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I.- TINTRODUCCION:

Estudios recientes sobre la epidemiologia de la
amibiasis han estimado que dentro de la poblacidn mundial 500 -
millones de individuss se encuentran infectados con E. histoly-
Yica ( 9 ).

Sin embargo , a pesar de ellc , sblo el 10% en--
ferman , calculandose que 40,000 individuos mueren a causa de la
patologia desarrollada por &ste protozoario.

Para México la amibiasis constituye uno de los
problemas de salud mds importante , ya que se le encuentra dentro
de las 10 primeras causas de muerte ( 35 ).

La patologia es todavia poco comprendida pues la
presencia de &ste protozoario no siempre es indicativo de enferme-
dad , se le puede encontrar en individuos con sintomatologia y sin

ella ( 5 ).
En relacidén a la patogenicidad , se mencionan va-

rias posibilidades tratando de revelar los mecanismos que inter-
vienen en ella,

Unos seflalan al huésped como responsable , cuando
éste se encuentra inmunosuprimido ( 34 ), asi como a un mal salan~
ce nutricional ( 24 ).

Otros hacen responsable al pardsito per "se" pues
la liberacidn 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.



Los estudios propuestos por Sargeunt ( 33 ) se han
inclinado a considerar que el pardsito es el responsable de la
patogenicidad, sefialando diferencias entre las cepas de E. his-
tolytica,

Estas diferencias han sido determinadas por el di-
ferente corrimiento electroforético de 4 enzimas de la via
glicolitica.

Las enzimas menciongdas son : La Fosfogluroisome-
rasa ( E.C. 5.3.1.9.), la Fosfoglucomutasa (E.C. 2.7.5.1,) ,
la L- malatoxidorreductasa ( E.C., 1.1.1.40.) y la Hexocinasa
( E.C. 2.7.1.1.),

Estas diferencias en el corrimiento electroforé-

tico nos permiten distinguir entre las cepas patdgenas de las
que no lo son.

El objetivo de &ste trabajo fué investigar si
existen semejanzas o diferencias antigénicas entre las cepas
de diferente zimodemo, capaces de ser mostradas por los anti-
cuerpos de los sueros obtenidos al inmunizar animales con ellas.

Interpretandose que los antigenos de éstas son
indicativos de patogenicidad, cuando el huésped responde in-
munoldgicamente a ellos.

La hipdtesis de éste trabajo fué considerar que
si los anticuerpos del suero, obtenidos de animales inmuni -
zados con amibas de diferente zimodemo ( cepas patdgenas y

r. patdgenas )} eran capaces de reconhocer antigenos homdlo--



gos y heterblogos esto nos indicaria semejanzas antigéni-
cas entre cepas patdgenas y las que no lo son. Esta semejan-

za tiene relevancia porque !

1) Nos indicaria que potencialmente las dos cepas
estan capacitadas para producir enfemmedad , indicandonos que
la patogenicidad de ellas estd determinada por una realacitn

huésped - parésito,

2)' Por el contrario , si se observaran diferencias
antigénicas entre las cepas patdgenas y las no patdgenas se
argunentaria que el responsable de la patogenicidad es el pro-

tozoario per "se",
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2.~ INFORMACION GENERAL DEL TEMA:

E. histolytica se reconoce como un organismo unicelular

que pertenece al Phylum Protozoca. Por su movilidad se le inclu-
ye en la clase Rhizopoda Sarcodina (12 ).

El pardsito penetra al huésped por via oral en forma de
quiste a través de agua contaminada, comida o per contacto fe-
cal directo. (21, 27).

Su ciclo de vida consta de 5 etapas: trofozoito,prequis-
te, quiste y trofozoito metaquistico, todas ellas en el intesti-
ne humano (2 ).

E. histolytica es un anaerobio facultativo, con un did-

metro de 25 B una doble membrana y un 8rea urdnica, con vesicu-
las en su membrana externa (8,25).

Tiene un glicocalix aproximadamente de 20 a 30 nm{i4 )
y los trofozoitos requieren de un pH entre 6 y 6.5 para crecer
en un medio de cultivo. Se han descrite estructuras como la
actina y no hay evidencia de la »resencia de mitocondrias: (10,

31).

En el citerlasma se localizan uni gran cantidad de en-
zimas en sus vacuolas lisosomales, como la fosfatasa alecalina,
la malato deshidrogenasa, la aldolasa, etc (15, 16).

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

por la disposicidn de la cromatina en el niicleo, la presencia

de cuerpos cromatéforos y todas las estructuras antes sefialadas.

Sin embargo el significado de su presencia en el orga -
nismo es diferente en un huésped sin sintomatologia o con pato-
logia digestiva. El criterio morfoldgico no basta para determi-

y



minar que un huésped sea capaz de desarrollar o no una amibia-
sis invasora. Por esto es conveniente utilizar otra metodolo-
gla que permita distinguir estus Jdifercntes tipos de amibas.

Los patrones iscenzimiticos ( zimodemos ) de E. histo-
lytica propuestos por Sargeaunt ( 33 ) sugieren que unos se
asocian exclusivamente con portadores asintomdticos y otros con
la amibiasis invasora.

Sin embargo estudios recientes de Mirelnan ( 19 } han
demostrado que el patrdn isoenzimdtico puede modificarse, por
eso es necesario un estudic que demuestre antigénicamente si
existen diferencias o semejanzas entre las cepas con diferente
zimodemo, considerando que el paciente responda inmunoldgica-
mente en forma diferente a la presencia de una amiba invasora

de la que no lo es.
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3.- PARTE EXPERIMENTAL , METODOLOGIA Y RESULTADOS:
3.1.- Disefio del experimento.
REACCION CRUZADA ENTRE LOS ANTIGENOS DE OCHO CEPAS
DE AMIBAS DE PACTENTES CON AMIBIASIS Y DOS CEPAS DE

PRIMATES CON PATRON ISOENZIMATICO DIFERENTE ( ZIMODEMO).

Identificacidén de las amibas en las

heces de pacientes y de primates.

| Gultivo monoax&nico de Robinson]

Reacciones enzimiticas para la deter-

minacibn de los zimndemos.

Previamente se demostrd la
ausencia de Abh. contra ami-
ba. Inoculacidn a los cone-
jos con las amibas de dife-

rente zimodemo.

AVd

a s j i
Sangrado los conejos para Conservacién de los

la obtencidn del suero.

antigenos ( mezcla

estabilizadora},

b[Inmunoelectroforesis kemd

Aislamiento de Inmunoglobulinas por preci-

pitacidn de (NHU)ZSOH solucibn saturada.

)



Purificacidn y Separacidn de IgG

per DEAE Celulosa.

Curva de calibracidn y determinacidn de proteinas

para la localizacién de los picos de elucidn.

!

] Liofilizacidn de 1las IgG_J

Reaccidn cruzada con el antigeno hom&logo y el he-

terdloge de cada cepa de amiba mediante Hemaglutina-

cidn Indirecta.

3.2.- Material Bicldgico .
3,2.1.- Conejos Nueva Zelanda.
Se utilizaron 20 conejos Nueva Zelanda,
mpachos, de aproximadamente 2.5 Kg de pe-~
so y de 3 meses de edad. Surtidos por el

hioterio 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 patologia
digestiva; E. histolvtica HM-2 ;HM-1L
HM-31; HM-32; HM-3u4; HM-40; HM-SN. Y
una cepa mis fué aislada de un absceso
hepitico amibiano E. histolytieca HMA .

Finalmente dos cepas de E. chaetoni PMS5¥

7



y PMS fueron aisladas de las heces de
primates de diferente zoologico. Todas
las cepas fueron cultivadas monoaxéni-

camente por el mé&todo de Robinson (30).

3.3.- Cultivo monoaxénico de las amibas.

3.3.1.-

3.3.2.-

SIEMBRA:

Aproximadamente 50 mg de materia
fecal en la que se demostrd la presencia
de E. histolvtica 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) asi como 5 mg de almidén
en pnlve (A.002). Finalmente se adicio-
naron 2.0 mL del medio "BR" (A.009).To-
do esto se dejd® en la estufa a 37'C du-

rante 24 hrs.

CULTIVO:

Con una pipeta pasteur se elimind
el sobrenadante dejando sdlo el sedimen-
to del frasco; a &ste se le colocaron §
mg de almidén de arroz en polvo (A.002}
2 gotas de eritromicina (A.007). Se a--
dicionaron 2 gotas de bactopeptona al
20% (A.005) y una solucidn de &cido phta-

lico(A.D06) en proporciones iguales. To-

o



do esto se dejd incubar a 37'C durante

24 hrs.

3.3.3.- SUBCHULTIVOQ:

El subcultivo se realizd cada 48 hrs
tomando un indculo del sedimento del -
cultivo y utilizando el mismo procedi-

miento que se menciond en el cultivo.

Determinacidn del zimodemo de las amibas median-
te electroforesis horizontal.

Preparacidn de los lisados: Las amibas obtenidas
de los subcultivos fueron colocadas en un tubo
de ensaye y centrifugadas a 500 % g a 4'C duran-
te 15 minutos. Posteriormente se descartd el so-
brenadante ¥y al sedimento se le adiciond una -
mezcla estabilizadora para enzimas elaborada con
volumenes iguales de Ac. etilen diamino tetra -
cético (EDTA), ac. caproico y diticeritritol, -
todas ellas en una concentracidn de 0.002 M.Se
dejarcon a - 20'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 enzimdticas. Fu& convenien-
te almacenar el sobrenadante en alicuotas de -

0.1 mL en Nitrégeno liquido a - 196'C para con-



servar la actividad enzimitica.

3.4.1.- Determinacidn de la Enzima Fosfoglucoisomerasa
( PGI ).
3.4.1.1.- Preparacidn del gel de almiddn:

3.4.1.2.-

De la solucidn de fosfatos pH
7.0 y 0.1 M (A.012) se tomaron 12
mL y se les adiocipnaron 148 mL -
de agua destilada, de &sta solueidn
se tomaron 100 mL a los que se les
agregaron de B a 9 g de almiddn en
polvo de papa ( PCTATO SIGMA CHEMI-
CAL )., Esta solucidn hirvid en un
matraz al vacio durante 10 minutos
para su desgacificacidn y se virtid
en las placas de vidric de 15 x 20
cm. Una vez que el almiddn solidifi-
¢d los sobrenadantes de las diferen-
tes cepas de amibas se colocaron
impregnados en hilos previamente -

lavados.

Corrimiento electroforético:

Las placas fueron coclocadas-
en celdas de acrilico con bases -
provistas de un serpentin por don-

decirculaba el agua proveniente de

10



la cémara de enfriamiento mante -
niendo la temperatura a 8'C. El

corrimiento tuvo una duracidn 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 reaccibn:

Fructuosa 6 P

Glucoé@ 6 P_‘_\\\

NADP PMS NTT
G&PD r
ac. 6 fosfogluconicoq—)
NADPH PMS° Formazan#

% Compuesto que da color.

Fosfoglucoisomerasa

Una vez transcurrido el tiem-

po del corrimiento gjectroforéti-
co se prepard una mezcla de incu-
bacidn con los siguientes reacti-
vos:

Tris :HC1 0.3 M pH 8.0 (A.013) 7 mL

MgCl2 0.1 M (A.014)0.2mL
NADP 10mg/ mL (A.015)0.5mL
G6PD 100UI/mL (A.016)0.5mL
F6P 10UI/mL (A.017)0.2mL

11



NTT Smg/mL (A.018) 1.0mL
PMS Smg/mL  (A.019) 1.0mL
Esta mezela se virtid sobre el
gel de almidén, las placas se incu-
baren a 37'C durante 10 minutos, -
permitiendo asi visualizar las ban-
das del corrimiento de la enzima -
por la produccidn del formazin (com-
puesto de color ) el cual reveld la

posicidn de las bandas .

3.4.2.- Determinacibn de la Enzima M&lica (EM ).

3.4.2.1.-

3.0, 2.2~

3.4.2.3.-

Malato

Preparacién del gel de almidén.
Se prepard de acuerdo al in--
ciso 3.4.1.1.
Corrimiento electroforético.
Descrito en el inciso 3.4.1.2.

Desarrollo de la reaccidn.

EM - NADPQ> Cpnsr NTT
Piruvato + COQCNADPH PMSODCFormazén.

La mezcla de incubacidn se -



prepard con los siguientes reac-
tivos :

Tris:HCl 0.3 M pH 8.0 (A.013)7mL

MgCl2 0.1 M (A.014)0.2m1
NADP 10mg/mL (A.015)0.5mL
Majlato 1.0 M (A.020)1.0mL
NTT Smg /mL (A.018)1.0mL
PMS 5mg /mL (A.019)1.0mL

Con &sta mezcla de incubacidn
fué posible visualizar las bandas
de corrimiento de la Enzima M&li-
ca siguiendo el mismo procedimien-
to descrito para la enzima fosfo-

glucoisomerasa (PGI).

3.4.3.- Determinacidn de la Enzima Fosfoglucomutasa (PGM),

3.4.3.1,- Preparacifn del gel de almiddn .

De la solucidén de trisma pH 7.4
(A.021) se tomarcn 24 mL y se les adi-
cionaron 136 mL de agua destilada.De
ésta solucidn se tomaron 100 mL a los
que se les agregd de B a 9 g de almi-
dén en polvo de papa ( POTATC SIGMA
CHEMICAL ). Esta solucidn fué hervi-
da durante 10 minutos para su desga-

cificacidn virtiendose sobre la pla-

42




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 1llevd a cabo en la misma --

forma descrita en el inciso 3.4%.1.2.

3.4.3.3.- Desarrollo de la reaccidn.
Glucosa 6 NADP. PMSP T
GGPD
. 6 fosfogluconico e—mm—
NADPH PMSo ormazin.

La mezcla de incubacibn se pre-
pard con los siguientes reactivos:

Tris:HC1 0.3 M pH 8.0 (A.013)7 mL

MgC12 0.1 M (A.014)0,2mL
NADP 10mg /mL (A.015)0, 5mL
G6PD 100'1I/mL (A.016)0.1mL
G1P 12.5mg/mL (A.022)0.1mL
NTT Smg/ml (A.01831,0mL
PMS Smg/mL (A.019)1,0mL

14



El procedimiento para revelar
las bandas de corrimiento de la enzima
PGM fué el mismo que se siguid para -

las enzimas PGI y Enzima M&lica!

3.4.4,- Determinacidn de la Erzima Hexocinasa (HK).
3.4.4.1.- Preparacidn del gel de almiddn.
Se prepard 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.- Desarrolio de la reaccién.

Glucosa

ATP

Hexocinasa

AD
v

Glucosa & P — NADP PMS NTT
G6PD r
ac. 6 fosfogluconicoq_—)
NADPH PMS0 Formaz&n

La mezcla de incubacidn se -
prepard con los siguientes reactivos:
Tris:HC1 0.3 M pH 8.0 (A.013) 7 mL

MgCl2 0.1 M (A.014)0.2mL

15



NADP 10mg /mL

Dextrosa 40mg/mL

ATP

GEBPD 100UI/mL
NTT Smg/mL
PMS Smg/mL

(A.015)0.5mL
(A.023)1.0mL
(A.024)1.0mL
(A.016)0.5mL
(A.018)1.0mL

(A.0219)1,0mL

Para visualizar las bandas

de corrimiento se siguid el mismo -

procedimiento usado para las enzi -

mas PGI, EM y PGM.

Incculacidn a los conejos con las amibas de dife-

rente zimodemo y demostracidn de la formacidn de

anticuerpos mediante inmunoelectroforesis.

3.5.1.~ Preparacidn del Indculo.

Las amibas cultivadas en el medio

de Robinson ( 30 )} se centrifugaron a

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

elimind el sobrenadante y se adiciond

1 mL de solucidn salina y se les agregd

1 mL de adyuvante de Freunde. Se agitd

la mezcla hasta que el aspecto del acei-

te fué blanquecino. Se guardd en el con-

gelador durante 24 hrs y después de &ste

16



3.5.3.-~

tiempo se inocularon los conejes.

Esquema de Inmunizacidn.

Los conejos fueron pesados y marca-
dos para después sangrarlos por puncidn
cardiaca ( 15 mL aproximadamente )} y ob-
tener su suero. En 21 se investigd la -
presencia de anticuepos antiamiba me --—
diante inmunoelectroforesis. Se forma -
ron 11 grupos de dos conejos cada uno a
los que se les inoculd por via intra--
dérmica ( lomo } 0.5 mlL de cada cepa
de amiba preparada como se menciond en
el incisoc 3.5.1 cada tercer dia duran-
te un mes. Uno de los grupos fu& con--

siderado como control.

Sangrado de los conejos.

Después del periodo de inmuniza --
cidn se sangrd a los conejos hnuevamen-
te. Aproximadamente de 20 a 25 mL de -
sangre por puncidn cardiaca . Esta fué
centrifugada a 25500 x g durante 15 mi-

nutos a 15'C y se separd el suero.



3.6.4, -

Inmunoelectroforesis.

3.5.4.1.-

i8

Preparacidn de las placas de
agarosa.

Se utilizd una solucidn
reguladora de Barbital-Sodio_
acido barbitdtico pH 6.8 (la-
boratorio Helena). Los 18 g -
contenidos en el sobre se di-
solvieron en 1000 mL de agua
destilada. De &sta solucidn se
tomaron 100 mL a los que se -
les agregd 1 g de agarosa (SIG-
MA CHEMICAL) hirvid durante 15
minutos en un matraz con tapdn
oradado para permitir la sali-

da del minimo de vapor; 3 mL

de ésta solucidn fueron colo-

cados en portaobjetos y se es-

perd la sclidificacidn. Se hi-
cieron ranuras longitudinAales
hacia los lados ¥ una orada--

¢idn central.



3.5.4.2,- Preparacibn de los antigenos.

Las amibas se tomaron directa--
mente del subcultive de Robinson.Se
centrifugaron a 155 x g a 15'C duran-
te 15 minutos y se elimind el sobre-—
nadante. Los trofeczoitos de las amibas
contenidos en el sedimento fueron ro-
tos mediante cambios bruscos de tem--
peratura 3 se introduijcron primero --
en una mezcla crioscbdpica ( acetona
y hielo seco ) y después se descon--
gelaron con argua hirviendo. Este pro-

cedimiento se repitid 3 veces.

PROCEDIMIENTO:

El suero de los conejos fué co-
locado en las ranuras a lo largo de ellas. Fstas placas
se colocaron dentro de la camara de Helena la cual ya
contenia la solucidn reguladora de Veronal preparada.-
de acuerdo al inciso 3.5,4.1. La inmunoelectroforesis
se corrip durante 45 minutos con una intensidad de ---

corriente de 50 mAmperes y 120 valts.
Una vez transcurrido el tiempo
de corrimiento a cada una de las placas de agarosa se
les colocd en el centro el antigeno correpondiente con

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

resultados.

3.6.- Aislamiento vy estudio de las YgG antiamiba obteni-

das del suero de conejos inmunizados.

3.6.1.~ Aislamiento con (NH,),80, solucibn saturada.
Una vez que se demostrd la presencia

de inmunoglobulinas G por la técnica de
inmunoelectroforesis se procedié a trabajar
con el suero de los conejos. A la cantidad
en mililitros presente de cada suero se le
afadid el doble de sulfato de amonio satu-
rado (A.025) gota a gota con agitacidn len-
ta y constante. Se adicionaron 2 gotas de
NaQH 0.5 N (A.026) para mantener el pH a -
7.8. Se guardaron en tubos falcon y se re-
frigeraron durante 24 horas. Después de -
8ste periodo se centrifugaron a 1550 x g
a 4'C durante 30 minutos, se elimind el so-
brenadante y al botdn que se obtuvo se le
afiadid nuevamente un volumen igual de sul-
fato de amonio saturade (A.025). Este pro-
cedimiento se repitid durante 3 dias. Al
cuarto dia se centrifugaron nuevamente a

1550 x g durante 30 minutos y al botdn que
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se obtuve se le agreed un volumen igual de
solucidn salina (A.027) y se procedid a dia-
lizar. Se utilizaron membranas para dialisis
de SIGMA CHEMICAL ™Mo. en ellas se colocaron
aproximadamente 3 mL de cada uno de los -
sueros de conejo, estas memhranas se intro-
dujercn en una sq}ucién de Horatos pH 8.4
(£..n23), Se dejd en agitacidn lenta y cons-
tante & 4'C Adurante 2 dits cambtiando la so-

lucidn A= Boratos eonstantemente con el fin
liminar los I nes <u’

de e %0,

—— - - T < - P - . “ r
TITS - N : L S RN P e
- ce " .z
2L e ZmvaTL. v oza e = R L P )
.. P v
fa -0 SR Lrer, o3l o halla o oonn -
-
orezl . e e
Jns o van Tl x0T s 2L s v oas

mantuvieron en rerigeracidn para posterine
s

rmente purifizar la: TRT por —elis de croma-

tografia con DFAE Telulosa.

3.6.2.~ Purificacidn v separacifn de las Ig5 del sue-
ro de conejos antiamlra -or cromatografia con

DEAF Celulosa.

La DEAE Celulosa (4.730) se activd sur
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pendiendola en un matraz kitasato de 1 1i-
tro que contenia 800 mL de HC1 0.1N (A.031).
Se agitd durante 5 minutos y se dejd sedi-
mentar durante 30 minutos. Después de ese
tiempo esa suspensidn se filtro con papel
filtro Whatman # 1 utilizando vacio, ya Fil-
trado el paquete de DEAE Celulosa se vol--
vid a suspender pero ahora en B00 mL de a-
gua destilada, se agitd durante 5 minutos

y se dejd sedimentar por 30 minutos nueva-
mente se filtrd utilizando el procedimien~
to ya mencionado anteriormente con el fin
de lavar la DEAE Celulosa.

Una vez lavada la DEAE Celulosa se vol-
vid a suspender en B00 mL de NaOH 0.5 N -
(A.026) se agitd durante 5 minutos y se de-
j& sedimentar por 30 minutos , nuevamente
se filtrd de acuerdo al procedimiento ya
descrito.

El paquete de DEAE Celulosa obtenido
se continud lavando con agua destilada ,la
necesaria hasta que el liquido en el kita-
sato alcanzara un pH de 7.5.

Una vez alcanzado éste, se suspendid
el flujo de agua y entonces el paguete de

DEAE Celulosa se suspendid en una solucidn
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de fogsfatos 0.1 M pH 7.5 (A.,012), se agi-

td 5 minutos y se esperd a que sedimentara
durante 30 minutos y nuevamente se filtrd

3 veces siguiendo las indicaciones ya men-
cionadas . Finalmente la celulosa se sus-

pendid en la solucidn de fosfatos y se —-—

guardé en refrigeracidn a una temperatura

de -4'C durante 24 horas.

Ya activada la DEAE Celulosa se empa-
quetaron con ella 20 columnas de plastico
con una capacidad de 20 mL cada una de
ellas. Se tuvo la precaucidén de colocar -
un botd de fibra de vidrio para evitar la
salida de la DEAE Celulosa a traveés de las
columnas. El liquido diluyente fu& la so-
luciédn de fosfatos (A.012). Ya listas las
20 ceolumnas de DEAE Celulosa , se pasa-
ron por cada una de ellas las inmunoglo-
bulinas precipitadas con sulfato de amo-
nio saturado. Las fracciocnes proteicas -
conteniendo la Igfi fueron colectadas me-
diante un colector de fracciones Redirac
LKB ., La visuvalizacidn de los picos de e-
lucidn conteniendo las inmunceglocbulinas -
de la clase G ya purificadas fueron deter-—
minadas mediante la técnica de Folin-Cio-

calteau ( 6 ).
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TUBO

Blanco

3.6.3,- Curva de calibracidn y determinacién

de proteinas por el método de Folin-

Cigealteau.

La curva de calibracidn se elabo-

rd por triplicado con los siguientes

reactivos:
Alblmina  1mg/mL
NaOH 0.1 N
Na2003 2%
Tartrato de Na y K
CuSOu 0.5 %
React. A

React. B

(A.032)

(A.033)

(A.034)

(A.035)

(A.036)

(4.037)

(A.038)

Esta curva se elabord de acuer-

do al protocolo que se describe a con-

tinuacidn.
SOL. ALBUMINA REACT
img/mL
0 mL 2.5
0.1 mL 2.5
0.2 mL 2.5
0.3 mL 2.5
0.4% mL 2.5
0.5 mL 2.5
H,0 dest. 2.5
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MUESTRA

0.5 mL

3.6.4.~

Una vez obtenida la curva de cali-
bracidn las fracciones proteicas obteni-

das se prctocolizaron de la siguiente -

forma:
REACT. A TIEMPO REACT.B
2.5 mL 10 0.25 ml,

La lectura de las proteinas se -
lievd a cabo en el espectofotometro
Colleman Mod 6 A a una densidad &ptica
de 520 nm. El1 resultade fué graficado
y se obtuveo la concantracifn 42 protel-
nas.

DespuBs de oObteasr las fracoiones
de Igd las columnas de DEAE
eluyeron para verificar la nrerfoncia o
ausencia de IeM nor el sicriente mdto-
do.

Se hizo pasar a través de las colum-

nas 10 mL de glicina 0.2 M pH 2.8 (A.039)
10 mL de glicina N.2 M pH 2.2(A.040) vy
1N mlL de KQHPOU 1M (A.041 ) vy las frac-
ciones que se obtuvieron se leveron de

la misma manera que las fracciones de Ig”

Liofilizacién de las IgG.

Las “racciones proteicas fueron con-
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geladas con una mezcla crioscdpica ( ace-
tona y hielo seco ) ¥ se colocarcn en el
liofilizador Labconco durante 12 horas -

hasta su liofilizacidn.

3.6.5.~ Reaccibn cruzada con el antigeno homdlogo y
el heterdflocc de cada cepa de amiba mediante
Hemaglutinacidn Indirecta (22).

Una vez que transcurrieron los 10 dias
de maduracidn de los gldbulos rojos de car-
nero conteniendo un wvolumen igual de solu--—

cidn de Alsever (A.042 y A. 043) , se cen-
trifugaron a 2000 x g durante 5 minutos, el

paguete de gldbulos obtenido se lavd 3 veces

con solucidn salina. Después del 4dltimo la-
vado a ese mismo pagquete se le afiadieron a-
proximadamente 10 mL de suerc normal de cone-
jo inactivado (A.047). Se mantuvieron a una
temperatura de 37'C durante 1 hora refrige-
randose despu@s toda la noche a 4%'C.

A las 24 horas nuevamente se centrifu-
garon a 2000 x g durante 15 minutos guardan-
do el sobrenadante para hacer diluciones. El
pagquete de gldbulos rojos de carnero obteni-
dos se suspendid en 3 mlL deé solucidn regu-
ladora de fosfatos salinos pH 7.2 (A.0uS§)-
asi como 3 mL de &cido t&nico diluido 1:20,000
(A.0t4). Esta suspencidn se incubd a 37'C
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durante 10 minutos eliminandose el sobrena-
dante y nuevamente el paquete de gl&bulos ro-
jos ya tanizados se les agregd 3 mL de la so-
lucidn de fosfatos salinos pH 6.4 (A.0u6). E1
suero que se guardd para hacer diluciones tam-
bién se diluyd 1:100 con solucidn salina.
Preparacidn del antigeno: En un tubo
de ensaye se colocaron 1 mL de antigenoc co-
rrespondiente a la cepa de amiba inoculada a
cada conejo , se les agregd ademds 1 mL de la
solucidn de fosfatos salinos pH 6.4% (A.0u4B)
asi como 1 mL de gldbulos rojos tanizados.

La Hemaglutinacidn Indirecta con el anti-
geno homblogo ¥ el heterdlogo se llevd a ca-
bo de la siguiente manera.

Primerc 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--
tinacidn 0.1 ml. de suero normal de conejo -
diluido 1 : 100 con solucidn salina; 0.1 mL
de suero de conejo inoculado y finalmente 20
micreolitros de gldbulos rojos de carberc ta-

nizados conteniendo el antigeno.
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Después de 1? horas se realizaron las

lecturas, cada lectura

ditucidn de acuerdo a

10
11
12

correspondid a una

la siguiente tabla:

= 1:128
= 1:2586
= 1:512
= 1:1024
= 1:20u48
= 1:4086

Posteriormente se llevd a cabo la He-

maglutinacifn Indirecta con el antigeno

homblogo vy el heterdlogo haciendo reaccio-

nar el suero de los conejos conteniendo la

TgG ya purificada. El

procedimiento de la

lectura se realizd de acuerdo a la tabla

de diluciones ya descrita.



3.7.- RESULTADOS:

3.7.1.- Representacibén esquem&tica de los 18 diferen-
tes zimodemos de E. histolytica seglin Sargeaunt ( 33 )} y dia-
grama del corrimiento electroforético de las 10 cepas de ami-
bas estudiadas para la clasificacidn de su zimodemo.

Mediante el analisis coproparasitoscdpico se
demostrd que las 10 cepas presentaron el cultivo monoaxénico
para amibas positive después de 24 horas. La interpretacién
del corrimiento iscenzimitico ( zimodemo ) de &stas amibas,
se llevd a cabo siguiendo la clasificacidn establecida por
Sargeaunt y &sta se muestra en la Fig. 1.

FIG, T ZIMODEMOS DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA
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Fig.1.- Esgquema que incluye a los zimodemos II,

VI, VII, XI, XII y XIV considerados por
Sargeaunt como zimodemos patdgenos.



El corrimiento electroforé&tico de las enzimas Malica
vy PGI obtenidas de lcos hidrolizados de lasamibas en las
placas de gel de almiddn se muestran en las fig. 2 y 3 -

respectivamente.

Fig. 2.- Corrimiento electroforético de la En-
zima M&Alica obtenida de los cultivos

de los cultivos de E. histolytica HMC

HM 34;HM 14:;HM 2;HM 4O;HM 32;HM 31;PMS

PM5% vy HMA,, respectivamente.
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Fig.

3.~ Corrimiento electroforético de la Fnzima

lytica HMC; HM3u MM 14;HM 2;HM un Hk 32,

HM 31;PMS ;PMS¥® y HMA, respectivamente.



La posicifn de las bandas que representan los grupos

isoenzim§ticos ( zimodemos ) obtenidos al utilizar las 4 en-

zimas se presenta en la Fig. 4.
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Diagrama del corrimiento electroforético de
las enzimas PGI, PGM, EM v HK obtenidas de -
los cultivos de E. histolytica HMC;HM 34;HM
143HM 25HM 403;HM 323HM 313PM543 PMS* y HMAU
respectivamente.
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La tabla I representa una breve historia clinica de
los pacientes, asl como la clasificacidn del zimodemo de

las amibas por la metodologla antes mencionada.

CEFA HISTORTA 1IM0DIMO
CLINICA

m 2 Dolor abdominal I
Diartrea
Moco

HHA Absceso hepltico I1
anibiano

m o1 Dolor abdominal Iv
biarrea
Moce

.- Doior aixdominal v
Diarrea
Moco

Tabla I YD Pelor abdominal b

Diarrea
Moco

w32 Dolor abdominal xITT
Diarrea
Moco

;L Dolor abdominal XITI
Diaprrea
Moco

Hq 40 Dolor abdominal XIII
Diarrea
HKoco

P S0 Diartea £. chaetoni
Moco

S diarrea £, chaetoni
Meco
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3.7,2,- Demostracién de la formacidn de anticuerpos por
Inmunoelectroforesis.
La inmunizacién de los conejos con las 10 cepas
de amibas dib como resultado la formacidn de anticuerpos
en el suero anticepa inoculada, estos fueron demostrados

facilmente por Inmuncelectroforesis como se muestra en

la Fig. 5.
~ L
b ¢ e
!
t
Fig. 5.- Inmunoelectroforesis del suero de conejos i-

noculados con las cepas; b) _E. histolytica

HM 2; ¢) E. histolytica HM 32; d) E. chaetoni
PM 5.




3.7.3.- Gréaficas que representan la concentracifn de pro-
teinas Ig@ antiamiba obtenidas del suero de cone-

jos inmunizados.

La separacidn y purificacién de las IgG obte-
nidas del suero de conejos inmunizades con la cepa HMAu
primero por precipitacidn con (NHR)ZSOH y después a tra-
vés de una columna de DEAE Celulosa dié como resultado

el obtenido en la Fig. 6.
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La purificaidén de la Immunoglobulina S obtenida del
suero de conejo inmunizado con la cepa L._chaetoni PM 5%

fué diferente comc se muestra en la Fig. 7.
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Asi mismo siguiendo igual metodologia 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.
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La figura 9 muestra los resultados obtenidos de la pu-
rificacibn de las IgG cuando se inmunizd al conejo con la ce-

pa de E. histolytica HM 31,
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Con igual objetivo la figura 10 muestra los resultado:
obtenidos cuando fué utilizado el suero de los conejos inmu

nizados con la cepa de E. histolytica MM 32.
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La figura 11 presenta la separacidn de las IgG pre-

sentes en el suerc 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-
nejos inmunizados con la cepa E. histolytica HM 2 se mues-

tra en la figura 12.
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Asi mismo al emplear el suerg de los conejos inmu-

mizados con la cepa de L, histolytica HM 14 la separacién
de Ig6 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 immunizaron a los conejos con

la cepa de E, histolytica MM 3.
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Finalmente la figura 15 muestra de acuerdo a la me-

todologia ya seflalada, la purificacién de las IgG del suero

de los conejos inmunizados con la cepa de E, histolytica

HM C.
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3,7.4,~ Hemgalutinacibn Indirecta, titulos de anticuerpos y su egtudio estadistico.
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CAPITULO IV



4,- DISCUSION:

Desde 1970 los estudios de Przemyslaw ( 26 )} seflalaron

diferencias antigénicas inportantes entre cepas de amibas.En
aquella ocasidn mediante reacciones cruzadas con sueros ho-
mblogos v heterdlogos, comparando a los antigenos de E, his-
tolytica aislada de pacientes con patologla digestiva y sin
ella. Asumiendo que el diferente comportamiento de estos pro-
tozoarios frente al huésped era una respuesta a los distin-
tos antigenos de las amibas, responsabilizandolos asi de la
virulencia de ella.

Sin embargo se ha demostrado que en el suero de pacien-
tes con amiblasie invasora la reaccibn cruzada que se presen-
ta con los antigenos amibianos, precbablemente se debe a que
se encuentran parasitados con mi&s de una cepa de amibas de
diferente espectro antigénico.

El patrdén isoenzimitico es un par&metro que se ha uti-
lizado con diferentes fines. Uno de ellos como diagnéstico
(4) para determinar alteraciones metabélicas. Fué por ello
que pensamos que &ste podria darnos una informacidn importan-

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

ca fueron aisladas de pacientes con patologia digestiva y el
resultado obtenido al determinar el zimodemo de las amibas,
mostrd que todas correspondiercna amibas clasificadas por

Sargeaunt ( 32, 33 ) como no patdgenas.
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Exceptc la cepa HMAn que correspondid al zimodemo II
la cual fué aislada de un paciente con absceso hep&tico ami-
biano.

La explicacidén que dimos a estos resultados fu& que la
virulencia en las amibas no pueae justificarse exclusivamente
por su patrdn isoenzimético ya que éste se define por las en-
zimas de la via glicolitica.Sin embargo debemos recordar que
la participacidn de carbohidratos ( 27, 28 ) y sus vias meta-
b6licas es determinante para definir a una amiba invasora de
la que no lo es.

Debemos mencionar que la inmunizacidn se llevd a cabo
por duplicado con el objeto de determinar si la diferente
respuesta de los animales dependia de la capacidad inmunolé
gica de estos, o bien los responsables eran lo¢s antigenos
de cada cepa de amibas.

La inmunizacidn con los antigenos de estas 10 cepas

de amibas, en los conejos did como resultado la formacidn
de anticuerpos . Estas inmunoglobulinas especificas antiami
bianasfueron mostradas mediante inmunoelectroforesis. como
se mostrd en la Fig. 5. Y la separacibn y purificacién de
estas inmunoglobulinas fué presentada en las grificas demos
trandose claramente una diferente capacidad de estos anti--
genos para producir anticuerpos.

Nuestro interés consistid en determinar que tan impor--

tante era la reaccidn cruzada que se presentaba entre los
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antigenos de cada una de las cepas de amibas y las Igt ais-
ladas de los sueros heterflogos obtenidos de impunizar a los
animales con las cepas de amibas restantes. Esto nos daria u-
na imformacidn en relacidn a que tan compartidos estaban los
determinantes antigénicos entre las 10 cepas de amibas. Al -
tratar estadisticamente el titulo de anticuerpos obtenidos de
estos resultados mediante un analisis de varianza fué signi-

ficativo F = 1.,5080 p =<0.05.

El analisis individual nos mostré que los antigenos de

la cepa de E. histolytics HMA, zimodemo II aislada de un pa-
ciente con absceso hepatico amibiano y considerada como una
amiba invasora, se comportS en la misma forma que las cepas
de E. histolytica HM 31;HM 2;HM 3u4;HM 14; y E, chaetoni PM5*
al no mostrar diferencias estadisticamente significativas

en leos titulos de anticuerpos entre ellas.

Coincidiendo todas en diferenciarse con los antigenos de
la cepa E. higtolytica HM 32 que did con los sueros heterd-
logos titulos de anticuerpos diferentes estadisticamente sig-
nificativos p ==0.05. Por lo que inferimos que &sta cepa -
tiene antigenos menos compartidos con las cepas antes mencdo-
nadas como se muestra en la tabla II.

Por otrec lado los antigenos de E. histolvtica cepa -
HM 34 presentaron un comportamiento diferente puesto que sus
antigenos cen los sueros heterdlogos no sdlo 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 antigenos de 1a cepa E. histolvtica HMu0 al presentar
titulos de anticuerpos distintos con 1os sueros heterdlogos
dando una diferencia estadfsticamente significativa de una
p=<0.020.

La interpretacidn que dimos a estos resultados fué que

probablemente los antigenos de E. histalytiea cepa HM 34 po-

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

tica HMA,; HM 313HM 323 HM 14 y E. chaetoni PM 5 que permi-

tieron diferenciarse de los antigenos de la cepa E. histoly-
tica HM 40 lo cual nos indiecd diferencias antig&nicas espe-
cificas en &sta cepa.

Siguiendo éste criterio de semejanzas antigénicas los

antigenos de . histolytica cepa HY 7 y E, chaetoni PM 5

no mostrarcn diferencias estadisticamente significativas
con los titulos de anticuerpos de log sueros heterdlogos.Lo
cual interpretamos como similitud antig@nica entre estas 2
cepas a pesar de haberse aislado de un diferente huésped.

Esto tiene relevancia por la posibilidad de obtener
un antigeno comln con fines de utilizarlo en una vacuna lo
cual nos daria hipoté&ticamente una proteccidn inmunolégi-
ca importante.

Reafirmando &sta postura los resultados obtenidos al
determinar el titulo de anticuerpos utilizando los antige-
nos de las cepas de amibas con igual zimodemo y los sueros
obtenidos de inmunizar con estas cepas ( tabla 3). Los ti-
tulos de anticuerpos con los sueros homdlogous ( igual zimo
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demos aungue distinta cepa de amibas } no presentaron dife--

rencias estadisticamente significativas.

Por lo gque suponemos que los anticuerpos fueron capa-—-
ces de reconocer a los antigenos de una amiba con igual zi-
modemo. Esto fué el caso del zimedemo XIII con las cepas de

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

tas cepas al ponerse en presencia de sueros heterdlogos fue-
ron los que se diferenciaron en forma importante entre ellas.
Sin embargo al reaccionar con los sueros homéleogos no lo hi-
cieron.

La interpretacidn que dimos a estos resultados fué que
probablemente tiene entre ellas determinantes antigénicas
comunes en forma més importante pero tambidn estan presentes
los determinantes antigénicos especificos que se : pusieron
de manifiesto con los sueros heterdlogos al observarse di--
ferencias estadisticamente significativas.

De igual manera las cepas zimodemo IV de E, histolytica

HM14 y HM C y las de primates E. chaetoni PM'5% v PM 5 no
presentarcn diferencias estadisticamente significativas con
los sueros homdlogos.

No asi cuando se utilizaron antigenos 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-

rdlogos en donde los titulos de anticuerpos presentaron di-

ferencias estadisticamente significativas p=<0.05,
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Por lo que concluimos que el zimodemc de una amiba en
ocariones nos ayuda indicandonos en forma parcial a los cons-
tituyentes antigénicos , lo cual hos hablaria de las ventalas
Que representa conocer el zimodemo de las amibas con las li~
mi;aciones 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 sucedib.

Por otro lade los estudios de Osisanya ( 23 ) comparados
a los nuestros, mostrarcn claramente que los anticuerpos ob-
tenidos de una persona que hospeda una amiba con diferente
zimaslemo prebablemente no fueron capaces de diferenciar ami-
bas con diferente zimodemo probablemente &sta pérdida de es-
recificidad fué porque su intestino estaba colonizado por ami-
bas de diferente zimodemo.

£l avance gue tuvimos nosotros sobre éste trabajo fué

que utilizamo- clonas de amibas de un zimodemo determinado
para inmunizar a los animales v el trabajo de Osisanya uti-
1iz® el suero de pacientes que como ya mencionamos més
de una cepa de amibas pudieron estar presentes. Por lo que

consideramos que nuestro estudio es mds definido.
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RESUMEN :

1.- Se aislaron_E. histolytica de las heces de siete

pacientes con colitis amibiana, una de un absceso he-

p&tico amibiano y dos de primates.

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

las heces y el ligquido purulentoc de estos pacientes

asi® 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 demostrd la presencia de inmunoglobulinas en
el suero de los conejos por inmuncelectroforesis

contra los antigenos inoculados.
S.» Se purificaron las inmunoglobulinas utilizando
sulfato de amonio y una columna de DEAE Celulosa.
6.,- Se practicaron reacciones de hemaglutinacidn in-

directa con los sueros homblogos y heterdlogos.

7. Los resultados mostraron que se presentd una
reaccidn eruzada importante mediante la Hemagluti-
nacidn Indirecta en donde con la cepa homdloga -~

fué la reaccidn mis significativa.
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6.- CONCLUSIONES

De acuerdo a la hipdtesis gue postulamos en éste tradbajo
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 patologia diges-
tivas

Por otro lado pensamos que el zimodemc de las amibas no
reveld el nivel de invasibidad del protozoario, pues como ya
ya se menciond para determinar &ste, intervienen las enzimas
de la via glicolitica , 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, reveld
que la cepa E. histolytica HMAu obtenida de un absceeo he-
pético amibiano y las cepas de E. histolytica HM 31;HM 2;

HM 343 HM 14 asi como una cepa de primates E. chaetoni PM&*®
desde el punto de vista antigénico, potencialmente estan ca-
pacitadas para desarrollar un absceso hepdtico amibianoc.

Sin embargo la cepa de E. histolytica HM 32 presentd

diferencias antigénicas importantes con respecto a todas
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las demds y también fué aislada de un paciente con patologia
digestiva.

Por otro lado dos de las cepas de E. histolytica HM C

y E. chaetoni PM 5 presentaron antigenos 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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8.~ APENDICE:

8 (A) .- Soluciones y Reactives :

A.001.- Agar salino al 1.5%:
Se pesaron 1.5 g de agar bacterioldgice
y se adiciconaron 0.7 g de NaCl , todo esto
hirvié durante & minutos y se distribuyd en
frascos con tapbn de rosca coleocando alicuo-
tas de 2.5 mL cada una; se esterilizd durante
15 minutos a 15 libras para despufs dejarlas

enfriar en forma inclinada.

As002.- Almidén de arroz en polva:
Surtido por la casa de SIGMA CHEMICAL -
COMPANY Mo.
A.D03,- Peptona al 10%:

Se pesaron 10 g de peptona y se diluye-
ron en 100 mL de agua destilada, se esterili-
z8 a 18 libras durante 15 minutos. Este medio
se utilizé para hacer crecer la cepa "B" de E.
coli donada gentilmente por el Dr. Sargeunt
{ College of Treopical Medicine London Ingla-
terral.

A.0DL .- 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 20%:
Se pesaron 20 g de peptona y se disolvie-

ron en 100 mL de agua destilada, se esterili-

z6 a 15 1libras durante 15 minutos colocandose

también en alicuotas de 2.5 mL.

A.006.- Acido Pht4lico :
Se pesaron 51 g de phtalato de potasio y se
disolvieron en 2.5 mL de NaCH al 40% y se ajus-
td el pH a 6.2 ; se 1levd a un volumen de 500 ml
de agua destilada. De &sta solucidn se tomaron
20 mL y 180 mL de agua destilada est&ril para

usarse en el momento.

A.007.- Eritromicina al 0.05%:
Se disolvid un gramo de eritromicina
en 20 mL de alcohol al 70 % y 180 mL de agua
destilada. De é&sta solucidn se tomaron 5 mL
y se diluyeron en 95 mL de agua destilada. Se
colocaron en alicuotas utilizando frascos de

vidrio.

A.008.- Medio " R ":

Se pesaron 125 g de NaCl; 50 g de &cido
eltrico monohidratado; 12.5 g de sulfato de
magnesio heptahidratado v 100 ml, de dcido -
ldctico. Todo esto se disolvio por separado

para llevarse a un volumen de 2500 mL con a-
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gua destilada. De &sta solucifn se tomaron
100 mL y se adicionaron 7.5 mL de NaOH al
40% asi como 2.5 mlL de azul de bromotimol al
0.04% (A.004). Previamente se ajustd el pH a
7.3 y se llevé a un volumne de 100 mL con a-
gua destilada; se esterilizd en autoclave ba-
jo las condiciones ya mencionadas anterior-

mente,

A.009.- Medio " BR ":

A.010.-

A.011.-

A.012.-

En -10 mL del medio "R" se adiciond una go-
ta del cultivo de E. coli cepa "B", se dejd
en la estufa a 37'C durante 48 horas; des-
pués se guardd a temperatura ambiente duran-

te dos meses.

Medio "BRS'":

=

Se utilizd el medio "BR" al cual se le
adiciond el mismo volumen de suero bovino

inactivado a 56'C durante 30 minutos.

Solucidn yodoyodurada al 2%:
Se prepard pesandc 2?2 g de yodo por cada
gramo de yoduro de potasic y se disolvieron

en 100 mL de agua destilada.

Solucidn reguladora de fosfatos pH 7.0 y 0.1M:

Se pesaron 12.15g de NaHZPO .H20 y 17.40g

4

de NaHPOu. HZO . Ambas se disolvieron por
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A.013.-

A.014,-

A.015.-

A.016.-

A.017.-

A.018.~

A.018.-

separado en agua destilada, se mezclaron
para ajustar el pH a 7.0 y después se lle-
v6 a un volumen de 1000 mL con agua desti-

lada.

Solucién de Tris:HCl 0.3 M y pH 8.0:

Se pesaron 4,74 g de trisma base y se di-
solvieron en 550 mL de agua destilada, ajus-
tando el pH a 8.0 y se llevd a un volumen de
100 mL.

Mgc12 0.1 M:

Se pesaron 5,038 g de MgCl2 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 10UI/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 NIT en 1.0 mL de
agua destilada,
Metasulfonato de Fenazina 5mg/mL:

Se disolvieron 5 mg de PMS en 1.0 mlL de
agua destilada.
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A. 020.- Malato 1 M
Se pesaron 1.56 g de ac. maleico y se di-
solvieron en 10 mL de agua destilada.
A.021.- SoluciBn reguladora de trisma pH 7.k:
Se pesaron 12.14g de trisma; 11.61 g de
aec. maleico; 2.03 g de MgCl2 3 3.72 g de EDTA;
12.8 mL de NaGH 10 N. Se disolvieron por se-
parado en agua destilada mezclandose después
para ajustar el pH a 7.4 y se 1levd a un vo=--
lumen de 1000 mL con agua destilada.
A.022.2 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 40Omg/mL:
Se pesaron 40 mg de Dextrosa y se disolvie-
ron en 1 mL de agua destilada.
A.D2y.~- ATP:
Se pesaron 0.015 mg de ATP y se disolvie-
ron en 1000 mL de agua destilada.
A.025.- Solucidn de amonio saturado:
Se pesaron 521 g de sulfato de amonio y
se disolvieron en 1000 mL de apgua destilada.
A.026.~ NaOH 0.5 N:
Se pesaron 20 g de NaOH y se disolvieron

en 1000 mL de agua destilada.

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

A.029.-

A.030.-

A.D31.~

A.032.-

A.033.-

A.93H.-

Se pesaron 0.2 g de NaCl y se disolvie-
ron en 100 mlL de agua destilada.
Solucién reguldadora de Boratos 1.0 M:

Se pesaron 6.184 g de Acido bbrico; 9.53g
de Borax y 4.384 g de NaCl. Se disolvieron por
separado y se llevé a un volumen de 1000 mL
con agua destilada. El pH fué de 8.4,

BaC12:
Se pesd 1 g de BaCl, y se disolvib 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/g) apeoximadamente para 30
mg de proteina.
HC1 .iIN:
8 mL de HC1l se disoclvieron en 1000 mL de
agua destilada.
Albimina 1mg/mL:
Se pesd 0.1 g de albimina y se disolvid
en 100 mL de solucién salina.
NaOH 0.1 N:
Se pesarcn 4 g de NaOH y se disolvieron
en 100 mL de agua destilada.
Carbonato de sodio al 2 %:
Se resaron 2 g de carbonato de sodio y se

disoivieron en 100 ml, de NaOH 0.1 N.
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A.035.-

A,036.-

A.037.-

A.038.-

A.039.-

A.0Qu0. -

en 300 mL de agua destilada,

-
=

Tartrato de sodio y potasin:

Se pesé 1 g de tartrato de sodio ¥y potasio y
se disolvidn en 100 ml de agua destilada.
Sulfato de Cobre 0.05 &:

Se pesaron 9.5 g de sulfato de cobre y se di
solvieron en 100 ml de tartpato de sodio al 10%
Reactivo A:

Constituido por 50 mL de solucidn de carbo-
nato de sodio (A.033 ) y 1 mL de la solucidn de
sulfato de cobre (A.035).

Reactivo 3:

Foli-{iocalteau surtido por la casa SIGMA

CHEMICAL Mo. se utilizd en una proporsién de

(1:1 ).

Glicina pH 2.8 y 0.2 M:
Se pesaron 7.1 g de glicina disolviendose
en 300 mL de agua destilada, se ajustd el

pHa 2.8 y se llevS a un volumen de 500 mL
con agua destilada.

Glicina pH 2.2 v 0,2 M:

Se pesaron 7.51 g de glicina disolviendose
se ajustd el DH a
.2 vy se llevd a un volumen de 557 mL

con agua

destilada.
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AL,ON1, - K2HPOH 1 My
Se pesaron 17.42 g de fosfato Acido de po-
tasio 0.2 M y se disolvieron en 500 mL de a--
gua destilada. -
A.Q42.- Solucidn de Alsever :

Se pesaron 2.05 g de glucosa; D.085g de
8cido citrico v 0.42 g de NaCl. Todo esto se
disolvid. en 100 mlL de agua destilada. Se es-
terilizé a 15 libras durante 15 minutos.

A.0u3,- Suspensidn de glébulos rojos de carnero:
Se temd el mismo volumen de glébulos rojos
de carnero que de solucibn de Alsever (A.0L2)
y se guardd en refrigeracidn a 4'C durante 10
dias para su maduracidn.
A.Q4U, - Solucidn de &dcido Tinico.1%:
Se pesd 1 g de A:idc tdnico y se le adi-
ciond 99 mL de solucidn salina isotdnica al-
0.9 %, se guardd en refrigeracidn a 4 'C du--
rante toda la noche. De &sta solucidn se hicie-

rorn dilucicnes 1:22,330 para trabajar-

A.0US, - Selucidn repuladora de fonfatos salinos 0.1 M
pH 7.C:
Se pesaron 10.:0 g Je fosfato de potasio
moncbidsico 0.1% y se disolvieron en 500 mL
de acfua Jestilada; también ze pesaron 10.15 mL

de ‘smfatc 1 rolic Aibdsico disolviendose



A.046.-

A.0UT7 . -

en 500 mlL de agua destilada. De la soluycidn de
fosfatos monobisicoc se tomaron 24 mlL ¥ se mez-
claron con 76 mL de la solucidn de fosfatos de
sodio dibisico. A Esta nueva solucidn se le afla-
dieron 100 mL de solucibn salina conservando el

pH a 7.2.

Solucidn reguladora de fosfatos salinos pH 6.4
v 0.1 M:
Se pesaron 10.20 g de fosfato de potasic mo-
nobdsico 0.15 N y se disclvieron en 500 mL
de agua destilada. También se pesaron 10.15§ g
de fosfato de sodio dibisico disolviendose en
500 mL de agua destilada. De la solucién de fos-
fatos monobisico se tomaron 67.8 mL y se mez--
claron con 32.3 mlL de la scelucién de fosfatos
de sodio dibisico. afiadiendoles después 100
mL de solucidén salina conservando el pH a
6.4,
Suero de conejo inactivado:
De los conejos control, se sbtuvieron a-
proximadamente 25 mL de sangre por puncidn -
cardiaca, €&sta se ce ntr*ifugd a 55 x g duran-
te 15 minutos para separar el suero, el cual fué

inactivado a 5% -C durante 30 minutos.



8 ( B) .- EQUIPO :

Balanza Analftica Bosh.

Potenciometro Corning Mod. 3.

Cémara de enfriamiento LKB.

Celdas de electroferesis con alambre de P1.
Fuente de poder LKB Bromma.

Fuente de poder TMESA.

Liofilizador Labconco Preeze Ultra -low.
Congelador Revco Freeze Dryer 5.

Centrifuga Refrigerada Sorvall FT 6000 B Du Pont.

Camara de electroforesis Helena Mod. 1283,
Espectofotfmetro Beckman Mod. 25 ( l.u,v.)
Espectofotdmetro Colleman Mod. 6 A.

Cimara Polaroid MP4 Land.

Coliector de fracciones Redirac LKB Bromma

2112 Unicord Bromma.





