;l.:i,cerol. y se aforó a 1 1 t. 

con agua destilada 

~.3.;¿.- Freparación de las 1Jlacas de poJ.iacri..l.a.l!li

da, en S:>S al 5 por ciento. 

PROCEr>Il-iIENTO. 

En un matruz de ¿50 mi. se coJ.ocnron 14.~ llll. de af,ua 

destilada, ;,3 ml. de :AFC, l·A- ;..J. .. de 3A 1 .;.;e- ct.gitó du::..:..i:&te -

el.neo minutos, después s~ desaereo· duran t.~ t? es ;..ir~-... i.os" 

usando para esto uno. bcr..bd üe v~c!o, procurando no u.icer 

burbujas, en seg~ida se adicionaron ).2 ir.l.. de 3PA y 0.1 ~1~ 

de TENED, se agitó rapidamente y con ayuda de un ellibudo y 

una pipeta Pasteur adaptada 9 se colocó iQ ~o1ución ~n un -

molde de vidrio de 2~ X 11 e~. oespués de nabei 21er..::.do ~1 

molde eon 1a solución~ se dejó reposar diez minutos a tem

pera tura ambiente ; l..5 ruinutos a 4 ºc., al r.o1i.Iaerizarse la 

acrilamida 9 se dej6 en una cánara hÚfueda 7 p::.ru ser usada 

después de 12 l:lrs. 

E.3.3.- !:1ectro:.f.'oresis de 1as prote!nas el,u!das 

por croma.~ograf!a sobre co1w..na de citrot;el ACA-34. 

PROCE!lIMl'.ENTO. 



La e1ectroforesi.s se 11evó a cabo en un NULTJ:PHOR llB 

{2117)• ta p1aca de po1iacrilaruida se co1oc6 en la cámara -

de electroforesis LY...B, a una temperatura de 4 ºc. 
;:>e efectuó un precor:r;-;i.miento de la placa sin colocar 

las muestras, durante 30 minutos y a 150 mA· 

E.4.- petor.minaoión del peso ~o1ecul.ar, c;¡n 1as pr~ 

te!nas de superficie,. 

i-'P..oc:~:H?-.II: .. !~TO. 

Fara .la d1;:Lermínac:i.Ón dc1 peso fuolecu1ar se util:iza-

ron dos li.étcdos, la crm •• ...::. tctJ.rd.f'Ía en coluor..a y J.a cromato--

0raf':Í.a eu ~e.l de ;...ol.iacrilo..w.ída. 

L.:! crot..::t tw.;r::..f!a eti. coltli...itla se basa en el. voJ.umen e.luí 

do y el t:i.C":'·i-'º que r.a.t :::-.a la proteú.a en separar$e. ::;e ut:i1i 

z;aron, proi.eÍnas d~ pt:isv :riolecular conocido, a una concentr~ 

ción as 2 mt,,.-ml .. ¡ catiaJ..ai:>a de peso IíloJ.ecu.lar de ;¿4o 000, e:!. 

tocromo e da 11 OOU y ::i.lbÚL>ina boYi:oa de cv OUU dul tones., -

para ·.:>btene:r una t;ráf"i<:a que nos per».1i ta de¡;eri::.&inar e1 peso 

mo1ecu1ar de nuestras p~ote!nas. 

Par3 iu cromatograr!a en ~el. de poliaeri1amida se uti 

.lizaron las mism1s pro;;;e!na3 de peso mo.lecul.ar conocido y a 

1a misma concen~ació~. 

Los e1uÍdos, así como las proteínas de peso molecular 

conocido, f'ueron trJttades con 3RTN y a un;:~ tetüperatura de~

tiO ºe., durante JO Iili.nutos, :se adicionaron O.Ol. ml.. de azul. 

de broruo:f'eno1 al. 0.25 ~.,.. Despu.~s se col.ocaron en l.a p1aca 
,, 

de po1iacril.amida y esta en l.a camara de e.lectroforesi.s,. 

E1 tiempo de corri.miento de l.a.s prote:!nas ~ue de 4 brs. 

a 150 mA· Al. :finalizar e1 corri.Iaieuto, la placa ae col.ooó -
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en una caja metálica, se adicionó SFP y se de.jÓ reaccionar 

esta so.lución durante 1.hr., l.a so1ución í"ue ser.arada -y en 

seguida se adicionó STP, dejando.la durante 2 llr., se sepa

ró y se adicionó 5:1.P, caI4biando continuamente· esta sol.ución 

hasta que quedaron_so1amente las bandas de proteínas teni

das por e1 co1orante. 

F.- I!\.~~TIGACI<>r~ ~:E. LOS ~"TIGENOS DE SUPERFICIE DE 

I:ntamoeba b.isto1ytíca,. POH Th"). .. 'L'"KOFLUORESCENCIA .. 

F.:t.- Obtención de .los anti.cuerpos anti-Pico I y 
125_ anti-Fico II, i.1.3.rCados con i y .:tos anticuerpos de1 Pico· 

I, m.~rcado con ~53 

se inoct.1aron conejos i:ueva ze1anda de 2 :r.¿ .. ' con .las 

proteínas de J.os p-icos el.u!dos por .la col.w;n:;a de U1troge1 -

.:\CA-.34-, a una com::ent:raciÓn de 2 mg./DJ.. con adyubante com

pl.eto de rreunct, durante cuatro .semanas, tlaci.eDdo una inoc!! 

!ación por semana, a l.a quinta sen.a.na se sa:ngró al. conejo -. 
para determinar si bGlbÍa anti.cuerpos presentes en e.t suero~ 

contra estas proteínas. 

F.2.- Técni.ca de 1a prueba de iDffiUDofluorescenci.a 

illdi.rec ta. 

PROCE"JIMIEN'TO"' 

6 . . 
Se obtuvieron l. X 10 troi',ozoí tos/ml.. ·~ con J.as que se 

11ev~, a cabo una d~1ucíón 1:1 000. se towÓ u:ca. gota y ~e cs. 



1oÓ en portaobjetos, prew-iamente 1i~pio y desensrasado, és-
,,. o h , te se co1oco en una est.u1"a a: 31 c., asta que se seco l.a. 

gota. Sobre l.a gota seca se col.ocó e1 suero anti-Pi.co.:..=:r, -

haciendo 1o c.ismo con el. anti-Pico II y e1 p~co marcado con 

355 y un contro1 sin antisuero. Los portaobjetos se col.oca

ron en una cámara húmeda a 37 ºe·~ durante JO minutos. Des

pués se 1avaron con SAFS a PH 7 ... 2,. tres veces durante l.O m!_ 

nutos con agi.taci6n y se dejaron secar a te:cipératura a.ir.bien 

te. 

una vez secos se l.es colocó ,el. suero :fl.uoresce!nado y 

se dejaron nuevamente en l.a cámara húmeda, durante 15 minu-,. 

tos a 37 ºc. Se lavó nuevamente con agi.taci6n y se col.ocó -

e1 azul. de Svans a1 5 -por ciento.'t durante. 20 minu-tos. Se l.!:_ 

varon 1as 1amini11as con agua destiiada y se dejaron secar 7 

se les ad.ic~onó glicerina a1 90 por ciento, 1i.bre de ~1uo

resceína. Por ~1timo se qol.ocó un cubreobjetos sobre ia tin 

ci.Ón y se saJ.l.Ó el pe:rfuetro de éste Qon barni.z •. 

G.- D_..IE3?IGACJ:ON :JE LA .. '\CTIVr.>AD BIOLCG:tC.A DE LAS -

FRENTE A SUE.ROS Dt.: PAC:IE:KuS QUE P~E:NTARON ABSC~ 

SO HBPATICO ~ilBIANO. 

G .. 1 •. - Técni.ca de dob1e di.:f'us:i.Ón en e;el. de asa.rosa. 

la. de dohl.e d:U'usi.Óu ea 

ge1 de a.ge.rosa, ésta se preparó ccn agarosa al. 1.5 por c~e.!! 

to, dé esta sol.ución se tomaron J i:;ü. y se col.oca.roo en un: 

portaobjetos, se dejó que sol.:i.d:if'zca.ra.. dospués se nicie:rcc 

cinco pcrf or.:.ci.onos f'o:::-;r:;::?.nd.o un ¡;;;c:::it.:lt;on.o y otra en el. een-



tro-. 

con ayuda de capilares, se col.ocaron en cada perfora

c1Ón d~ferentes ant1genos y en e1-centro e1 suero provenie~ 

te de un paciente que present6 absceso hepático a:mibiano. 

se co1ocaron l.os portaobjetos en una cámara húmeda., 

durante 48 brs. a 4 ºc. 

G.2.- ·I'écnica de hemag1utinación iodi.recta. 

se sangró a un carnero en l.a yugul.ar, J.a sangre se de 

positó en un frasco conteniendo so1ución AL$EVER estéri1 y 

se al.macenó a 4 ºc. De esta suspensión se tomaron 2 ml. y 
se l.avaron tres veces con solución sal~na i&otÓnica {SSI) y 

se preparó una di1ución de esta suspensi6n a1 2 po~ ciento. 

Los ant:4;enos que se usaron para sensibiLizar a los -

g1obu1os rojos de carnero (GRC), fueron J.os sigui.entes y a 

una concentración de ,¿ mg./ml.. 

a) !:::.:tracto exudo total. de tro:f'ozo!tos. de 1a cepa 

il:·.-1 .. 

b} Frote!na~ de1 ?ico :r, marcadas con .l~J:. 
e) ?rote!na.s de1 i'ico IIt marcadas con 125_ 

.t.• 
'1-

d) Froteínaa del Pico It marcadas con _,1-:;;_ 
.:>• 

hstas ¡:;rote!nas se h:i.c:ieron :reaccionar, con J.07 sue

:%'<0s di.i'eren.to3, de pa.c:ientes con diagnóstico de absceso be 

p~tico amibi.ano. 

G.2 .. 1.- Preparac:ión de sol.uciones .. 
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suero de conejo normal., éste se inactiv6 a 56 ºc., d!::!., 

rante 50 minutos, después de absorberse con un volumen igual. 

de GRC empaquetados, en seguida se incubaron durante i hora 

a. 37 ºc. 
se almacen6 úna noche a 4 ºc., a1 transcurri.r este 

ti.e::npo, se centrif'ug6 y se separ9 e1 suero de conejo absor

bido. Este suero se utilizó para hacer 1as di1uciones de1 -

suero probl.ema por 1h. timo se hizo una diJ.uciÓn de este sue

ro 1:1 000 en SAFS a PH 6.4 .• 
se preparó una so1uciÓn de ácido tánico a1 1 e¡!,, dicba. 

, ' ·O so.l.uci6n se al.maceno a 4 e. y al ser u.ti1izada se hac:i.a 

una di.1uci6n de 1:20 000 para tanizar a 1os GRC. 

solución runortiguadora de fosCatos sa1ina (SAFS), a -

pa 6.4 ; se preparó de la siguiente .manera: 

a) KH2P04 a una concentración de 0.15 N. 

b) ~azrro4 a una concentración de 0.15 M. 

se tomaron 62.8 ml.. de 1a so1uc1Ón (aj, más 32.4 mi. 

de la so1ución ~b) y se adicionaron 100 mi. de ssz. 
~o1uciÓn amortiguadora de ~osfatos salina pH 7.2, se 

a) KH~o4 a una concentración de 0.15 M· 

b) Na.O!HPo4 a una concentraci.Ón de 0.15 M· 

3e tomaron 24 ml.. <le 1a so1ución (a), más 76 mi. de 

1a so1uci6n {b), además de 100 mi. de as:i:. 

?ROOEDIMIENTO. 

se tomaron 3 m1.. de la suspens:i.Ón de GRC a1 2 '% en 
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SAFSa pH 7.2 y se mezc1aron con 3 ml. .. de ácido tánico a1 -

l. :20 000 después se incubaron a. 37 ºc., durante 10 minutos 

en seguida se centri:f'ue;Ó e1 paquete de GRO ·a 600 x g., du

rante 5 minutos. se separó e1 sobreoadante y se 1avó con -

SA.FS a pH 6.4 • 
E1 anticuerpo reaccionó con el. autÍgeno unido a los 

GRC tani.zados de l.a siguiente manera. 

se prepararon 1os tubos con 1os siguientes componen-

tes: 

TUbo No. 1., se ool.ocaron 4 mi. de SAFS a pH 6.1+ más 

un mi. de antÍgeno y un. mi. de GRC tanizados (tubos probl.!_ 

ma). 
TUbo No. 2, se tomaron 5 mi. de .SAFS a pH 6.4 más un 

mi. de GRC tanizados (tubo control}. 

Los tubos se dejaron 1o minutos a temperatura a.mbie~ 

te, en segui.da se 1avó el. paquete de GRC con SAFS pH 6.4 y 

se resuspeodi&:ron a1 f'ina1 con un mi. de SAFS pH 6.4 • 

Quedando as! una sol.uci6n al. 2 7; (con suero de cone

jo absorbido e ;i.nactivado) 

Por Ú1ti.mo se hicieron 1as di1uc~ones seriadas de1 

suero prob.lmna,. para determinar el t!tu1o de anti.cuerpos 

presentes, contra cada uno de 1os ant!genos que se uti1iz~ 

ron. 



v.- RESULTADOS. 

Para 1a determinación de 1a al.b~na sér:ica bovi.na en 

1os trofozo:!tos, se u-tilizó l.a prueba de dobl.e d.ifusi:cSn en

. gel de agarosa, como se inuestra en l.a :figuna uno. 

Fig" No. 1 

LAVADOS 

)0 

Fig,.. No .. l. .- Pozo centra1 ant:L-a.3.bÜJ:::ti.na séri.ca bort

na. (-A)~· en los po.zos peri.f'~:i.cos; (l.) extracto de tro:f'ozo! 

tos bamogeni.Udos sin l.avar, (2) l.avados una. vez, (3) 1ava.

das 5 veces, (4) l.av:a.dos 7 veces y (5) l.avados 9 ~eceP• 



E1 e:f'ecto de l.os inh.ibidores de proteasas aiiadidos a 

extractos de trof'ozo!tos, se obs.erva en 1a :f'i.gura 2. 

EXTRAC'IO DE TROFQZOITOS 
SIN :INHIBIOORES 

EXTRACTO DE TROFOzorros 
CON ~ ~lEZCLA DE 

INHIBIDO RES 

FiS. No. 2 

l I 111 11 IB UI l 111·1 m 

Fig. No. 2 .- En ·•1 corrimiento (A) por e1ectrofore

sis en gel de po1iacri1amida, 1a separae1Ón de ias proteí

nas no es posibl.e, deb:ido a una desna.turaJ.j.zac:i.Ón de 1aG -

mismas. 

En. e1 corri.mi.ento (B} 1 $e ie ad:ic:i-e:!Ó .al. extracto de 

tro:f'ozo! tos los :i.nh:ibidores, PJ..1SF, EDTA y :K-eti.1 mal.ei.mi.da, 

observa.Ddose la separaoi.Ón de l.as proteínas. 



Otra prueba que se hizo para determinar e1 efecto de 

1os inh1bidores fue, 1a cromatografía en co1umna. de 1as pr~ 

te!na.s tota1.es de 1os tro:f'ozo:!tos; previamente marcados con 

e-1 isótopo correspondi.ente. 

.ABS. A 280 mn. RADIOACTIVIDAD 

FRACCIONES 

Grárica No.- l. .~ .Muestra. u.na vari.eda,d de pi.cos corres

poDdi.entes a 1as proteínas, esta variedad se debió a que no 

se 1e ad~cionó inhibidores a 1os tro:f'ozo!tos. La 1!nea cont~ 

nua representa 1a determinación de las proteínas a 280 nm. y 

1a 1~nea punteada 1a rad~oact~vi.dad. 



GRA.Fl:CA. No• 2 

ABS. A :280 i:un. 

GrÜ.ica No. 2 .- MUestr;?t 1os efectos de 1os 1.llhi.bi.do

res sobre 1as enzi=as endÓgeoas de l.os trofo~o!tos~ pr:i.nci

pa1mente de pro~easas. Obteni.endose so1amente un s&1o pico, 

comv es en el ~~so de J.as pr::iteínas marcadas con 35s .. L.a 1!_ 

nea punteada representa. .la ra~i.oacti.vi.dad y 1a conti.Dua 14 

determinaci6n de .las proteínas a 2ts0 nm .. 



'l.a. 'tabla ~~o. i. muestra 1a distribuci6n de la radi.oaE_ 

t:l.vi.dad. residua1, expresada en por c;i.ento de radioactividad. 

De 1os d:ü'erentes i.s6topos que se u:til.izaroo par.a l.e. 

i.dent±f'icación de l.as proteínas de super:ficie. 

TABLA No. l. 

FRACCIONES c¡b DE RADIOACTJ:V.IDAD EN 

CADA FRACCION OBTE'?l.1ID.A. 

CELULAS HOMOGENIZJ.D.AS 100 

l.o. Sob:renadante a l..5 000 x g.- 71. 
10 •. Sedi.mento a l.5 000 :x: g. 28 

20,. sobrenadante a 15 000 x g. 9 
20o:: Se.-Hmento a 15 000 %. €f>• 14 

Sobrenadantes comb3.nado.s a 1:5 000 ::t g. 79 
Sobrenadante a 165 000 x g. 67 
Pico I de exclusi6n en U1t~cse1 ACA-34 4' 
P~co ll de excl.usi.6n en Ul troge1 ACA- 34 2J. 

El.u:ídos res tan tes O 

100 
6o 

37 

5 
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La. separaci.Ón de las :f'racci.ones proteicas rad:toacti.

vas., que se obtuv:i.eron en croma:liogra:t":!a en columna se mues

tra~ en 1as gráfi.oas ' y 4. 

TRANSM.I.T.ANC.I..A 

. 280 lml• 

3.0 

4<> 

'º 

?P 

ªº 

GRAF:ICA No. ::3 

(\ 
• • 

/ y ·-·~·-·6: ·--100 
20 40 

FRACCIONES 

RADIOACTIVIDAD 
dpm. 1 X 10:3 

2 

.50 

Grái':iea NO• '.3 .- cromatogra:fía en eoiumna., de 1as pro 

te!nas de membrana., marcadas con el is.ótopo 35s, mediante : 

e1 compuesto FM35suMl?. La presencia de las prote:Cnas fue d.2,. 

ter~nada a 280 nm. y la radioactividad ~ue modida. por 1as 

emi.s:tones beta, en d.p.m, .• 1 en un contador l?ackard. 



'l'R.A.1.JSMJ:TA...~ IA 

280 IDil. 

30· 

40 

50 

60 

80 

100 
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GRAFICA No. 4 

FRACCIONES 

RADD'JACTIVIDAD 
5 dpm. l X l.O 

1 

50 

Grá:f~ca No. 4 •- c~oma~ogra.:f!a en columna sobre U1tro 

ge1 ACA-.:34., de las prote:l'.nas de m.embrana. marcadas con 125r: 
mediante l.a técnica de J.a 1actoperoxidasa. Las proteínas en 

1os eiu~dos se de~ermi.naron a 2~0 nm. y 1a rad1oactividad -

en d.p.:m., fueron 1e:!das eu un contador .Auto-Ga.u:::;a Packa.rd 

(- radi.oacti:vi.dad y -- mg. de proteína) 



:z 
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La determinación de1 peso mQ1ecu1ar de· 1os picos obt!_ 

ni.dos por cromaiiograf":!a. en co1urnna., se. l.l.evó a cabo median

te dos méi;odos; tJOr cromato~af'!a en col.umna ep. U1trogel. -

ACA-34 y por el.ec trofores.is en ge1 de pol.iacrl1amida .. 

Utilizando P8:T'ª estos dos m.~todos~ patrones de pro-te! 

nas de peso mol.ecu.lar conocido, como se muestra en 1a gráf':L 

ca NO• 5 y 1a :figurª' No. 3· 

GRAFICA No. 5 

10 50100 200 
J.OJ PM 

CITOCRCMO C 
90 

H 60 
o 
o 
< 

Gráfica No. 5 .- Kuestra 1a determi.nación del. peso m.2:. 

iecul.ar,. de l.as :f'racc:iones marcadas con l.os isótopos rad;io

acti.vos, obtenidos por crome.tog:r:a:f'!a en co.lnmna. .. 
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:FIGURA No. J 

CI:':OOCROMO DE CABALOO· l 1 1 

ALBUMINA BOVINA 1 1 1 

:Ig G DE RATON l 1 1 

Pl:CO I CON J.25 I 1 1 1 1 
125 K ~ K 

P:ICO :O: CON 125I 1 [ 1 ( 1 
9.0 K 48 K 30 X. 

PICO CCN 555 
l f f l l 1 1 1 !. J 

90 K 48 K 30 K 

Fi.gu.ra No. 3 .- DetreIIdnac~ón de1 peso mo1ecu1ar de1 
"25 

P~co I • Pico ::a: marcados con - I y ei pico marcado con -

)55. Los marcadores i'ueront citocromo e, con peso mo.lecu1ar 

de U 000, a1b'Úmi.na séri.ca bovina de 68 000 y J:gG de r;:;:tón 

de 126 000 da1tones. 



Las i'iguras 4 y 5, 1m2estran .los resu1 tados obi;en:idos 

en 1a ;invesi;igación de l.a acti.vidad bi.o1Ógi.ca de 1os picos 

que se obtuvi.eron por crcmatograf'Ía en columna. as:! como -

.las f~acciones que se separaron, durante 1a extracc1Ón de 

1as proteínas so1ub.J.es de superficie de ~ histo1ytica, -

frente a un suero de paciente con diagnóstico de absceso -

hepático amibiano" mediante l.a técnica de dob1e dilus:i.én -

en agarosa. 

FIG~.A No. 4 

Figura No. 4 .- Muestra 1a acc~Ón de ant!genos amib:i!!:, 

nos f'rente a un suero de paciente que presentó absceso hep¡!. 

tico amibiano. Pozo central. suero de paciente (H}t (P) pre

c;ipitado a 15 000 :x g., (P1 ) precipitado a 165 000 :x g.,(s) 
:f'racci6n de1 Pico I con 12;,It (s1 ) fracción del. pico :II: con 
l.25 :r, (A) medio de cul.tivo y {B} albÚtiti.tia sér:i.ca bortna. 
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FIGURA lio. 5 

-----

Figura, !Jo. 5 .- En el. pozo central. se col.ocó suero del.. 

paci.e~te qu~ ~~ntó absceso hepá.id .. co amj.bi.ano {li), (P) pr_! 

oip:i.tado a 15 ooo x: S•,. {P1 ) preci.pj.tado a 165 000 :x g., (s) 

sobrenadante a 165 000 x E•• {S1 ) es ei p~oo eiuío.c po~ cro

matcsrai'íat (A) ine~i:i.o de cu.l.t:i.vo y (B) al.'búmi.na aé::-ica boti.-



Las p.r'ote!:nas del Pico I y ll, además del. que se obt!! 
vo a.1 marcar con 355, fueron utilizadas para determinar el 

t:!:tu1e> de anticuerpos, contra el suero de paci.ente con d:!.q 

nóstico de aosceso hepático amibiano. Comparativemente con 

e1 título obtenido con un homogenado total de 1a amiba, me

dian.te la técnica de hemaglutinae.ión pasiva. Los resul. tedos 

se muestran en 1a tabla No. 2. 

S$RO 

l. 
.2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
ll. 
12 
1.,3 
14 
15 
16 
17 
18 
l.9 
20 
·21 

22 
23 

TABLA No. 2 

TJ:TULO DE LA .AMIBA 
COMPLETA 

l.:1280 
1:160 
1:20480 
1:10240 
1:160 
1:160 
1::120 
l.:40 
l.:160 
J.:2560 
1;3.60 
1:80 
1:1280 
1:620 
1:2560 
l.:160 
l.:5120 
l.:620 
1:320 
1:20480 
l.:5120 

1:2560 
l.:.2560 

PICO I 

1:160 
1:40 
1:320 
l.:320 
1:20 
l.:J.0 
.1:80 
1:10 
l.:20 
1:20 
.l. :20 
l.:40 
1:320 
1:20 
1:80 
1:20 
1.:620 
l.:160 
l.:80 
1::320 
1:.320 

1 :.320 
1.:640 

PICO ll 

l.:80 1:J.6o 
o o 
l. :40 l. :40 
l.:40 1:4o 
o o 
1:10 1. :1.0 
1.:10 l. :10 
1:1.0 l. :J.0 
1:10 l. :J..0 
o o 
o Q 

o o 
1:80 1;40 
J. :l.0 1:10 
o Q 
1:10 l. ::l..'~ 
1:80 1~e-0 
.1 :40 1.:40 
o Q 
1:40 1:80 
1:20 1:20 
.1::20 1:20 
1:80 1:80· 



SUERO 

24 
25 
26 
27 
28 
29 
JO 
)l. 
32 
33 
~ 
35 
36 
37 
'8 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
4.5 
46 
47 
48 
49 
so 
5l. 
52 
5.J 
54 
.55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
6'.3 
64 
65 
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TITULO DE LA Af/W:BA PICO I 
CO~lPLETA 

l.:2048o 1:320 
1:20480 .l ::1280 
1:1.280 l.:40 
1:2o.480 .l.:160 
1:.20480 1:640 
1:2o4ao 1:640 
1:204&o 1:80 
1:20480 1:40 
1:2o480 1:80 
1:1.280 1:320 
1:16o l.:l:O 
1:1.60 1:40 
l. :1280 l.:320 
l. :.320 l.:4o 
1:1280 1:320 
l. :1280 l.:J.60 
1::2o480 1:320 
1:1280 l.:320 
1:20480 1:160 
1:640 1:80 
l.:640 1:160 
l.:20480 l. :160 
1:2.560 1:160 
l.:1.60 1:80 
1!2o480 1:640 
l.:,5120 1:160 
l.:l.280 1:.320 
1:5120 l.:320 
l.:20480 1:320 
l.:1280 1:i:IO 
1:.l.280 1:160 
1:1~80 1:160 
1j2o4Bo 1:640 
l.:.I.6o 1:80 
1:20480 1:160 
1:10240 l. :.1.60 
1:1280 1:160 
1:5120 l.:320 
1:1280 J. :640 
l.:5120 1:640 
l.:.320 1:80 
1:160 1:160 

PICO II Pico35s 

l. :80 1:80 
1:320 l. :320 
o o 
1:40 1:40 
1:40 1:40 
1:40 1:40 
1:10 1 :l.O 
o o 
1:10 1:10 
1:40 l.:40 
o o 
1:10 1 :l.O 
1:40 1:40 
-o o 
1:80 J.:80 
1:20 1:40 
1:80 1:160 
1:80 l.:80 
1:160 1:160 
1:40 1:40 
1:40 1:40 
1:40 1:80 
l.:40 1.:40 
-o o 
1:40 1:40 
l. :80 1:80 
l.;80 1:80 
J.:80 1:80 
1:40 1:40 
1:10 1:10 
1;40 1:40 
J.:40 l.:40 
J.:80 .l ;80 
l.:160 1:160 
o o 
1:40 l.:40 
1:160 l. :160 
l.:80 1:80 
1:80 1;160 
1:80 1:80 
1.:80 l. :80 
1:20 l.:20 



S'UERO • TITULO DE LA .:U-1IBA PICO I 
co:KPLETA. 

66 l.:2560 1:160 1:40 1:40 
67 1:160 1:40 o.. Q 
68 1:320 - l. :18Q 1:.40 l.:40 
69 1::1280 1:16o 1:40 l. :40 
70 1:80 1:10 Q o 
71 l.:160 l. :.20 o o 
72 i:160 1:80 o o 
73 1:320 1:80 1:40 l. :4o 
74 1:160 1::80 o o 
75 1:640 1 :l.6o .l. :40 1:40 
76 1.:160 l.:80 l.::20 1:20 
77 1 :160 1:80 l.:20 l.:20 
78 1:1280 l.;J..60 1:40 1:80 
79 l.:10240 1:64o 1::40 1:40 
80 1:1280 1:16o 1:40 1:4o 
81 1:1280 l.:J20 .1:40 l. :40 
82 l.:10240 1.:16o l.:20 1:20 
a3· 1:ó4o l. :40 o o.. 
84 1:5120 1:320 1.:20: 1:40 
85 1:20480 l.:2560 1:640 l.:640 
86 1:640 1:160 1:40 1:40 
87 l..:20480 1:640 l.:40 1:40 
88 l.: :320 l.:80 1:.10 1:10 
89 ..._ --- n.n.. .L : ;J.1. «=V l. :160 1.:40 1:40 
:90 1:;320 1:80 1:20 l. .:.20 
91 J.:10240 1:16o 1:40- 1:40 
92 l.:320 1:160 l.:80 l.:80 
93 1:20480 1:640 1:80 1:80 
94 1:320 J.:80 l.:40 1:40 
9.5 l.:640 1:80 l.:40 1:40 
96 1:10240 1:64o l..:So l.:80 
97 l..:10240 J.:3.20 1:BO 1:80 
98 l.;20480 1:160 1:40 l :40 
99 l.:20480 1:160 l. :.20 1:20 
100 1:160 l..:80 .. .t • .r.;., 1:40 ..t.:.,.v 
l.01 1:20480 l.:1280 1:640 J.:640 
102 1:1280 l. ::320 1:40 l.:40 
103 1:5120 1:80 o o 
J.04 J.:20480 .1:640 l.;40 l. :40 
l.05 l.:25é0 1:640 1:40 1:40 
106 l.:5120 J. :640 l.:40 l. :40 
107 1:.2o48o l.:320 1:10 1. :l.O 
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Las gré.i'icas 5, 6 y 7 son. los resu.1 tados de l.os títu-

1os de hemag1uti.nación, u.t:i1izando las prote;Ínas de1 Pico I, 

II y el que se marc6 con J5s. En re1aci6n a l.os resuitados 

obtenidos con e1 ant:!geno extracto tota1 de amibas, determ! 

na.dos con 1a t~cnica de hemag1uti.naci.Ón 3.Dd:irecta • 

• 
• 
• 
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10 

• 

• 
• 

• .. 
• 

• • ••• • . • 
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i t 
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• \ • :u ·¡ • i • • .. • • 1 ~ • s • 
• .:. 1 • • • • 1 • • • • -·· ... • • .... ••• - . .. 

• • • . .. . .. ... • • • 
••• ••• • • 

2 ¡ ¡ • - • .. -

80 160 ,20 640 1280 2360 

TITUI.OS DE Bfil.IAGLUTINAC:ION DEL PICO J: 

Gráfica No. 5 .- Globulos rojos de carnero fueron fo

rrados con prote!nas de1 Pioo J: y otro paque de GRC, con -

las prote!nas deí extraeto tota1 de ~;baS~ se corre1aci.ona . ~ 

ron es tos tí tul.os de hemag1uti.naoi.Ón obtenidos, ·util.izaDdo 

sueros do pacientes oon di.agn6stico de absceso hepático amf 

biauo. 
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GRAFICA No• 6 
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'l'J:TuLOS DE HEMAGLUTINACJ:OB DEL PICO :::u: 

Grñ:f'ica No. 6 .- Esta .;;rá:fica muestra :tes resul.tados. 

de 1a re1aci6n entre 1as prote!nas de1 P~co :a:, frente a 1os 

t:!tu1os obtenidos con e1 extracto tota1 de trof'ozo:!to&. 
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Gráfica No. 7 .- son 1os resuitados entre 1os títuios 

obtenidos por bemag1utinaci.6n indirecta, del. pico mñ,....:ado -
~ . . con - S y ei extracto tota1 de trof'ozo;i..tos .. 



En 1a fotograf'!a. NO• l.• muestra 1a. dinidad .de ·1o• an 
12 -

ti.Querpos por 1as prote!nas del. Pico 7 :marcada? con SI 1 -

que·est'n dirigidas hacia la superficie de 1a membrana del 

tro.t'ozo!to. La téen:ica que se uti.13.zó ~e,,~nmuno~.tuor..eace!! 

ca :LDdi.recta. 

i'O'l'OGRAFli. Jlo. 1 

:Fotograf'!a No. 1 .... Las prote!naa del. P~co I:, •• ino

cu1aron a conejos~ 1os ftnticuerpos obtenidos •• ~ubaron -

con tro:fozo!i;gª de l.a cepa HM=-1, duran.te :;o minutoa. Se ad! 
cionó después I8G de conejo ~iuoresce!nado y •e contrast6 -
con azul. de Ev:ans al. 0.5 ~ • 
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FOTOGRAFll No. 2 

. 

Potograf'!a No. 2 .- Los anticuerpos que se obtuyj.eron 
·. 125 del. Pico :I:I marca.dos con J:, se utilizaron para. la inves-

tigaei.6n de l.os ant:(genos de superf:ici.~, mediante 1a técni

ca de inmunofl.uorescenci.a :l.ndirecta. La :f'otogra:f'ía. muestra 

1a uni6n de estos anticuerpos sobre 1a super.t"ic:le del. trof2 

:c!to (col.or amarillo). ei oolorante de contraste i'ue, azul. 

de Evans a1 0.5 % • 
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Fotograf':!.a No. 3 .... Uti.1isando 1os.ant:i.cuerpos produ

cidos por .las proteínas de1 pico marcado con 35s • se .lasró 

de.terudnar D1edi.ante 1a t•fonic.a de inmunof'.luo:res.cenc:La indi.

.recta, que estas proteínas pertenecvn a la. ;::.'Ul?"'"""".tioi.e e::te::_ 

na de l.a. membrana del tro:fozo:!.to. En l.a :f'otosraf'!a se obser -
va, 1a af'i.n:.l.dad que t:Lenan. ci.erte>s anticuerpos sobx-e .la su-

perficie de1 trofozo!to. 



YJ: .- DISC'C3ION 

Durante 1a separación dé 1os ant!t;enos proteicos de 

membrana en & histoJ.ytica, se ha observa::iQ 1a adsorc:ión 

de 1a a1búmina sérica bovina (~2) 7 fue por el1o que proce

dimos a 1avar exnaustivamente 1os trofozoítos y detectar 

esta senarac~6n de1 conte•qinac~e$ por la técnica de d~ble 

difusión en bci de a¿;arosa (39}• La separaci6n de este con 

tami.na.~te se efectuó sin 1esionar 1.a viabil.idad de 1as cé-

1u1as y se 1ogró después de nueve lavados fig. No. 1 • Es

te es un aspecto muy importante, ya que de no. tener la se

guridad de la separación de este contami.nante, podría tomar 

se como una proteína estructural. de membrana externa, al. -

11evar a caoo 1a separación de ésta Ú1tima.. 

p.or otra parte 1 de acuerdo a los estur!i.os realizados 

por Ca1der6n (1, 40), es nClcesa:r:ia l.a adición de inbi.bi.iio

res enzif;¡áticost principalmente de proteasa, que contrarres 

ten 1a acci6n do eozimas proteo1!tica eodÓgenas~ que son -

1~beradas durante 1a homo0enizac~Ón de ios trofozo1tos~ pu

di.endo desna.tura1iz.ar proteínas de membrar.a externa de .la -

amiba y con esto determinantes antigén:tcos de 1a mis~a. La 

acci.Ón de estos inhibi.dores se muest:t"'afi en l.a. r:re. ?to • .2 • 

Además se h:i.zo cromato&raf'Ía en co1ur.:J>a. con UJ.t:cf;al. 

ACA-J4, que dii"erenciu pesos mo1ecu1ares ent~e 25 000 a 

.3.50 000 dal. tones• de 1as prote!nas to-tal.es d.::: 1a a.mi.ba g:rá-

:t'ioas 1 y 2 , 1J.egando a 1a conel.usi6n de que sin 1a ad:i

olúu de inh:i.b:l<iores enzimáticos, hay des truec:i.611 de 1.as cé-

1as, trayendo como consecuencia 1a un~6n de1 isótopo ra~io

activo con 1as proteínas internas del. troi"ozoí to .• 

En 1a identif'~caci6n de 1as proteínas de membrana, se 

uti1izÓ 1a t6cnica propuesta por 3retscuer ~9), cuyo fcn~a-

"' 



mento es l.a uni6n co~-al.e.nte de l.os grupos amino libres. de 

las proteínas b~sicas a1 compuesto F~?5su~¡p. Comparat1vat~e~ 
te se ut~1izÓ 1a técnica de radioyodac1Ón (~4), modificada 

por Ca1.der6n (10). LOS dos Cofil1)Uestos radioactivos no atra

viesan 2a ~embrana citop1asmática y además no a1teran 1a -

viab:i.1idad de los tro.:f'ozo:! tos. 

La separación de l.as proteínas so1ub1es de membrana 

externa, se 1l.ev6 a cabo mediante 1a metodo1o.g!a propuesta 

por cross (12), nuestros :resu.ltados mostraron que durante -

1a separaci6n de 1a membrana externa, .los antÍgenos protei

cos co:nserva=on su act:i.vidad biol.Óg:i.ca, :f':ren'te a sueros de 

pacient:es con diat;nóstioo de absceso hepático. amibiano. 

Si comparamos 1.a un:i6n de l.os. isótopos radioactivos 1 

se observó que con e1 compuesto B1..:>.5SUNP sol.amente se obtu-
. , 

vo un pico Tahia ~o. 1, probab1emente se deb~o a que ei --

rcact~~o es muy 1ábi1 y no a1canza a reaccionar con todas 

1as proteinas, en geu&_¡:l;:l..l eon la.:> pz-ote!nas básicas presen

te$ { 4') ~ ya que se encuent:t-an éstas en concent:racionos ba

jas, como l.o muestra. J..a grafica :&o. 3 • 
~or otra parte fue e1 pico que presentó una antigeni

cidad biol.Ót;;ica débi1, frente a l.os sueros de pac:ientes :con 

diagnóst~co de absceso hepát~co alidbiano. 

! .. as prote!nas de membrana separadas por Ca1derón (l.), 
mostraron ~esos moiecu.lares de 6? OOOt 60 000, 4J 000, 

24 000 y 18 000 da1tones, esta variedad de proteínas compa

rat:i.Yamente con J.os resu.ltados obteni4os por noso1tros pue

den ser e:xp1:i.ca.dos debi.do a que en 1a metodo.log:fo. que segu~ 

mos so1amente se obtuvi.eron 1as prote!nas so1ub1es de mem

brana externa, marcadas con 1os :isótopos radioactivos, ei~

mi.nanio as! 1as proteínas que no presentaron radioacti.vidad 

co~o se =uestra en 1as gráficas ~o. 1 y No. 2. 

Se :inve:?t:tc6 1a hetorogene:idad de 1os pi.oos obtettidos 
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por eromatogro.f'!a. en co1umna, m~iante 1a eieetraf"oresis de 

.las proteínas por gel de po1iaor~1ami.d.a;. g:ráf';ica No. 5.. Es

tos picos presentaron diferentes ti.pos de proteínas. En e1 

Piéo I marcado con 125:r. se obtuvieron prote!na:s 4e peso m2 

1ecu1ar de 30 000 y i25 000 da1tones, en ei Pico .II marcado 

también con 125:r, se obtuvieron proteínas de :JO ooo, 4ó 000 

y 90 000 da1tones. En e1 pi.ce ::¡¡arcado con >5s~ se obtuv:ie

ron p:i"at.eínas de ).0 000, 4& 000 y 90 000 d.o.1.tones, coz:.o se 

observa en 1a figura ~o. 3. 
De acuerdo a 1a identidad de l.as proteínas de1 pico 

3- 12~ , 
marcado con .:>s y el. Pi.co II marcado- con - I, ademas de -

1os t! tul.os .obtenidos por hemagl.ut:i.nación pasiva, se pien

sa que se trate de1 mismo pico. 

En e1 e.studío i.nmunoJ.6sico que se 11evó a cabo duran

te l.a separaci.6n de 1a.s proteínas 1 por i.nmunodif'usión en -

gel. de agarosa frente a sueros de pacientes con diagnóstico 

de absceso bepático amibiano, con esta técnica se observó -

e1 reconocimiento de 1os anticuerpos frente a 1os ant:(genos 

de .membrana de.l tro.:f'ozo:!.to• presentando bandas de prec:ipit~ 

c:i.Ón de:f':i.nidas 7 f';iguras No. 4 y No .. 5 .. 

·También se huo 1a t:i.tu1ac:i.Ón de 1os sueros de naci.en - -
tes que se 1e di.agn.Ósti.co absceso hepát:i.co a.m:i.biano, c;;ed.ia~ 

té ia técnica de uemag1Utioac~6ñ pasiva, u~iiízando para 
; l.2;;::, 

el1o los ant:i..genos de los P:icos I1 II con -"I y el pi.ca --

marcado con 35s • con el. propos;i.to de 11.evar u.r.a corre.l.aci.6n 

de estos títulos, con un extracto total de tr~fozo!tos. De

term~nando el. coefi.ciente de corre.lac~ón. 1in~a1 obtu~"3,.COS 

los siguientes resu1tados: para e1 Paco I fue de 0.72~ para 

el Pico II y ei pico marcado con 35s, fue de 0.42. 

tabl.e,. 1o cua.l muestra que 1as prote!nas. de membrana que se 

paramos juegan un pape1 importante en 1a ::i.m:::.unogen:ic:idad 

con respecto a la antl.a'enioidad total. do ie P~Jba. ~1 otro 



resu1tado de corre1aci6n para ios pico i y e1 marcado con 

'5s, aunque es bajo no deja de ser importante, ya que estas 

proteínas tambi~n son reconocidas por a1gunos sueros. 

Para reafirmar que las proteínas que se ais1aron per

~eneoen a 1a superf'~c1e externa de me~brana de1 trofozoíto, 

se uti1izÓ .la t6coica de iDillunof'l.uorescencia indirecta, co

mo se muestra en 1as fotografías No. lt No. 2 y No. J. 
He~os 11egado a 1a conc1usi6n de que los antÍgenos de 

membrana externa de E. h:isto1vtica~ ais1adas y purif'icadas 

parciallilente en este estudio, son importantes por ser inmu

nogénicas de acuerdo a la corre1aci6n J.ineal. obtenidas por 

1.os picos :r, :r:r y el. que se marcó con 35s.. 
con esta premisa podr:!rullos más ade1ante 11evar a cabo 

1a separación de las proteínas que se identii:':icaron por -

e1ectro:f'oresis en ,?ol.i.acri1ami.da. mediante una técnica más 

sensib1e,. como es 1a cromatografía por el.ectroen:f'oque con 

ei fin de 11eva.r a cabo una purificación y que además nos 

permita obtener todas las proteínas so1ub1es Viab1es y mas 
• 

adelante determinar el. t!tu1o de c·acta una de e11as, f'rente 

a los di.f"erentes sueros. 

Como se ha descrito esta metodo1ogía. só1o se ba 11e

vado a cabo con la cepa ~ histol.ytica m!-1, por ser .la más 
+ ' =-. -..; .. ..;.....--=-- - -- -~ '? 't:>-y'*""' .L ..... ......; ~ma· me· +oa.-ol.~-..... pn ... cgena... z-.,.o&. ~ .... g'.1.4-.'-~......... l'.-'a,g"' v- --- ~ <Q. .&M............ u -o·~ 

utilizando diferentes cepas de ai.aibas, separar 1as proteí

nas que seao comunes entre 1as cepas e investigar e1 pape1 

que juegan étl la inmunidad protectora del. huésped (31, 351 

;36, 45). 
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