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CAPITULO 



I.- INTRODUCCION: 

Estudios recientes sobre la epidemiología de la 

amibiasis han estimado que dentro de la población mundial 500 -

millones de individues se encuentran infectados con E. histolv-

~ ( ). 

Sin embargo , a pesar de ello , sólo el 10% en-­

ferman , calcu+andose que 40,000 individuos mueren a causa de la 

patología desarrollada por éste protozoario. 

Para México la amibiasis constituye uno de los 

problemas de salud más importante , ya que se le encuentra dentro 

de las 10 primeras causas de muerte ( 35 ). 

La patología es todavía poco comprendida pues la 

presencia de éste protozoario no siempre es indicativo de enferme­

dad , se le puede encontrar en individuos con sintomatología y sin 

ella ( 5 ) • 

En relación a la patogenicidad , se mencionan va­

rias posibilidades tratando de revelar los mecanismos que inter­

vienen en ella. 

Unos señalan al huésped como responsable , cuando 

éste se encuentra inmunosuprirnido ( 34 ), así como a un mal balan­

ce nutricional ( 24 ). 

Otros hacen responsable al parásito per "se" pues 

la liberación de sus toxinas ( 11,3, 13) y la presencia de recep­

tores como la N-acetil glucosamina ( 11,27,28,35) son determinan­

tes en la patogenicidad en la amibiasis invasora. 
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Los estlldios propllestos por Sargeunt ( 33 ) se han 

inclinado a considerar que el parásito es el responsable de la 

patogenicidad, señalando diferencias entre las cepas de E. his­

tolytica. 

Estas diferencias han sido determinadas por el di­

ferente corrimiento electroforético de 4 enzimas de la vía 

glicolítica. 

Las enzimas mencionadas son : La Fosfoglucoisome­

rasa (E.e. 5.3.1.9.), la Fosfoglucomutasa (E.e. 2.7.S.1.), 

la L- malatoxidorreductasa (E.e. 1.1.1.40.) y la Hexocinasa 

( E.e. 2.7.1.1. ), 

Estas diferencias en el corrimiento electroforé­

tico nos permiten distinguir entre las cepas patógenas de las 

que no lo son. 

El objetivo de éste trabajo fué investigar si 

existen semejanzas o diferencias antigénicas entre las cepas 

de diferente zimodema, capaces de ser mostradas por los anti­

cuerpos de los sueros obtenidos al inmunizar animales con ellas. 

Interpretandose que los antígenos de éstas son 

indicativos de patogenicidad, cuando el huésped responde in­

munol6gicamente a ellos. 

La hip6tesis de éste trabajo fué considerar que 

si los anticuerpos del suero, obtenidos de animales inmuni -

zados con amibas de diferente zimodemo ( cepas pat6genas y 

r. patógenas ) eran capa:.!es de reconocer antígenos homólo--



gos y heter6logos esto nos indj.ca,rÍq semejanzas ant;i.gióni­

cas entre cepas pat6genas y las que no lo son. Esta semejan­

za tiene relevancia porque 

1) Nos indicaría que potencialmente 1<1s dos cepas 

estan capacitadas para producir enfeDllledad , indicandonos que 

la patogenicidad de ellas está determinada por una realaci6n 

huésped - parásito. 

2)' Por el contrario , si se observaran diferencias 

antigiónicas entre las cepas pat6genas y las no pat6genas se 

argumentaría que el responsable de la patogenicidad es el pro­

tozoario per 11 SI':!". 
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2.- INFOR~IACION GENERAL DEL TE~A: 

E. histolytica se reconoce como un organismo unicelular 

que pertenece al Phylum Protozoa. Por su movilidad se le inclu­

ye en la clase Rhizopoda Sarcodina (12 ). 

El parásito penetra al huésped por vía oral en forma de 

quiste a través de agua contaminada, comida o por contacto fe­

cal directo.(21, 27). 

Su ciclo de vida consta de 5 etapas: trofozoito,prequis­

te, quiste y trofozoito metaquístico, todas ellas en el intesti­

no humano (2 ). 

E. histolytica es un anaerobio facultativo, con un diá­

metro de 25 Ji• una doble membrana y un área ur6nica, con vesícu­

las en su membrana externa (B,25). 

Tiene un glicocalix aproximadamente de 20 a 30 nm(14 ) 

y los trofozoitos requieren de un pH entre 6 y 6.5 para crecer 

en un medio de cultivo. Se han descrito estructuras como la 

actina y no hay evidencia de la ?resencia de mitocondrias; (10, 

31). 

En el citc.rlasma se localizan un1 gran cantidad de en­

zimas en sus vacuolas lisosomales, como la fosfatasa alcalina, 

la malato deshidrogenasa, la aldolasa, etc (15, 16), 

A E. histolytica se le puede reconocer por su tamaño, 

por la disposición de la cromatina en el núcleo, la presencia 

de cuerpos cromatóforos y todas las estructuras antes señaladas. 

Sin embargo el significado de su presencia en el orga -

nismo es diferente en un huésped sin sintomatología o con pato­

logía digestiva. El criterio morfol6gico no basta para determi-
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minar que un huéspej sea capaz de desarrollar o no una amibia­

sis invasora. Por esto es conveniente utilizar otra metodolo­

gía que permita distinguir cstu:; Jifercntes tipos de amibas. 

Los patrones isoenzim~ticos ( zimodemos ) de E. histo­

lytica propuestos por Sargeaunt ( 33 ) sugieren que unos se 

asocian exclusivamente con portadores asintomáticos y otros con 

la amibiasis invasora. 

Sin embargo estudios recientes de Mirelrian ( 19 ) han 

demostrado que el patrón isoenzimático puede modific.-=trse, por 

eso es necesario un estudio que demuestre anti~énicamente si 

existen diferencias o semejanzas entre las cepas con diferente 

zimodemo, considerando que el paciente responda inmunolÓgica­

mente en forma diferente a la presencia de una amiba invdsora 

de la que no lo es. 
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3.- PARTE EXPERIMENTAL , METODOLOGIA Y RESULTADOS: 

3.1.- Diseño del experimento. 

REACCION CRUZADA ENTRE LOS ANTIGENOS DE OCHO CEPAS 

DE AMIBAS DE PACIENTES CON AMIBIASIS Y DOS CEPAS DE 

PRIMATES CON PATRON ISOENZIMATICO DIFERENTE ( ZIMODEMO). 

Identificación de las amibas en las 

heces de pacientes y de primates. 

Robinson 

Reacciones enzimáticas para la deter­

m:i n~ci6n de los z.iTT\n•:lF!TT\OS. 

Previamente se demostró la 

ausencia de Ah. contra ami­

ba. Inoculación a los cene- i 
ios con las amibas de dife­

rente zimodemo. 

Sangrado a los conejos para 

la obtención del suero. 

Inmunoelectroforesis 

Conservación de los 

antígenos ( mezcla 

estabilizadora). 

Aislamiento de Inmunoglobulinas por preci­

pitaci6n de CNP.'±2.2~ 4 sol':'.'~6n saturada. 

6 



Purif icaci6n y Separaci6n de IgG 

por DEAE Celulosa. 

Curva de calibración y determinación de proteínas 

para la localización de los picos de elución. 

Liofilizaci6n de las IgG 

~eacci6n cruzada con el antígeno hom6logo y el he­

ter6logo de cada cepa de amiba mediante Hemaglutina-

ción Indirecta. 

3.2.- ~aterial Biol6gico . 

3.2.1.- Conejos Nueva Zelanda. 

Se utilizaron 20 conejos Nueva Zelanda, 

~achos, de aproximadamente 2.5 Kg de pe­

so y de 3 meses de edad. Surtidos por el 

~ioterio de la UNAM. 

3.2.2.- Cepas de amibas. 

Se usaron 10 cepas de amibas, siete 

de ellas fueron aisladas de las heces 

de humanos que presentaban patología 

digestiva; E. histolytica HM-2;HM-14 

HM-31; HM-32; HM-34; HM-40; HM-SN. Y 

una cepa más fué aislada de un absceso 

hepático amibiano .I;.,_hifil:.Q1Y.tica HMA4 • 

Finalmente dos cepas de E. chaetoni PM5b 

7 



y PM5 fueron aisladas de las heces de 

primates de diferente zoologico. Todas 

las cepas fueron cultivadas monoaxéni­

camente por el método de Robinson (30). 

3.3.- Cultivo monoaxénico de las amibas. 

3.3.1.- SIEMBRA: 

Aproximadamente 50 mg de materia 

fecal en la que se demostró la presencia 

de E. histolytica por el método de Faust 

(7) fueron colocados en un frasco conte­

niendo agar salino (A.001) a éste se le 

adicionaron 4 gotas de eritromicina al 

0.05\ (A.007) así como 5 mg de almid6n 

en pnlvo (A.002). Finalmente se adicio­

naron 2.0 mL del medio "BR" (A.009).To­

do esto se dej6 en la estufa a 37'C du­

rante 24 hrs. 

3.3,2.- CULTIVO: 

Con una pipeta pasteur se eliminó 

el sobrenadante dejando s6lo el sedimen­

to del frasco; a éste se le colocaron s 

mg de almid6n de arroz en polvo (A.002) 

2 gotas de eritromicina (A.007). Se a-­

dicionaron 2 gotas de bactopeptona al 

20\ CA.005) y una soluci6n de ácido phtá­

lico(A.006) en proporciones iguales. To-



do esto se dejó incubar a 37'C durante 

24 hrs. 

3.3.3.- SUBCllLTIVO: 

El subcultivo se realiz6 cada 48 hrs 

tomando un in6culo del sedimento del -

cultivo y utilizando el mismo procedi­

miento que se mencionó en el cultivo. 

3.4.- Determinación del zimodemo de las amibas median­

te electroforesis horizontal. 

Preparaci6n de los lisados: Las amibas obtenidas 

de los subcultivos fueron colocadas en un tubo 

de ensaye y centrifugadas a 500 x P, a 4 1 C duran­

te 15 minutos. Posteriormente se descartó el so­

brenadante y al sedimento se le adicionó una 

mezcla estabilizadora para enzimas elaborada con 

volumenes iguales de Ac. etilen diamino tetra -

cético (EDTA), ac. caproico y ditioeritritol, -

todas ellas en una concentraci6n de 0.002 M.Se 

dejaron a - 20 1 C duran~e 24 hrs. Posteriormen­

te se centrifugaron a 3000 x g durante 15 minu­

tos a 4'C y con el sobrenadante se realizaron 

las determinaciones enzimáticas. Fué convenien­

te almacenar el sobrenadante en alícuotas de -

0.1 mL en Nitr6geno líquido a - 196 1 C para con-



servar la actividad enzimática. 

3.4.1.- Determinación de la Enzima Fosfoglucoisomerasa 

( PGI ) • 

3. 4. 1 .1 • - Preparación del gel de almid.Ón: 

De la solución de fosfatos pH 

7.0 y 0.1 M (A.012) se tomaron 12 

mL y se les adiocionaron 148 mL -

de agua destilada, de ésta solución 

se tomaron 100 mL a los que se les 

agregaron de 8 a 9 g de almidón en 

polvo de papa ( POTATO SIGMA CHEMI­

CAL ), Esta solución hirvió en un 

matraz al vacío durante 10 minutos 

para su desgacificación y se virtió 

en las placas de vidrio de 15 x 20 

cm. Una vez que el almidón solidifi­

có los sobrenadantes de las diferen­

tes cepas de amibas se colocaron 

impregnados en hilos previamente -

lavados. 

3.4.1.2.- Corrimiento electroforético: 

Las placas fueron colocadas­

en celdas de acrílico con bases -

provistas de un serpentín por don­

decirculaba el agua proveniente de 

10 



ac. 6 

la cámara de enfria~iento mante -

niendo la temperatura a B'C. El 

corrimiento tuvo una duración de 

4 horas utilizando una intensidad 

de corriente de 50 mAmperes por -

celda y un voltaje de 120 volts. 

3.4.1.3.- Desarrollo de la reacci6n: 

Fructuosa 6 P 

~ 
Glucosa 6 

GSPD r 

P' rosfcog1::::)somerasa(PMs) NTT 

fosfogluconico..,J 
NADPH PMS ~Formazan* o 

A Compuesto que da color. 

Una vez transcurrido el tiem-

po del corrimiento electroforéti-

co se preparó una mezcla de incu­

bación con los siguientes reacti-

vos: 

Tris :HCl 0.3 ~ pH a.o (A.013) 7 mL 

MgC1 2 
NADP 

G6PD 

FSP 

11 

0.1 M 

10mg/ mL 

1 OOUI/mL 

1 OUI/mL 

(A. 014) O. 2mL 

(A. 01 5) O. SmL 

(A. 016) O. SmL 

(A.017)0.2mL 



EM 

NTT 

PMS 

Smg/mL 

Smg/mL 

(A. 018) 1. OmL 

(A. 019) 1. OmL 

Esta mezcla se virti6 sobre el 

gel de almidón, las placas se incu­

baron a 37'C durante 10 minutos, -

permit~endo así visualizar las ban­

das del corrimiento de la enzima -

por la producción del formazán (com-

puesto de color el cual reveló la 

posición de las bandas • 

3.4.2.- Determinación de la Enzima Málica (EM ). 

3.4.2.1.- Preparación del gel de almidón. 

Se preparó de acuerdo al in--

c iso 3 . 4. 1. 1. 

3.4.2.2.- Corrimiento electroforético. 

Descrito en el inciso 3.4.1.2. 

3.4.2.3.- Desarrollo de la reacción. 

Malato 

~1 
Piruvato C

NADP~ 

+ C0 2 NADPH.J 

(PMs)CNTT 

PMS: Formazán. 

La mezcla de incubaci6n se -



preparó con los siguientes reac­

tivos : 

Tris:HCl 0.3 M pH B.O (A.013)7mL 

MgC1 2 0.1 M (A. 014) O. 2ml 

NADP 1 Omg/mL (A. 015) O. SmL 

Malato 1.0 M (A. 020)1. OmL 

NTT smg/mL (A. 018 )1. OmL 

P"IS Smg/mL CA.019)1.0mL 

Con ésta mezcla de incubaci6n 

fue posible visualizar las bandas 

de corrimiento de la Enzima Máli­

ca siguiendo el mismo procedimien­

to descrito para la enzima fosfo­

glucoisomerasa CPGI). 

3.4.3.- Determinaci6n de la Enzima Fosfoglucomutasa (PGM). 

3.4.3.1.- Preparaci6n del gel de almidón . 

De la soluci6n de trisma pH 7.4 

(A.021) se tomaron 24 mL y se les adi­

cionaron 136 mL de agua destilada.De 

ésta solución se tomaron 100 mL a los 

que se les agreg6 de 8 a 9 g de almi-

d6n en polvo de papa POTATO SIG!'IA 

CHEMICAL ), Esta solución fué hervi­

da durante 10 minutos para su desga­

cificación virtiendose sobre la pla-

1' 



ca de vidrio. Los sobrenadantes con-

teniendo las enzimas impregnadas en 

hilos de hilasa fueron colocados en 

las placas . 

3.4.3.2.- Corrimiento electroforético. 

Se llevó a cabo en la misma 

forma descrita en el inciso 3.4.1.2. 

3.4.3.3.- Desarrollo de la reacción. 

Glucosa 6 P~ (NADP) 
GGPD 

• 6 fosfogluconico ~ 
NADPH 

La mezcla de incubación se pre-

paró con los si~uientes reactivos: 

Tris:HCl 0.3 M pH a.o (A. 013 )7 mL 

MgCl 2 0.1 '1 CA.014l0.2mL 

NADP lOmg/mL (A.015)0.SmL 

GGPD 100'11/mL (A. 016 )O. lrnL 

GlP 12, Sr:iP,/mL (A. 022)0. lrnL 

NTT Srng/mL CA. 018 ll. OrnL 

PMS Smg/mL (A.019)1. OmL 
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El procedimiento para revelar 

las bandas de corrimiento de la enzima 

PGM fué el mismo que se siguió para -

las enzimas PGI y Enzima Málica: 

3.4.4.- Determinación de la E~zima Hexocinasa (HK). 

ATP'\ 

AD~ 

Glucosa 

3.4.4.1.- Preparación del gel de almidón. 

Se preparó de acuerdo al inciso 

3.4.3.1. 

3.4.4.2.- Corrimiento electroforético. 

Descrito en el inciso 3.4.1.2. 

3.4.4.3.- DesarrolJ.o de la reacción. 

Hexocinasa 

Glucosa 6 P ~ 

GSPD 

ac. 6 fosfogluconico~ 
(

NADP)(P'iSr) ( NTT 

NADPH PMS
0 

Formazán 

La mezcla de incubación se -

preparó con los siguientes reactivos: 

Tris:HCl 0.3 M pH a.o (A.013) 7 mL 

0.1 M (A. 014) O. 2mL 

15 



NADP 1 Onu¡; /mL CA. 015)0. 5mL 

Dextrosa 40mg/mL CA. 023 )1. OmL 

ATP CA. 024 )1. OmL 

G6PD lOOUI/mL CA.016)0.5mL 

NTT 5mg/mL CA. 018 )1. OmL 

PMS 5mg/mL CA. 019)1, OmL 

Para visualizar las bandas 

de corrimiento se siguió el mismo -

procedimiento usado para las enzi -

mas PGI, EM y PGM. 

3.5.- Inoculaci6n a los conejos con las amibas de dife­

~ente zimodemo y demostración de la formación de 

anticuerpos mediante inmunoelectroforesis. 

3,5.1.- Preparaci6n del In6culo. 

Las amibas cultivadas en el medio 

de Robinson C 30 ) se centrifugaron a 

500 x g a 4'C durante 15 minutos, se 

eliminó el sobrenadante y se adicionó 

1 mL de ~olución salina y se les agreg6 

mL de adyuvante de Freunde. Se agit6 

la mezcla hasta que el aspecto del acei­

te fué blanquecino. Se guard6 en el con­

gelador durante 24 hrs y después de éste 
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tiempo se inocularon los conej~s. 

3.5.2 .- Esquema de Inmunización. 

Los conejos fueron pesados y marca-

dos para después sangrar los por punción 

cardíaca ( 15 mL aproximadamente ) y ob-

tener su suero. En él se investigó la -
presencia de anticuepos antiamiba me -­

diante inmunoelectroforesis. Se forma -

ron 11 grupos de dos conejos cada uno 

los que se les inoculó por vía intra--

dérmi;:a ( lomo ) n. 5 mL de cada cepa 

de amiba preparada corno se mencionó en 

el inciso 3.5.1 cada tercer día duran­

te un mes. Uno de los grupos fué con-­

siderado como control. 

3.5.3.- Sangrado de los conejos. 

a 

Después del período de inmuniza -­

ción se sangró a los conejos nuevamen­

te. Aproximadamente de 20 a 25 mL de -

sangre por punción cardíaca . Esta fué 

centrifugada a 25500 x g durante 15 mi­

nutos a 15'C y se separó el suero. 

17 



3.5.4,- Inmunoelectroforesis. 

3.5.4.1.- Preparaci6n de las placas de 

agarosa. 

18 

Se utilizó una solución 

reguladora de Barbital-Sodio_ 

acido barbitútico pH 6.8 (la­

boratorio Helena). Los 18 g -

contenidos en el sobre se di­

solvieron en 1000 mL de agua 

destilada. De ésta solución se 

tomaron 100 mL a los que se -

les agreg6 1 g de agarosa (SIG­

MA CHEMICAL) hirvió durante 15 

minutos en un matraz con tapón 

oradado para permitir la sali­

da del mínimo de vapor; 3 mL 

de ésta solución fueron colo­

cados en portaobjetos y se es-

peró la solidificación. Se hi­

cj.eron ranuras longitudin.:\les 

hacia los lados y una orada-­

ción central. 



3.5.4.2.- Preparaci6n de los antí~enos. 

P'<OCEDP1IE'!TO: 

Las amibas se tomaron directa--

mente del subcultivo de Robinson.Se 

centrifugaron a 155 x g a 15'C duran­

te 15 minutos y se elimin6 el sobre-­

nadante. Los trofozoitos de las amibas 

contenidos en el sedimento fueron ro­

tos mediante cambios bruscos de tem-­

pera~ura ; se introduicron primero -­

en una mezcla c~iosc6pica ( acetona 

y hielo seco ) y después se descon--

g e laron con agua hirviendo. Este pro­

cedimiento se repitió 3 veces. 

El suero de los coneios fué co­

locado en las ranuras a lo largo de ellas. F.stas placas 

se colocaron dentro de la camara de He~ena la cual ya 

contenía la sGlución reguladora de Veronal preparada.­

de acuerdo al íncjso 3.5.4.1. La inmunoelectroforesis 

se corriP durante 45 minutos con una intensidad de ---

cor~iente de 50 mAmperes y 120 vñlts. 

Una vez transcurrido el tiempo 

de corrimiento a cada una de las placas de agarosa se 

les colocó en el centro el antígeno correpondiente con 

ayuda de un capilar. Se guardaron a baja temperatura -
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(-4'C ) y después de 24 a 48 horas se observaron los 

resultados. 

3.6.- Aislamiento y estudio de las 1gG antiamiba obteni­

das del suero de conejos inmunizados. 

3.6.1.- Aislamiento con (NH 4 l 2 so 4 soluci6n saturada. 

Una vez que se demostró la presencia 

de inmunoglobulinas G por la técnica de 

inmunoelectroforesis se procedi6 a trabajar 

con el suero de los conejos. A la cantidad 

en mjlilitros presente de cada suero se le 

añadió el doble de sulfato de amonio satu­

rado (A.025) gota a gota con agitación len­

ta y constante. Se adicionaron 2 gotas de 

NaOH 0.5 N (A.026) para mantener el pH a -

7.8. Se ~uardaron en tabas falcan y se re­

frigeraron durante 24 horas. Después de -

éste período se centrifugaron a 1550 x g 

a 4'C durante 30 minutos, se eliminó el so­

brenadante y al botón que se obtuvo se le 

añadió nuevamente un volumen igual de sul­

fato de amonio saturado (A.025). Este pro­

cedimiento se repitió durante 3 días. Al 

cuarto día se centrifugaron nuevamente a 

1550 x g durante 30 minutos y al botón que 
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se obL:.l'.'O se le agre~ó 1..1.n volumen igual de 

soluci6n salina (A.027) y se procedi6 a dia-

lizar. s~ utilizar0n membranas para dialisis 

de SIGMA CHEMICAL Mo. en ellas se colocaron 

aproximadamente 3 mL d~ ca,ja uno de los -

sueros de conejo, estas mb"'1!'ranas se intro-

dujer~n en una s~l~ción de ~or~tos pH 8.4 

(~. 0 281. Se dej6 en agitaci6n lenta y cons­

tante a 4'C 1urante 2 d! ts camtiando la so-

!ucí6n ~e Boratos c0:,stante~~nte =o~ el fin 

~ - • ~ .~ • ' - .l ~ :. :. ~:· 

·~'n5. ·.;.e-. - -· 

mantuvieron e~ ~~~r·i~eraci6n pa~a ~~sterint· 

togra~!a c~n ~E~E ~eJuJos~. 

3.6.2.- Puriricación y separ~ci~n de las I~S del sue-

DEAE Celul::isa. 

La DEAE Celulosa (~.~30) se activ6 su, 
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pendiendola en un matraz kitasato de 1 li­

tro que contenía 800 mL de HCl 0.1N (A.031). 

Se agitó durante 5 minutos y se dejó sedi­

mentar durante 30 minutos. Después de ese 

tiempo esa suspensión se filtro con papel 

filtro Whatman # 1 utilizando vacío, ya fil­

trado el paquete de DEAE Celulosa se vol--

v ió a suspender pero ahora en 800 mL de a­

gua destilada, se agitó durante 5 minutos 

y se dejó sedimentar por 30 minutos nueva­

mente se filtr6 utilizando el procedimien­

to ya mencionado anteriormente con el fin 

de lavar la DEAE Celulosa. 

Una vez lavada la DEAE Celulosa se vol­

vió a suspender en 800 mL de NaOH 0.5 N -

(A.026) se agitó durante 5 minutos y se de­

jó sedimentar por 30 minutos , nuevamente 

se filtró de acuerdo al procedimiento ya 

descrito. 

El paquete de DEAE Celulosa obtenido 

se continuó lavando con agua destilada ,la 

necesaria hasta que el líquido en el kita­

sato alcanzara un pH de 7.5. 

Una vez alcanzado éste, se suspendi6 

el flujo de a~ua y entonces el paquete de 

DEAE Celulosa se suspendió en una solución 
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de fosfatos 0.1 M pH 7.5 (A.012), se agi­

tó S minutos y se esperó a que sedimentara 

durante 30 minutos y nuevamente se filtró 

3 veces siguiendo las indicaciones ya men­

cionadas • Finalmente la celulosa se sus­

pendió en la solución de fosfatos y se -­

guardó en refrigeración a una temperatura 

de -4 1 C durante 24 horas. 

Ya activada la DEAE Celulosa se empa­

quetaron con ella 20 columnas de plástico 

con una capacidad de 20 mL cada una de 

ellasª Se tuvo la precaución de colocar -

un botó de fibra de vidrio para evitar la 

salida de la DEAE Celulosa a través de las 

columnas. El líquido diluyente fue la so­

lución de fosfatos (A.012). Ya listas las 

20 cnlumnas de DEAE Celulosa , se pasa­

ron por cada una de ellas las inmunoglo­

bulinas precipitadas con su~fato de amo­

nio saturado. Las fracciones proteicas -

conteniendo la Ign fueron colectadas me­

diante un colector de fracciones Redirac 

LKB . La visualización de los picos de e­

lución conteniendo las inmunoglobulinas -

de la clase G ya purificadas fueron deter­

minadas mediante la técnica de Folin-Cio­

cal teau ( 6 ). 

23 



TUBO 

4 

Blanco 

3.6.3.- Curva de calibraci6n y determinación 

de proteínas por el método de Folin­

Ciocal teau. 

La curva de calibración se elabo­

ró por triplicado con los siguientes 

reactivos: 

Albúmina 1mg/mL CA.032) 

Na OH 0.1 N CA. 033) 

Na 2co 3 2% CA.034) 

Tartrato de Na y K CA. 03 5) 

CuS04 o. 5 % CA.036) 

React. A CA. 037) 

React. B (A. 038) 

Esta curva se elaboró de acuer­

do al protocolo que se describe a con-

tinuación. 

SOL. ALBU'!INA REl\CT. A T REACT.B 

1mg/mL 

mL 2. 5 mL R 0.25 mL 

0.1 mL 2.5 mL E o. ~5 mL 

o. 2 mL 2.5 mL p 0.25 mL 

0.3 mL 2. 5 mL o 0.25 mL 

0.4 mL 2.5 mL s 0.25 ml 

o. 5 mL 2.5 mL o 0.25 mL 

H2o dest. 2. 5 mL 1o 1 0.25 mL 

24 

n· 



MUESTRA 

o. 5 mL 

Una vez obtenida la curva de cali­

bración las fraccjones proteicas obteni­

das se protocolizaron de la sieuiente -

forma: 

REACT. A TIEMPO RfACT. B 

2. 5 mL 10' o. 2 5 '111. 

La lectura de las proteínas se -

llevó a cabo en el espectof otometro 

Colleman Mod 6 A a una densidad óptica 

de 520 nm. El resultado fué graficado 

nas. 

~esp·Jés di? obtE:.1€1" las :rac .... ~iones 

de Ig 1~ las col~~n~~ d~ ~f.A~ Cel~losa se 

ausencia de Iq~ ~or el ~~~·1i~nte m~to-

do. 

Se hizo pasar a t~av¡s de las colu~-

nas 10 mL de ~licina 0.2 ~ pH 2.8 (A.039; 

10 mL de ~licina 0.2 M pH 2.2(A.040) y 

1n mL de V2HPO" 1 ~ (A.041 ) y las frac­

ciones que se obtuvieron se leyeron de 

la misma manera que las fracciones de Ig~ 

3.6.4.- Liofilizaci6n de las IgG. 

Las cracciones proteicas fueron con-
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geladas con una mezcla crioscópica ( ace­

tona y hielo seco ) y se colocaron en el 

liofilizador Labconco durante 12 horas -

hasta su liofilización. 

3.6.5.- Reacción cruzada con el antígeno homólogo y 

el heterólogo de cada cepa de amiba mediante 

Hemaglutinación Indirecta (22). 

Una vez que transcurrieron los 10 días 

de maduración de los glóbulos rojos de car­

nero conteniendo un volumen igual de solu--

ción de Alsever CA. 042 y A. 043) , se cen­

trifugaron a 2000 x g durante 5 minutos, el 

paquete de glóbulos obtenido se lavó 3 veces 

con solución salina. Después del último la­

vado a ese mismo paquete se le añadieron a­

proximadamente 10 m~ de suc~o normal de cone­

jo inactivado (A.047). Se mantuvieron a una 

temperatura de 37'C durante 1 hora refrige­

randose después toda la noche a 4'C. 

A las 24 ho~as nuevamente se centrifu­

garon a 2000 x ~ durante 15 minutos guardan­

do el sobrenadante para hacer diluciones. El 

paquete de glóbulos rojos de carnero obteni­

dos se suspendió en 3 mL dé solución regu­

ladora de fosfatos salinos pH 7.2 (A.045)-

así como 3 mL de ácido tánico diluido 1:20,000 

(A.044). Esta suspención se incubó a 37'C 
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durante 10 minutos eliminandose el sobrena­

dante y nuevamente el paquete de glóbulos ro­

jos ya tanizados se les agregó 3 mL de la so­

lución de fosfatos salinos pH 6.4 (A.046). El 

suero ~ue se guardó para hacer diluciones tam­

bién se diluyó 1:100 con solución salina. 

Preparación del antfgeno: En un tubo 

de ensaye se colocaron 1 mL de antígeno co­

rnespond iente a la cepa de amiba inoculada a 

cada conejo , se les agregó además 1 mL de la 

solución de fosfatos salinos pH 6.4 (A.046) 

así como 1 mL de glóbulos rojos tanizados. 

La Hema~lutinación Indirecta con el antí­

geno homólogo y el heterólogo se llevó a ca­

bo de la siguiente manera. 

Primero se hizo reaccionar el suero de 

cada uno de los conejos inoculados contenien-

do la inmunoglobulina completa, es decir, sin 

purificar y sin separar con cada una de las 

cepas de amibas trabajadas, colocando en ca­

da uno de los pozos de la placa de hemaglu-­

tinación 0.1 mL de suero normal de conejo -

diluido 1 : 100 con solución salina; 0.1 mL 

de suero de conejo inoculado y finalmente 20 

microlitros de glóbulos rojos de carbero ta­

nizados conteniendo el antígeno. 
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1 1: 2 

1 ;4 

1:8 

4 1:16 

1:32 

1:64 

Después de 12 horas se realizaron las 

lecturas, cada lectura correspondió a una 

diluci6n de acuerdo a la siguiente tabla: 

7 1: 1 28 

8 1: 256 

9 1: 512 

10 1:1024 

11 1:2048 

12 1:4096 

Posteriormente se llev6 a cabo la He­

ma~lutinaci6n Indirecta con el antígeno 

homólogo y el heterólogo haciendo reaccio­

nar el suero de los conejos conteniendo la 

IgG ya purificada. El procedimiento de la 

lectura se realiz6 de acuerdo a la tabla 

de diluciones ya descrita. 



3.7.- RESULTADOS: 

3.7.1.- Representaci6n esquemática de los 18 diferen-

tes zimodemos de E. histolytica según Sargeaunt C 33 ) y dia­

grama del corrimiento electroforético de las 10 cepas de ami­

bas estudiadas para la clasificación de su zimodemo. 

~ediante el analisis coproparasitoscópico se 

demostró que las 10 cepas presentaron el cultivo monoaxénico 

para amibas positivo después de 24 horas. La interpretaci6n 

del corrimiento isoenzimático ( zimodemo ) de éstas amibas, 

se llev6 a cabo siguiendo la clasificaci6n establecida por 

Sargeaunt y ésta se muestra en la Fig. 1. 

-
flG. 7 ZIMODEMOS DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA 

H K -- -- -:1=: ::: :-::: :::-:::: 
In mmv111~~ttxnnim=n=~~ 

P G 1 

:1 """":::::::::::::::: 
1 nmm~111w~ttxnnim=n=~~ 

p G t1 - ---·_1_--__ -_ ---- --------- ----------------------In 11 l!l YllIWI111!ttX nxnni=Xli'=~~ 

Fig.1.- Esquema que incluye a los zimodemos II, 

VI, VII, XI, XII y XIV considerados por 

Sargeaunt como zimodemos patógenos. 
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El corrimiento electTof orético de las enzimas Málica 

y PGI obtenidas de los hidrolizados de lasamibas en las 

placas de gel de almidón se muestran en las fig. 2 y 3 -

respectivamente. 

" ---- - -

Fig. 2.- Corrimiento electroforético de la En­

zima Málica obtenida de los cultivos 

de los cultivos de E. histolytica HMC 

HM 34;HM 14;HM 2;HM 40;HM 32;HM 31;PMS 

PMS~ y HMA4 respectivamente. 
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Fig.3.- Corr:~iento electroforéti00 de la fnzima 

pr;r ol::t-=nida de los c11ltivos de L__~',j...§.lQ.:­

lytica HMC; HM34;H'I 14;HM 2;HM 4n;Wr: 32; 

H·M 31 ;PMS ;PMS" y HMA
4 

respectivamente. 



La posici6n de las bandas que representan los grupos ' 

isoenzimáticos ( zimodemos ) obtenidos al utilizar las 4 en-

zimas se presenta en la Fig. 4. 

_· r 
. 
r -. 

. I -. r 

~I~ ~ HISTOLYTICI - - .. - - - - .. - - --- - - - .. 
... -- ... - - - - -

p • 1 - - - --,.. - - ------ - --- - .... .. -- -- .. - ... .. - --. ~ " 1 ! ! ! ! ! f 

5 5 ~ 5 .. * 5 

Fig.4.- Diagrama del corrimiento electroforético de 

las enzimas PGI, PG~, EM y HK obtenidas de -

los cultivos de E. histolytica HMC;HM 34;HM 

14;HM 2;!M 40;HM 32;HM 31;P~5; PMS* y HMA4 

respectivamente. 
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La tabla I representa una breve historia clínica de 

los pacientes, así como la clasificaci6n del zirnodemo de 

las amibas por la metodología antes mencionada. 

CCPA HISTOR!A Z!HOPD'IO 

CLINICA 

... ' Dolor abdDlllinal 
Diarrea 

H~o 

""'• Absceso hepltico II 

a:aibiano 

... " Dolor 11bdominal IV 

Diarrea 
Hoco 

'" ' Do~or 11t.:ir.i:r11nnl IV 

Diarrea 

Hoco 
Tabla r ... ll Dolor 111.bdcninal !X 

Dii11.rrea 

Hoco 

"" " Dolor abdoniinnl Jo:rt! 
t>i111•re11 

"loco ... ,, Dolor abdD111innl XIII 
Diarrea 

... " Dolor abd-orninal X!lI 

Diarrea 

Koco 

"" 
,. Dí11rrea c. chaetoní 

Hoco 

"" ' 
Pi.srrea c. chaetoni 
Hoco 

" 



3.7,2.- Demostración de la formación de anticuerpos por 

Inmunoelectroforesis. 

La inmunización de los conejos con las 10 cepas 

de amibas dió como resultado la formación de anticuerpos 

en el suero anticepa inoculada, estos fueron demostrados 

facilmente por Inmunoelectroforesis como se muestra en 

la Fig. 5. 

-~ 
(. e 

Fig. S.- Inmunoelectroforesis del suero de conejos i­

noculados con las cepas; b) E. histolytica 

HM 2; c) E. histolytica HM 32; d) E. chaetoni 

PH S. 



3.7.3.- Gráficas que representan la concentraci6n de pro­

teínas IgG antiamiba obtenidas del suero de cone­

jos inmunizados. 

La separación y purificación de las IgG obte­

nidas del suero de conejos inmunizados con la cepa HHA4 

primero por precipitaci6n con CNH4 l 2 SO~ y después a tra­

vés de una columna de DEAE Celulosa dió como resultado 

el obtenido en la Fig. 6. 

s ºº1 
1 

1 

'°º~ 

l 
1 

"" ,.,j 
Fig. 6 ,g 

i 
~ 

'.~ 100 
_,o... ... 

~ 
{ ~ 

~ e 
"º 

" " .. 
mililitros 
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La purif icai6n de la Irununoglobulina G obtenida del 

suero de conejo inmunizado con la cepa ~~ PM s• 

fué diferente como se muestra en la Fig. 7 . 

... 

... 
] 
!r 

'ºº 
2i. 
~ 

1 'ºº 

1 
.:: 

'ºº 

10 JO 

mililitros 

Fig. 7 
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Así mismo siguiendo igual metodología la figura 8 pre­

senta los resultados obtenidos al purificar las IgG aisladas 

del suero de conejo inmunizado con la cepa E. chaetoni PM 5. 

'" 

'" 
] 
!!: 

-~ 'ºº 
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~~ "º 
~ 
~ 

"º 
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Fig. 8 



La figura 9 muestra los resultados obtenidos de la pu­

rificaci6n de las IgG cuando se inmuniz6 al conejo con la ce-

pa de E. histolytica HM 31. 

'º " mililitros 

_ P..~ueacoo. • ~ .. Id ., .... ..,, • _ .... h, ~· l.iu.11.llli.U.l.V otu llll·U 

Fig. 9 
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Con igual objetivo la figura 10 muestra los resultado' 

obtenidos cuando fué utilizado el suero de los conejos irunu 

nizados con la cepa de E. histolytica H'1 3?. 
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La figura 11 presenta la separación de las IgG pre-

sentes en el suero de los conejos inmunizados con la cepa 

E. histolytica HM 40. 
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El aislamiento de las IgG del suero de los co-

11ejos inmunizados con la cepa E. !U:stolnica HM 2 se mues­

tra en la figura 12. 
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As1 mismo al emplear el auero de los conejos inmu­

mizados con la cepa de E. histolytica HM 14 la separaci6n 

de IgG se muestra en la figura 13. 
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En forma similar se muestran los resultados obteni-

dos en la figura 14 cuando se inmunizaron a los conejos con 

la cepa de E. histolytica HM 34 • 
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"o 
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lD 1.0 1 
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Fig. 14 



Final.mente la figura 15 muestra de acuerdo a la me­

todología ya señalada, la purificaci6n de las IgG del suero 

de los conejos inmunizados con la cepa de E. histolytica 

llM c. 
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3. 7. 4. - Hemgalutinaci6n Indirecta, títulos de anticuex-poe y si.¡ eatud~o eotadS.etico. 

' ' .. !INDICE .t h;DIA ' 

1:160 1:320 1:640 1:1280 TITULO 
PROMEDIO' GEOHETRICA J 

ANTit:;ENO ( 1 ) ( 2 ) ( 3 ) ( 4 ) ( 5 l ( 6 l ( 7 l 
1 ZIHODEHO 

Af1IBIANO 
-1 

1 
MM 2 2.2:!:0.68 1 :75 .86:!:1.73. 

II HHA4 3 .1:!:1. 77 1:96.83:!:3.5 

IV MM C 2.7:!:1.30 1:72:!:2.57 

IV MM 14 3.4:!:1.11 1:85.1:!:2.13 

IX !!'1 31 2. 7:!:. 82 1':79.4~1.95 

XIII w. 32 2 .1:!:. 78 1: 47. 8:!:1 • 66* 

Y.!!! fl'1 34 2.8:!:1.4 1:134~:!:3.63 

XIII MM 40 1.89+.8 1:52.4:!:2.23 

2.9~.17 1:82.7:!:2.38 E. 

chatoni. PM s• 

E. pv 5 2.4!.17 1:64:!:2.18 
t:hatoni. • p < 1. 010 TArLA II 



1:20 1:40 1: BO 1:160 1:320 INDICE ·x Geométrica 
ZIHODEl10 A~. 

Tit. de Anca. e l_l.,LLJ __ C_3. l ( 4 l ( 5 l 

HH 

HH 
3.0! l:B0.04~0.00 

!i'IA4 
1- 3.s:o.s 1: 113. 2!3. 20 II 

HHA4 

HH 14 
2.o:i.1s 1: 4 o.º:!: 2. 22 

IV HH 1~ 

11!1 e 
2. S+ o. 33 1:56.5:1.49 

HM e 

IX HH 31 

HM 31 2.s:s.10 1: 113.2!4.38 
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4.- DISCUSION: 

Desde 1970 los estudios de Przemyslaw ( 26 l seflalaron 

diferencias antigénicas inportantes entre cepas de amibas.En 

aquella ocasión mediante reacciones cruzadas con sueros ho­

mólogos y heterólogos, comparando a los antígenos de ~ 

tolytica aislada de pacientes con patología digestiva y sin 

ella. Asumiendo que el diferente comportamiento de estos pro­

tozoarios frente al huésped era una respuesta a los distin­

tos antígenos de las amibas, responsabili~andolos así de la 

virulencia de ella. 

Sin embargo se ha demostrado que en el suero de pacien­

tes con amibiasis invasora la reacción cruzada que se presen­

ta con los antígenos amibianos, probablemente se debe a que 

se encuentran parasitados con más de una cepa de amibas de 

diferente espectro antigénico. 

El patr6n isoenzimático es un parámetro que se ha uti­

lizado con diferentes fines. Uno de ellos como diagnóstico 

(4) para determinar alteraciones metabólicas. Fué por ello 

que pensamos que éste podría darnos una información importan-

te 
La tabla I muestra que las siete cepas de E. histolyti­

~ fueron aisladas de pacientes con patología digestiva y el 

resultado obtenido al determinar el zimodemo de las amibas, 

mostró que todas correspondierona amibas clasificadas por 

Sargeaunt ( 32, 33 ) como no patógenas. 
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Excepto la cepa HMA 4 que correspondió al zimodemo II 

la cual fué aislada de un paciente con absceso hepático ami­

biano. 

La explicación que dimos a estos resultados fué que la 

virulencia en las amibas no puede justificarse exclusivamente 

por su patrón isoenzimático ya que éste se define por las en­

zimas de la vía glicolítica.Sin embargo debemos recordar que 

la participación de carbohidratos ( 27, 28 ) y sus vías meta­

bólicas es determinante para definir a una amiba invasora de 

la que no lo es. 

Debemos mencionar que la inmunizaci6n se llevó a cabo 

por duplicado con el objeto de determinar si la diferente 

respuesta de loa animales dependía de la capacidad inmunoló 

gica de estos, o bien los responsables eran los antígenos 

de cada cepa de amibas. 

La inmunización con los antígenos de estas 10 cepas 

de amibas, en los conejos dió corno resultado
0

la formación 

de anticuerpos . Estas inmunoglobulinas específicas antiami 

bianasfueron mostradas mediante irununoelectroforesis . como 

se mostró en la Fig. 5. Y la separación y purificación de 

estas inmunoglobulinas fué presentada en las gráficas demos 

trandose claramente una diferente capacidad de estos anti-­

genes para producir anticuerpos. 

Nuestro interés consistió en determinar que tan impor-­

tante era la reacción cruzada que se presentaba entre los 
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antígenos de cada una de las cepas de amibas y las l:gG ais­

ladas de los sueros heterólogos obtenidos de il'lllJunizar a los 

animales con las cepas de iU!libas restantes. Esto nos daría u­

na imformación en relación a que tan compartidos estaban los 

determinantes antigénicos entre las 10 cepas de amibas. Al -

tratar estadísticamente el título de anticuerpos obtenidos de 

estos resultados mediante un analisis de varianza fué signi­

ficativo F = 1. 5080 p =<O. 05. 

El analisis individual nos mostró que los antígenos de 

la cepa de E. histolytica HMA 4 zimodemo II aislada de un pa­

ciente con absceso hepático amibiano y considerada como una 

amiba invasora, se comport6 en la misma forma que las cepas 

de E. histolytica HM 31;1-l"! 2;~ 34;HM 14; y F,:_,_cha~ PM5~ 

al no mostrar diferencias estadísticamente significativas 

en los títulos de anti~uerpos entre ellas. 

Coincidiendo todas en diferenciarse con los antígenos de 

la cepa E. histolytica HM 32 que dió con los sueros heteró­

logos títulos de anticuerpos diferentes estadísticamente sig­

nificativos p = -c:O. OS. Por lo que inferimos que ésta cepa -

tiene antígenos menos compartidos con las cepas antes mencdo­

nadas como se muestra en la tabla II. 

Por otro lado los antígenos de E. histolytica cepa -

HM 34 presentaron un comporta.miPnto diferente puesto que sus 

antígenos con los sueros heterólogos no sólo reaccionaron 

en forma difernte a los de la cepa E. histolytica Hm 32 como 

ya mencionamos. Sino que también lo hicieron con respecto a 
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los antígenos de la cepa &. histolytica H·M 40 al pl'esentar 

títulos de anticuerpos distintos con los sueros heterólogos 

dando una diferencia estadrsticamente significativa de una 

p=<0.020. 

La interpretación que dimos a estos resultados fué que 

probablemente los antígenos de E. histolytica cepa HM 34 po­

seen semejanzas parciales con los de las cepas de E. histo-

lytica HMA 4 ; HM 31;HM 32; HM 14 y E. chaetoni PM 5 que permi­

tieron diferenciarse de los antígenos de la cepa E. histoly­

.:ti.QSl HM 40 lo cual nos indicó diferencias antigénicas espe­

cíficas en ésta cepa. 

Siguiendo éste criterio de semejanzas antigénicas los 

antígenos de b.. histolytica cepa H?1 r: y I.., _sh_aetoni PM 

no mostraron diferencias estadísticamente si~nificativas 

con los titulas de anticuerpos de los sueros heter6l0gos.Lo 

cual interpretamos como similitud antigénica entre estas 2 

cepas a pesar de haberse aislado de un dif~rente huésped. 

Esto tiene relevancia por la posibilidad de obtener 

un antígeno comGn con fines de utilizarlo en una Vdcuna lo 

cual nos daría hipotéticamente una protección inmunológi­

ca importante. 

Reafirmando ésta postu~a los resultados obtenidos al 

determinar el título de anticuerpos utilizando los antíge­

nos de las cepas de amibas con igual zimodemo y los sueros 

obtenidos de inmunizar con estas cepas ( tabla 3). Los tí­

tulos de anticuerpos con los sueros homólogvs ( igual zimo 
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demos aunque distinta cepa de 8J!Jibas ) no presentaron dife--

rencias estadísticamente significativas. 

Por lo que suponemos que los anticuerpos fueron capa-­

ces de reconocer a los antígenos de una amiba con igual zi­

modemo. Esto fué el caso del zimodemo XIII con las cepas de 

E. histolvtica HM 32; HM 34 y HM 40. Debemos recordar que es­

tas cepas al ponerse en presencia de sueros heter61ogos fue~ 

ron los que se diferenciaron en forma importante entre ellas. 

Sin embargo al reaccionar con los sueros homólogos no lo hi­

cieron. 

La interpretación que dimos a estos resultados fué que 

probablemente tiene entre ellas determinantes antigénicas 

comunes en forma más importante pero también estan presentes 

los determinantes antigénicos específicos que se ~pusieron 

de manifiesto con los sueros heterólogos al observarse di-­

f erencias estadísticamente significativas. 

De igual manera las cepas zimodemo IV de E. histolytica 

HM14 y HM C y las de primates E. chaetoni PM'5* y PM 5 no 

presentaron diferencias estadísticamente significativas con 

los suerOs homólogos. 

No así cuando se utilizaron antígenos de diferente zi­

modemo como es el caso de la cepa E. histolytica HM 2 zimo­

demo I y E.histolytica HM 14 zimodemo IV y los sueros hete­

rólogos en donde los títulos de anticuerpos presentaron di­

ferencias estadísticamente significativas p= <O. 05. 
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Por lo que concluimos que el zimodemo de una amiba en 

oca~iones nos ayuda indicandonos en forma parcial a los cons­

tituyentes antigénicos , lo cual nos hablaría de las ventajas 

que representa conocer el zimodemo de las amibas con las li­

mitaciones antes mencionadas. 

Aunque se ha demostrado en otros protozoarios ( 20 ) 

que las diferencias antigénicas se encuentran codificadas ge­

néticamente, aparentemente en las cepas de E. histolytica es­

to no sucedió. 

Por otro lado los estudios de Osisanya ( 23 ) comparados 

a los nuestros, mostraron claramente que los anticuerpos ob­

tenidos de una person~ que hospeda una amiba con diferente 

z!~~=erno pro~ablemente no fueron capaces de diferenciar ami­

~as con di:eren~e zirnodemo probablemente ésta pérdida de es­

pec! ~ icidad :ué porque su intestino estaba colonizado por ami­

bas de diferente zimoderno. 

El avance que tuvimos nosotros sobre éste trabajo fué 

q~e utiliza.me~ clonas de amibas de un zimodemo determinado 

para in~unizar a los animales y el trabajo de Osisanya uti­

lizó el suero de pacientes que como ya mencionamos más 

de una cepa de amibas pudieron estar presentes. Por lo que 

consideramos que nuestro estudio es más definido. 
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CAPITULO V 



5.- RESUMEN 

1.- Se aislaron E. histolytica de las heces de siete 

pacientes con colitis amibiana, una de un absceso he­

pático amibiano y dos de primates. 

2.- Se llev6 a cabo el cultivo de E. histolytica en 

las heces y el líquido purulento de es~os pacientes 

as~ como de los primates por el método de Robinson. 

3.- De cada una de las 10 cepas de amibas se inocula­

ron dos conejos. 

4.- Se demostr6 la presencia de inmunoglobulinas en 

el suero de los conejos por inmunoelectroforesis 

contra los antígenos inoculados. 

5.T Se purificaron las inmunoglobulinas utilizando 

sulfato de amonio y una columna de DEAE Celulosa. 

6.- Se practicaron reacciones de hemaglutinación in­

directa con los sueros homólogos y heter6logos. 

7.- Los resultados mostraron que se presentó una 

reacción cruzada importante mediante la Hemagluti­

nación Indirecta en donde con la cepa homóloga _.: 

fué la reacción más significativa. 
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CAPITULO VI 



6.- CONCLUSIONES 

De acuerdo a la hipótesis gue postulamos en éste trabajo 

los resultados obtenidos mostraron claramente que hubo seme­

janzas antigénicas entre algunas de las cepas de amibas. 

Sin embargo otras tuvieron un comportamiento diferente 

infiriendo en ellos diferencias antigénicas importantes a pe­

sar de que fueron aisladas de pacientes con patología diges­

tiva:.. 

Por otro lado pensamos que el zimodemo de las amibas no 

reveló el nivel de invasibidad del protozoario, pues como ya 

ya se mencionó para determinart éste, intervienen las enzimas 

de la vía glicolítica , y esto no representa niveles de pa­

togenicidad. 

Aunque como ya mencionamos el metabolismo de carbohidra­

tos es determinante en una amiba invasora de la que no -o es 

por la presencia de receptores de la N- acetil glucosamina. 

Las semejanzas y diferencias antigénicas encontradas 

por nosotros entre las cepas de amibas estudiadas, reveló 

que la cepa E. histolytica HMA4 obtenida de un absceso he­

pático amibiano y las cepas de E. histolytica HM 31¡HM 2; 

HM 34¡ HM 14 así como una cepa de primates E. chaetoni PMS* 

desde el punto de vista antigénico, potencialmente estan ca­

pacitadas para desarrollar un absceso hepático amibiano. 

Sin embargo la cepa de E. histolytica HM 32 presentó 

diferencias antigénicas importantes con respecto a todas 
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las demás y también fué aislada de un paciente con patología 

digestiva. 

Por otro lado dos de las cepas de E. h.istolytica HM C 

y E. chaetoni PM 5 presentaron antígenos comunes con todas. 

De acuerdo a estos resultados concluimos que en el as­

pecto estudiado por nosotros, el responsable del diferente 

comportamiento de E. histolytica fué el protozoario per "se" 

aunque no debemos olvidar que el huésped probablemente in­

fluye también en forma importante. 
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CAPITULO VIII 



8.- APENDICE: 

8 CA) • - Soluciones -y R.eactivos 

A.001.- Agar salino al 1.si: 

A;002.-

A.003.-

A. 004.-

Se pesaron 1.S g de agar bacte:r:'iológico 

y se adicionaron 0.7 g de NaCl , todo esto 

hirvió durante 5 minutos y se distribuyó en 

frascos con tapón de rosca colocando alícuo­

tas de 2.5 mL cada una; se esterilizó durante 

15 minutos a 15 libras para despu~s dejarlas 

enfriar en forma inclinada. 

Almidón de arroz en polvo: 

Surtido por la casa de SI©MA CHEMICAL -

COMPAN\' Me. 

Peptona al 10\: 

Se pesaron 10 g de peptona y se diluye­

ron en 100 mL de agua destilada, se esterili­

zó a 15 libras durante 15 minutos. Este medio 

se u tili z6 pa?"a hacer crecet."I la cepa 11 B" de E. 

coli donada gentilmente por el Dr. Sargeunt 

( College of Tropical Medicine London Ingla­

terra). 

Azul de bromotimol al 0.04%: 

Se pesaron 0.04g de azul de bromotimol 

y se disolvieron en 100 mL de agua destila­

da. 
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A.005.- Bactopeptona al 2oi: 

Se pesaron 20 g de peptona y se disolvie­

ron en 100 mL de agua destilada, se esterili-

zó a 15 libras durante 15 minutos colocandose 

también en alicuotas de 2.5 mL. 

A.006.- Acido Phtálico : 

Se pesaron 51 g de phtalato de potasio y se 

disolvieron en 2.5 mL de NaOH al 40% y se ajus­

tó el pH a 6.2 ; se llevó a un volumen de 500 m!. 

de agua destilada. De ésta solución se tomaron 

20 mL y 180 mL de agua destilada estéril para 

usarse en el momento. 

A.007,- Eritromicina al 0.05%: 

A.008.-

Se disolvió un gramo de eritromicina 

en 20 mL de alcohol al 70 % y 180 mL de agua 

destilada. De ésta solución se tomaron 5 mL 

y se diluyeron en 95 mL de agua destilada. Se 

colocaron en alícuotas utilizando frascos de 

vidrio. 

Medio '' R '': 

Se pesaron 125 g de NaCl; 50 g de ácido 

cítrico monohidratado; 12.5 g de sulfato de 

magnesio heptahidratado y 1on ~L de &cido -

láctico. Todo esto se disolvio ~or separado 

para llevarse a un volumen de 2500 mL con a-
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gua destilada. De ésta soluci6n se tomaron 

100 mL y se adicionaron 7. 5 mL de NaOH al 

40% así como 2.5 mL de azul de bromotimol al 

0.04% (A.004). Previamente se ajustó el pH a 

7.3 y se llev6 a un volumne de 100 mL con a­

gua destilada; se esteriliz6 en autoclave ba­

jo las condiciones ya mencionadas anterior­

mente. 

A.009.- Medio " BR "· 

En -10 mL del medio "R" se adicionó una go­

ta del cultivo de E. coli cepa "B", se dej6 

en la estufa a 37'C durante 48 horas; des­

pués se guardó a temperatura ambiente duran­

te dos meses. 

A.010.- Medio "BRS": 

A. 011. -

Se utilizó :el medio "BR" al cual se le 

adicionó el mismo volumen de suero bovino 

inactivado a 56'C durante 30 minutos. 

Solución yodoyodurada al 2%: 

Se prepar6 pesando 2 g de yodo por cada 

gramo de yoduro de potasio y se disolvieron 

en 100 mL de agua destilada. 

A.012.- Solución reguladora de fosfatos pH 7.0 y 0.1M: 

Se pesaron 12.15g de NaH 2Po 4 .~2 0 y 17.40g 

de NaHP0 4 . H2o . Amhas se disolvieron por 
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A. 013. -

A. 014. -

A. 015.-

A.016.-

A. 017. -

A.018.-

A.019.-

separado en agua destilada, se mezclBJ>on 

para ajustar el pH a 7.0 y después se lle­

v6 a un volumen de 1000 mL con agua desti­

lada. 

Soluci6n de Tris:HCl 0.3 M y pH a.o: 

Se pesaron 4,74 g de trisma base y se di­

solvieron en 550 mL de agua destilada, ajus­

tando el pH a a.o y se llev6 a un volumen de 

100 mL. 

MgC1 2 0.1 M: 

Se pesaron 5.038 g de MgC1 2 y se disolvie­

ron en 25 mL de agua destilada. 

NADP: 

Se pesaron 100 mg de NADP y se disolvie­

ron en 10 mL de agua destilada. 

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa: 100UI/mL. 

Fructuosa 6 fosfato lOUI/mL: 

Se pesaron 20 mg de F6P y se disolvieron 

en 2.0 mL de agua destilada. 

Nitroazul de tetrazolium Smg/mL: 

Se disolvieron 5 mg de NTT en 1.0 mL de 

agua destilada. 

l/,etasulfonato de Fenazina 5mg/mL: 

Se disolvieron 5 mg de PMS en 1.0 mL de 

agua destilada. 



A. 020.-

A.021.-

A.022.~ 

Malato 1 M; 

Se pesaron 1.56 g de ac. maleico y se di­

solvieron en 10 mL de agua destilada. 

Solución reguladora de trisma pH 7.4: 

Se pesaron 12.14g de trisma; 11.61 g de 

ac. maleico; 2.03 g de MgC1 2 ; 3.72 g de EDTA; 

12.B mL de NaOH 10 N. Se disolvieron por se­

parado en agua destilada mezclandose después 

para ajustar el pH a 7.4 y se llevó a un vo-­

lumen de 1000 mL con agua destilada. 

Glucosa 1 fosfato 12.5 mg/mL: 

Se pesaron 12.5 g de GIP y se disolvieron 

en 1 mL de agua destilada. 

A,023.- Dextrosa 40mg/mL: 

Se pesaron 40 mg de Dextrosa y se disolvie­

ron en 1 mL de agua destilada. 

A.024.- ATP: 

A.025.-

Se pesaron 0.015 mg de ATP y se disolvie­

ron en 1000 mL de agua destilada. 

Solución de amonio saturado: 

Se pesaron 521 g de sulfato de amonio y 

se disolvieron en 1000 mL de agua destilada. 

A.026.- NaOH 0.5 N: 

Se pesaron 20 g de NaOH y se disolvieron 

en 1000 mL de a~ua destilada. 

A.027.- Solución salina 0.9% : 
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A.028.-

A.029.-

A. 030.-

A. 031. -

A.032.-

A.033.-

A. 034. -

Se peaa,¡>on 0.9 g de NaC1 y se disolvie­

ron en 100 mL de agua destilada. 

Soluci6n regu!adora de Boratos 1.0 M: 

Se pesaron 6.184 g de ácido b6rico; 9.&3g 

de Borax y 4.384 g de NaCl. Se disolvieron por 

separado y se llev6 a un volumen de 1000 mL 

con agua destilada. El pH fué de 8.4. 

BaCl 2 : 

Se pesó 1 g de BaCl 2 y se disolvi6 en 

1 mL de agua destilada. 

DEAE Celulosa (SIGMA CHEMICAL Mo): 

Se pesaron de 10 a 20 g de DEAE Celulosa 

0.6 a 0.9 mEq/gl apEoximadamente para 30 

mg de proteína. 

HCl .lN: 

8 mL de HCl se disolvieron en 1000 mL de 

agua destjlada. 

Albúmina 1mg/mL: 

Se pesó 0.1 g de albúmina y se disolvi6 

en 100 mL de solución salina. 

NaOH O .1 N: 

Se pesaron 4 g de NaOH y se disolvieron 

en 100 mL de agua destilada. 

Carhonato de sodio al 2 \: 

Se ~esaron 2 g de carbonato de sodio y se 

disolvieron en 100 ml. de NaOH 0.1 N. 

68 



ESTA 
SALIR 

TES\S 
DE LA 

ND DEBE 
BldUQUGA 

A.035.- Tartrato de sod;o y potasi~: 

Se pes6 J g de tartrato de sodio y potasio y 

se disolvión en 100 ml Je a~u"'! dP.stilada. 

A.036.- Sulfato de Cobre a.as %: 

Se pesaron o.s g de sulfato de cobre y se di 

solvieron en 100 ml de tartnato de sodjo al 10% 

A.037.- Reactivo A: 

A.036.-

A.039.-

Constituido por SO mL de soluci6n de carbo-

nato de sodio CA.033 ) y 

sulfato de cobre (A.035). 

Reactivo 3: 

mL de la solución de 

Foli-Ciocalteau surtido por la casa SIGMA 

CHD1ICAL Mo. se utilizó en una proporsión de 

( 1: 1 ) • 

Glicina pH 2.s y 0.2 ~: 

Se pesaron 7.1 g de ~licina disolviendose 

en 300 mL de a~ua destilada, se ajustó el 

pH a 2.8 y se llevó a un volumen de sao mL 

con a~ua destilada. 

A.040.- Glicina pH 2.2 y 0.2 ~: 

Se pesaron 7.51 g de glicina ~isolviendos~ 

en 300 mL de a~11a destildda, se ajust6 el ~Ha 

~.2 y SA llev5 a un volumen ie SS~ mL ~on a~ua 

destilada. 
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A.041.-

A.042.-

A.043.-

A.044.-

A. 04 ~. -

K2HP0 4 1 '\; 

Se pesaron 17.42 g de fosfato ácido de po­

tasio 0.2 M y se disolvieron en 500 mL de a-­

gua destilada. 

Solución de Alsever 

Se pesaron 2.05 g de glucosa; O.OBSg de 

ácido cítrico y 0.42 g de NaCl. Todo esto ee 

disolvió~- en 100 mL de agua destilada. Se es­

teriljzó a 15 libras durante 15 minutos. 

Suspensión de glóbulos rojos de carnero: 

Se t~mó el mismo volumen de glóbulos rojos 

de carnero que de solución de Alsever (A. 042) 

y se guardó ~rl refrigeración a 4 1 C durante 10 

días para su maduración. 

Solución de ácido Tínico.1%: 

Se pesó 1 ~ de á~idc tánico y se le adi­

cionó 99 mL de solución saJina isotónica al-

0.9 i, se guardó en refrigeración a 4 'C du-­

rante toda la noche. De €sta sol~ción se hicie­

ror, diluciones 1: 2J,OOíJ para t'rab.Jjar-

Soluci6n reguladora de fo~~atos salinos 0.1 M 

pH 7.C: 

Se pes~ron 10.~0 g J~ fosfato de potasio 

monobá&~CO 0.1 r;!'~ y se 1isolvieron en 500 mL 

de ?.1.~ua Jestilar'la; t:ambién ::..r:: pesaron 10.15 mL 

jr. :.::::rato.. ·i · :oJ~o r.ibási,2c., disDlviendose 



A. Qt¡5.-

A. 01¡7. -

en sao ~L de agua destilada. De la soluci6n de 

fosfatos mono~ástco se tOJl}aron 24 mL y se mez­

claron con 76 mL de la solución de fosfatos de 

sodio dibásico. A ésta nueva solución se le afta­

dieron 100 mL de soluci6n salina conservando el 

pH a 7.2. 

Solución reguladora de fosfatos salinos pH 6.1¡ 

y 0.1 M: 

Se pesaron 10.20 g de fosfato de potasio mo-

nobásico 0.15 N y se disolvieron en 500 mL 

de agua destilada. También se pesáron 10.15 g 

de fosfato de sodio dibásico disolviendose en 

500 mL de agua destilada. De la solución de fos­

fatos monobásico se tomaron 67.8 mL y se mez-­

claron con 32.3 mL de la salución de fosfatos 

de sodio dibásico añadiendoles después 100 

mL de solución salina conservando el pH a 

6. 4. 

Suero de conejo inactivado: 

De los conejos control, se obtuvieron a-

proximadamente 25 mL de sangre por punción -

cardíaca, ésta se ce ntr~ifugó a 55 x g duran­

te 15 minutos para separar el suero, el cual fué 

inactivado a 56 -C durante 30 minutos. 
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8 C B l .- EQUIPO : 

Balanza Analftica Bosh. 

Potenciometro Corning Mod. 3. 

Cámara de enfriamiento LKB. 

Celdas de electroforesis con alambre de Pl. 

Fuente de poder LKB Bromma. 

Fuente de poder IMESA. 

Liofilizador Labconco Freeze Ultra -low. 

Congelador Reveo Freeze Dryer 5. 

Centrifuga Refrigerada Sorvall FT 6000 B Du Pont. 

Cámara de electroforesis Helena Mod. 1283. 

Espectofot6metro Beckman ~od. 25 ( l.u.v.) 

Espectofot6metro Colleman Mod. 6 A. 

Cámara Polaroid MP4 Land. 

Collector de fracciones Redirac LKB Brorruna 

2112 Unicord Bromma. 




