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RESUMEN 

L~ finalidad de este tr~baJo "fue el de el1m1nar l~s 

prot:1nd~~ oa ='.l~ra oov1no absorbidas en las m~moranas de 

amiba ~or Lln trc.."ttam1ento ae congelam1en to-descon9elam1ento en 
~ . 

agentes caotrop1cos. Ademas de monitorear la e!:clus1on de los 

contaminantes par el emple.o ce 1..m ensayo inmunoen=imati_c.o en 

ra~e sol.ida rELrs;,J. Los result~dos mLtestran qu~ despues del 

tra'tamíento en agentes cactroi:nc::os los rendimientos de 

membt·anas trata.das se r~dúce en un 23 %. La excluSion de los 

cont'1mir1antes ser1cos no tue total, pero si hubo una 

reducc1on notable de las proteínas de suero·bav1no presentes 

en las membrari.as 'trata'.da$ con los agentes caotrop1cos. De 

t;odoE ellos, el que oñr'?ce elimina una gran cAntidad de 

contaminani:;es fue el sist'ema combinado de Acido acetico 0.1 M 

'NaCl 0.'5 M con Clorhidr'ato de quana:hna 2.1) M. Estas 

membra.nas tratadas pueden ~er uti les como inmLtnogenos para 

obtener su-:oros antidmiba sin la presencia de ant1cueroos 

contra 105 contaminantes de SLU:.'t"O bovino a.e.arreados pop las 

memhranas purificadas de la amLba. 



.1 INTRODUCCIDN. 

A.Prin~ipios de la dééada ae los sesentas .. DiamoOd (2ó) logró 

con Jx1to el cult1'10 ax~n1co .. ee decir libre de bacterias .. 

. '~·~del parásito ¡;_,__ hic:tolvt1ca. Desde ·entonce!"•, el medio ax~nico 

se ha empleado para la investigi.1c:1ón de la biolo9ta celular .. 

fisioloqía .. patog~n1ci.dad~ inmunaloqía y evc:duac1~n ci!? fárma

cos !n. vi ero contra <?l par~~;i to ~ l l(q. Adem.Ss dE-1 oe-;;arr~c1-

lle de nur·1-\s técn·ic~.s serol&gic~s y la aplicac1d'n de otras 

ya conoc1das p~1t"a el d1agnóstic.o de la enfermedad (44>. lodo 

el lb na redituado en una meJor cotnpr~nsión de la patoq:~nes is 

de la infección, Q\.le> es un 1mportan'te problema dé sal1~ld 

pdbl.1ca., soore todo en los paises subdesarra.i lados como i"1éx1-

co (1391. 

Ahora 'b1én·, el interés actual de muchos invEa':ltigadore~ es el 

de caracterizar las proteínas inmunogénicas am1b1anas. que 

interac:c1onan con el sistema inmune del hospedero. Estos estu-

dios se han realizado con el uso de exliractos compl&>'tOS o 

solub.les de a1111~~s cultivadas axén1camente. La identif1cac1Ón 

de ·lo-= antígenos am101anos :.e ha t1f=!c:no orinc1palmente p~r 

cromatoqrafí'a de eHclus11.5n ~5, 11,'57>. inmunoelec:troforé-

sis \59J. inmunoelectrotorés1s b1d1mens1onal (25) y, reciente-

1néloc.Jo es l."' 1aent1 f .ic;a1..1•.1n ue lü·:; prote!ña= .:.\m1b1 .. '\nas con 

11ozof,,;os v1abl .. ::?s o fracciones de lo".i mismos, urocuc1endo 



dnt1sueros espec!.·r::.ca-a contra !os determ1n.;nte!:! i-.n1'1gén1cos 

del pa.rá!:'1t-o {lú.Z4.99•. 

Sin e1Í1t1i:wqo. el cult1vo _dHt!n1co de~ !:l...!~tJQ roaqL11er~ 

la prasenc..1a oe suero O• mamit~ros; el más ui;1lr:!ado ~s el 

Euero bov1na. Las µro11e!n~s \je este suero -oe ~ah12ren ai 

parásito cult1vaao_ !.D. vitr-o(.841, ·atlem~5 oe ser 01noc1taoas y 

fago.:1"tao~s pcir .ia amiba del medio (~41. ae tal forma QUE! se 

enC:t..tt:?n '..r:-! a11 loe ,;r0Tt.:1;:0Ítos emp lt:-3dos como 1nmL\r,1jqenO$ 

(35,64>. Les ant1.'tueros resultantes, obtenidos ók animal.es 

1nmun1;:aóos con extY.ac:tos am1bianos del cultivb a;-:ií'n1c:o. 

contienen an"t1ct.teroos cont-ra las proteínas del SL1ero bOV:r.no 

\~~. L:J"31; el medio de cult1vet eri s(. no ct"ll9\tieme orotaína<.::: aue 

puftd~r1 represe:ntat~ un eerio obstáculo en· la inves.'t19ac1Ón ~ 

inmunod1aq:nó~-c1co de la amibiasis .1nvas1va (lc.)4J. 

Tales c:on-camir1ante!:i se han tracacw dE! l'll im:i.nar d~ lA !;uperi1-

c1e del oar.;s~to pof~ l.a.'laoos re~e~1dos ~4'"1.12U :_...ntes de la 

preparac:.1ón de los antÍ<;.enos a.mib1anos .. A pesar oiz. los lc.!Vi-1-

dos exhi-\Ust1vus. que repercuten en el. rend1uuenco del. arnl"qe-

no utJtenioo. 1os c:onta.nnnant&os adherido~ d1sm1r1uy!:.-n en 91"'.:-.n 

pr-aoorc:1Ún pe.ro no eon el.innnados c:.omoletam'::!nte •.34). Otra 

alternativa es el tratar.de- QU1"t.ar los ant1cuerpO!:l inde;ea-

c.or1t.r.i1111n~c.·~s con 11r-'.:l"te.'lfli!f-. t1~l 51..ICt'CJ bovirlo. u11 111ér.:odo 1,.)1.\1~ 

~e i'l.3 u-sac:o ei:s el p .. \"=.dr los '""'ntt$LtertJ<::i por ·=olumnc:1.s de af~n1-

tJ"1.U~ ~L•I:' c..ont.1e-nen l~e) c.onJt1~1ado e wraT.e
0

Í:-1~s de! ~Ltero tlc1v"i.

no1 r'e!::iu..í.t'.:\.1C1Ct en Llli Slt>?r'ó $10 i:1nr.1cL1~t·pus contr•a l~.s pro!;aí-

2 



tiene f..'l 1nc:onven1ente ciet aue en los su'erCJs º~ur;1·f1canc1s .. aL1r• 

Tales c\nt1cue1·pos contaminantes pueden dar una" reacc1cl'n crl\-

:=u.da ::or. :.:;s cc1moonc:ntc~ sérico~ oel ~1_1ero num~nn. ~f'oore t1:i~o 

ro=: ant1-am_iba de an1mal~s e>tper1mentalmente inmun1:aao5 ~n . . 

di.-\S ;:.~tL1aimeni;e en J.~ bllsQuedc. c:ie c:omple.jos inm1..mes:· de :u1-r. .. •• 

cuerpo-amiba en los sueros de pacientes con HHA 

{33,.7.e,•.10.1.10~.l':jl).léq11ca Que consi5te en colocar ~1 ~nt1-

CUti!rpo •:.aptor anti-.,m1ba en lia fase sólida.. el cual ci'.ol:~ al 

ant!9eno amibfano oue 'está unido al ant1cuer.po t1uman!:J en Pi 

cornple.JCI ir11nune, y e::te m1s1no ani;{q~no es de-cec-cado oor otro 

anticuerpo ant1-am1ba ce diterente especie al anticuerpo 

· r.:aptor. 

PoP le.• t..::-.n't'o, el presen"te estudio se enToc:a a eliminat• las 

preitE!!na~ del medio de ct..1'.l. tivo absorbidas a le. memorc-.nS'I. de 

con9t.:i'J.3m1e•1to-des1:onqelamtcnt:o e1"'1 aqente':S caotrdt:11.Cos. Oe 

d~ ar1~ .1C:L1e·r·pc.i~ ctnt i-;,ir·ote•Ír1as cJL~i sut::r~o bov1 n1:i. E:a'l;OS SL1~ros 

3 



serctn· e,tJcaces oara la 1den"tif1cac1dn de los antígenos. pro

pios a~ la superT1~1e ~mibiana y en los métodos 1nmunoldg1cos 

apl1c.aOo::s en la. 1nvest19ac1.5n de! parási'to y al d1a9nÓ~d;LCO 

de la enferinedac.J. 

4 



11 GENERM-IDADES. 

2.1 Hisi;orich 

Los padecimientos intestinales en el hombre. como la disente-

ría, han sido me~cionados en v1ejos documentos médicos de 

chi~1os .. heor.:os y qr1egog. r-'HQLtnl"JS de es.c~s p~dec1m1en"tos po

drÍ'an anord intertJr~'Car::te c.1:11110 casos oe am101¿-.~1E. f'1:•r ?Jen10J.o. 

se mertcionan c~sos de diarrea muc.:osanC)uinoleni..a con Tieor~, 

en el documento de Sans~'rit conocioo como '.'BRIGUSAMriITH" 

escrit.o 31)(,C) años A.C. (73)~'. e Hipócrates en el' ~1glo Y .A.C. 

describe por ve:: ·ur1mera la enfermedad ulc~rat1va dei intes

tin00 ~110)'. No es sino en 1828 por Ar:inesley QLli~n hac:e una 

descripctdn de la disenteria. 'reconociendo una relación encre 

la infección inte~tinal y el mal hep~tico ~110). 

En· 18~9. Lambl descubrió en un n1°no qe Praga, QU1~n murió de.• 

un C:L\adro diarréico, la presenc:1a de Ltn pr~i::ozoar10 con 

pseuL1Ópodos, al cual no l~ dió lmpori:;anc1a y pronto ·rt.1e 

olvidad~. ~i v,et'"dadP.ro d~Sc:ubr1dor del aqente etiológ1c:o ae 

la amib1asis, fue el doctor Feaar Ale~'ñn U:isch t:LeshJ, en un 

paci~nCe ruso en San Petcsburgo hoy Len1nqraao en 1875. que 

patJec:1a de· disentería. Realizando an.1.llsis n11croscopic:os de 

las ~v::i,cu~c1cines i::ll:'?l paclen"T;e, de5ct..torió unas c~lulas de 

forma n1óvi l :r· rápioamenT.e se rec:onoc:1erc1n como par.áQi 'tos 

a.n:::1ñ..:~les~ estu es~ 1..:onio a1n1bas. Lesn las co111pard en 

carat:l.1.?ríst1c~:, mor..-r.JlÓ~11cas con aigL\nci.\~ t~sp~c..:1es de amiua-::. 

c:omJ•: . .1na·:> y cc1nc;\uyL5 qL1e or'a un.:\ esoec:1e no .conoc:1aa. y la 



nombt.:Ó ,como E~ ~ (73). 

Entre 1885-1867. Kar"'tu.lis dempstró la presencia de a1niba~ en 

150 casos de d.1sentería. a éi se le C:L,>nsiderA como el 

primero en a1'irmar que la amiba era. el aqente etiolrjg1co y 

que los aoscesos nepdi;icos encontrados en algunos casos er"an 

secuela de la ini!:~mü eniermedad <73). C:n 1691 Counci lme.n y 

La.iieur confu·inan ei. papel P.atol¿1;üco ae ·las rrnnba5 y crean los· 

term111os da 11 disen't•~r:1a ;,\1n1b1a:ia·1 y de ''absciaso neo4.t1co 

amibiano", adema1'.s de proponer el nombre al agente causante de 

Amo_eba dvsinter"eae. El los también encuentran es.p~,e:.es no 

patógenas en el inte5tino humano .t73). 

En 1903 Qu1nk y. fiaos, descubren l'a. forma· de Quiste de la 

disenter{a. amibiana y su papel en la• d·isem1nac16n. oel 

par¿(sito <73). Las caracter{s-cicas de la
0

s formas de Quiste de 

dos .especiep simi'lares que fre..:uentemente Se encuentran en el 

intestino humano, fueron cuidadosamente descr·i t~s por HL\Oer 

en 191)3. y en ese mismo ai\o Schaudinn fue QL.llén defin,1ó las 

características estructurales de las tormas vegetativas, y 

dlÓ ~ las ·esp~c·ies patógenas el nombre técnico dV Entc111oep_8. 

histolytica, at.ln Ltsado hasta ahora, y· a las espec~es .no 

patógenas ~1 nombrt3 cie Entamoeba col i t 11(!). 

En 1=113 Musgrave y Cleeq crean el eérm1nu de 11 an11bic:\sis 11 pc:o.ra 

demos"Crar una .1niecc1ón por h ili.filolyt1r;,a, su1 nacer caso ce 

si esi;a condición es-cá. o no acompari~da por s1n\;omas \731. Otros 

lnv~~t1qadores, Walker- y Bellards demuestt"an la patoqen1cidad 

del purásito amibiano, suministraron Quistes de !;.!.. 
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~olvt ica y quistes· de s.:_ SB.l.!. a un grupo de vol un i;ar10? 

sanos. Como résultado obtuVieron la d1senter!a a1n1b1ana en 

aquel grupo oe personas que 1ng1r1eron qui~tes de E .. 

histolyt1ca (1581 .. 

. Es en 1914 cuarioo se inician los trabaJos inmu~oióqic.:os 

preparanwo antigenOs acuosos d~ ~ histolytica a_p.nrtir de 

matet"ia fecal, obt~n1endose reacc:1ones pos1ti"va.s par~ la 

TiJ.ación det i:;:o~plemen1;0 <"156). En 1924, -~oek y. Drboniav 

logran cultivar con exito a s.:_ histolytic¿:J. en L1n m1:.-d10 

artificial a base de yema de huevo que contiene la flora 

microbiana de le.\ m.:\teria fecal. Cor:t este 'ti.pe de cult:.vo 
. . . 

Cra.19 en, 1?~7. prepara un ant{geno para la fijac~ón oe 

_complemento'. Es hasta i961 cuando Louis Diamond (26), obtiene 

por pi'-imera vez un cu.ltivo anénic:o, e;; decir libre de 

·bacterias, el cual ha servido para preparar ant!qenos libres de 

microorganismos. Y tan pronto e.orno se obtuvieron cultiV05 en 

masa de diferentes cepas de ~ histolvtic~, se han 

desarrollado estudi'Os de la fisiología,~ patoqenicidad e 

in~unolog!a o~ Ía affiibiasis (14j. 

2.2 Clasificación taxonómica. 

Las amibas parásitas del hombre se agrupan en el 

subreino f'rotpzoa, phylum MatiC.ospora, subpnylun1 

Sarcc.."ldina, f?mi 1 ÍC' End~maeb1dae, que a su vez se d1v1de en 

los géneros Entamoeb.;,. Jodamoeba, Endol ima': y D1entamoeba 

(85). Stendo de inter~!::> µc-.ra el homDre los proto::oarios que 

p~rtenecen al primer qénero. En el qt:uoo dt.• E.ni;amoena, las 
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amil>as.~e clasifican en base al nl\mero de nucleos en el 

quinte maduro. As{ tenemos, en el grupo de los quistes 

un1nucleados a .Ent3mo™ poler:ki. clasificadas por Van 

Prowa:ek 1912. parásito com~n en cerdos pero ocasionalmente 

encontrado·en el hombre; en los quistes tetranucleados se 

encuentran das especies,. una es Entamoeba histolvtic:a. 

Scf1al.1d1nn 19ó3, y la otra e$ Entamoeba hc:frtmanni, Ven 

Prowazek 1912:; en el 9rupo de los Quistes octanuc:leaaos· Et"" 

tiene a Entamoeba ~. Hickson 1909; y por último el cuarto 

qrup_o formado por una sola especie que es Entamoeba 

gingivalis., 5mitt:1 y Barret '1914. a la cual no se le conocen 

To~mas qu~s~icas. De todas las especies de-~o~ la 

causante de eñfermedad imPort~n~e eñ el hombre es ~ntamoeba 

histol ytica <73. 110i. 

5.:- .histolvtica e'stá c:ompµesta de l!n nLímero no corioc1do de 

cepas que pueden actuar como comensales en el lumen 

intestinal [estado de portador) o como formas oatdgenicas que 

producen ulceraciones en ~l intestino qrueso y manifesta

ciones .de 'sír:at'o'mas [amib1a~üs inva~1vaJ. Sargeaunt y col abo-

radares ( 135) han anal izado el patrdn isoenzimático de' di fe-

rentes aislamient:os de h histolytica buscando peciueñus di fe-

renc:1as entre cuatro enz1111as del me'taoolismo 91L1colítico de 

la am1ba. Dicha técnica se basd en las diferenciil.S del punto 

pueu~n ~erv ir• co1no marcadores dC:o' cepas aunque no· t1ef'}t~n 

relaciém con le:' patogenicidad del Oitrásito. Se obtuvieron los 
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siguientes resultados·, de d1 ferentes cepas obtenidas de 

diver¡¡;as partes del ffiundo: 'todas 1,_s especies de Entamgeba 

pre~entan d1ferentes,pa~rones isoen:im~t1cos<135). Dentro de 

l• especie~ histolytica.se han identificüCo un total de 22· 

diferentes patrones isoenzimáticos o zimodemos .(134). Las 

cep~$ pát~g~nicas derivadas de pacientes con s!n.tc.1mas de 

am1bia-=is invasiva. se aqrupan en nueve d1'ferEin"tes zimodembs 

<Il, VI, VII, XI-XIV, XIX y XXi. Estos =1modemos de cepas 

pat~genas se dist~nquen por la preser_1cia de una banda beta en 

ausencia de una banda alta de la enzima Tosfoglucomutasa y 

por las Oand~s adelantadas de la hex0Qu1nasa en todo et 
patr6n. XIII, Los zimcidemo,;, restantes <I, III-V, VIII-X y XV:

XVIII> san 'de amibas aÍsladas de portadores sanos •. Les. zimc

demcs· XX't y XXII se obtuvieron por ingeniería genética en el 

labcratorio(134). 

El ciclo vital de E.· histolytica-tiene una forma activa de 

crecimiento y división [fase de trofozo{toJ y la otra de 

diferenciación celular que incluye proceses de· enquis~am1ento 

y desenqLlistamiento, 5iendo esta ~ltima forma la ~ue le 

permi t·!::? propagarse a otros hospederos <85). Los quistes al 

ser ingeridos pasan sin cambio a través_del est6inago y la 

parte superiOr del in rest ino. Los quistes maduros para su 

ext1u1stcH.:i6n perforan: f.!n la pared un orificio eNtremadamente 

p~que~o ·par el cual escapa. Una -vez emergidc1: se le denomina 
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amiba metaqu{st1ca .. la.. cual se desarroll• y d~vide dando 1~ 

'fot·m¿.\ción de cuatro amibas mononúcleadas Camébulasl que se 

con~ierten en el trofozoí'to ordinario. el cual se divide Por· 

Hsi&n binaria dando !Llgcw a amibas .hijas. Esta multiplic:a

cidn ~- lleva a cabo en el '1umEtn así c;:omo en los ~ej ldos 

intesttriales. El enQUi<;;t'1mient9 es sólo en l<i\ lu:: intest1n;..'l

Al iniciar el enou~st:am1~r1to la iorma ac"ti·1a s~ diviae º'"1AdCJ 

. lUQi.\r a ainib':'s más µequ~r1ds que deJ.:in de ryui;r1rse,. 1 ibera del 

citc~la.sma Par'tfculas alimenticias p~ra quedarse con vacuolas 

llenas de gluc6qeno y las barras cromatoides. En esta etapa 

'~e llama amiba preQuÍst1ca Y es ffiás _pequeño que el tro.'fozo!to 

or~din~u:ip, . se inmovi 1 iza. redondea y ettcreta una .r:1e1gada 

pareo cor:'vií-t1f?ndose en un Quiste inmaduro con un nút:.ieo el 

cual continúa su de!3arr-.:illo hasta los t!picos autste~ tetra

.nucleaóos .. En las heces fecales humanas se pueden encontrar 

trofoio!tos. prequistes y quistes .. Sin embarcyo,. las· doe pri

me~es iormas·mueren por la accidn de los agentes físicos 

e)tter~nos y en c:aso ae ser inqeridos muet-en por la ac:cidn del 

ju90 9ilstriéo.' Solamente el quiste es la forma infectan te 

por ·1Ía oral .. En el medio eHterno. los quistes J:)erma:necen 

· viatJlus en las condicior11i!'s de temperatura y hÚmE<dad apt'OPia-

das por semanas o mesi.=s. diseininandose por laa manos, acyua y 

alimentos c:ont~minadtls, r:ompletar1dose ·as.1 el ciclo del pará-

sito(14~42.15C3}. 
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Las amibas tienen forma muy. heteroqé'nea. En general, ~;-.m oc.. 

1orñ12'. elongada con un µsP.Ltorjpodc fH'Ot;Unet·c.mtc; son .. ~=t1vé.<men

te móviles. El troio~o(tc o forma vecyetativ• mide o~ 20 ñ óV. 

pm de· diámetro (73}. 

El citoplasma se divide en dos part~.:;, er:coplaema y endoo·t~s-

ma .. El primero es hialino y fino. E:::'l segunda ·es eir?.nL1iar~.1-?o 

mayor· parte del endoplasmc.\ na.rece cuns lStit• oe •1i\CLlCd.:.s ~1111:.e

bidéis en la matriz cit~plasmát1ca. .. LaE. vacuola:; son 9erwrp'i-

mente t~s·fe'ric:as y de tamaño variubl~ de (t.5 ·a 9.ú,}1111 a~ 

diámetro. UltraestrucltUrctlmenb..=- se nan identificilrJO vac.:uc·ia~·. 

fa9oc!ticas, Vd.CLH'lla.s macroPinocítlcas, V3CUolas mi.croo1noc!

tic.as. ''lisosomas primariosº, 11 Íisosomas secundarios". c:ue1 .. -

pos residuales y vacuolas autoiágicas (72>. 

Otros componentes son los ribosomas, L\<;:iltalmente orcenado$ en 

hdt ices de aproximadamente 300 nm de larqo y 40 nm ce ancho. 

que constituyen los clás~cos cuerpos cromatoides identifica-

dos al microscopio de lu¡: tanto e:n ~l troiozo{to coma en ul 

qui·ste; no se han ·detectado mi tocondrias, aparato tic Golg1 L\ 

otros orqanelos (74). 

El citoesqueleto contiene m1cr0Tilamentos poco densos de 7 nm 

de diámetro y se local i¡:an ~nmecliatamenr:e dt=bajo dt::- ia ffif.~r!

br~na plasmática, ~ambién se tian det:estado microtltb.ulos en la 

forma vegeta.tiva y en el nUcleo durantt=" la d1visH~n nu

ch-,ar. Además se han id~ntific:ado y caracteri:ado ¡,., p~es.'2nc1a 

de ac:tin-a ~n el trclfo=ofio amibi~no (78>. 

~ 
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Ln mt:mb.rana plasm~tica de los trofo;:o{tos e$ la. clc('sic:~ 

unidad de membrana,. mide 10 nm oe ancho, un poco mits ancha 

que la membrana de la~ célula: eucar.iót1cas Clt.tl~ m1Urm 8 nm 
' 

(7:!). 

El nLkleo de h histotytica, que ha servidd como 

ccracteríst.ica morToid'qica par·a ident1 ficar las especies oel 

gd°nero ~..t.ª1!!..9.3.Q..fu: en el cual, la d1strib1..1c1Ón de crom .... "'t1na. 

nuclear t..liiier•e de una especie .. \ otra. p13sae un cat·i•Jsoma 

compacto localizado en el centro del micleo y que contiene 

DN~ y la cromatina distribuida en la par·te interna de la 

membrant1 nuclear y es rico en Rl~A ( i4:•. h b_1stol.Ylls-:.P- puede:.~ 

reconocerse y diferenciarse de las demás especies de! 9énero 

Entamoeba por la distribucfón .oe la cromatinfi en ·el n1:1cleu 

c.ue difie.re morfoldgic~mente uc: un·a especie a otra. El 111ec ... ,

nismo de divis16n nuclear no es del todo claro, pero se sr.~be 

qua se lleva ·a cabo sin la disolución de le:\, membr-ana nuclear,. 

peguida de la multipl1c:ación de los trofozoítos por f isiÓn 

binar•ia (Z3). 

El •.:iclo de vida del parásito,. se c_ompleta con la 'for111aciÓ11 

de quisteE-, que ocurre después d€? la fisi6n binaria del 

trofo;:o{to. El quiste tiene una forma esférica o ligeramenCe 

ov¿daaa di:- a a 20 }'in de d1ámetru. La par~d dei QUlS"t12 mide de 

1~J) a 150 nm de ancho y está compuest;d por quitina \110). f1l 

ser vistos al microscopio elect:rón1co de barc"'i.dc:• íJt"'e~~ntan 

·.m:..' supwrficio rugosa un1form~ tln la i:ar·a externa de la 

mE=robr·•an~ q1.1Íst: ica (73). 
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2.5 °Factorc•p, predisponentes ª- le. amib1asis. 

La e>~presión de lo~ mecanis"mos de pato9en1c:1dad [virulencia) 

de E'... histo1.::.t.:.ica par~ qL1e invada o no los teJidos, depe~ide 

de factores l. .. mto del hospedero como del parásito. 

Los factores predisponentes del "hombre son: 

SEXO. El clÍJ-.=.1~uso hepát ice ami b iano se presenta m1s en los 

hof!lcrus que t·n las mL.1jeres ~n una proporc·1ón de ~.:l. E'!:": to 

puede i.ser dE.•c i.do má.z a la expo5icid'n ai m1crom~qan1smo Qt\e a 

la susceptibilidad del mismo (6). 

EDAD. Los niiios son más susceptibles a las forma;:;, Tulm1nan"Ces 

de la amibia~1s, pero la enfermedad se presenta con mayor' 

frecuencia en adultos Jóvenes de 22 a 30 años de edad 

(32,42,73). 

HADITAT. Las c:ondicioMes 
0

de vivieÍlda y carencia de servicios 

pdblicos en las pbblac:iones de a'reas endénlicas, son los 

principales lactares de la propaqaciÓn ·y prevalencia ae la 

amibiasis (139>. 

DIETA .. Una alimentación con deficiencia de proteínas y rica 

en carbohiOrat'o~ real;;:a la colonizaci~n del int~eSt1nc.1 oc 

ratas \ 123). En el hombre una dieta riCa en leche par•ece 

tener e->fect·o protector (83). 

EMBi~f'AZQ. Es otro fac ter predisponen te a las for1ílas fulminan-

tes de la ~mibiasis (42,73). 

ESTF;ESS. Rat$1.S en celo, et:c ita.das o bajo tensi&n son ma~ 

susceptibles a la infección \73i. 

ESTAíJO IMNUNCLOGICO. La baja de defensas en el hosoedero es 
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debida a una mala nutrición o oor un tratamientc;i inmt.:nosupr11-

sor (26i. 

Los Tu.ctores oor part.a del parJ'sito p ... ,ra ooder invadir• io5 

tajidus del inte~tino son varios. entre los m~s impurtantes 

están: 

d~ m911or cc:1mar'ic1 C:lK1oc.:1oa an"teriormente corno "ra:<:a pE:o-qut:>Ílo':\', 

· .. 
(158). F-ur métodos isoen=.ima<ticos, ya mencionados, ze han 

enc::cm-crado 22 difer•entt!s grupo~~ de~ hi5i::cdyt1c:a, ae las 

C!.•<:tir:: .. :. nL1.,...ve t1enen actividad invasiva en E-:1 hombre, y onc:E? 

son de espec1~~ comei1sales (134). otra cepa de amiba de 

ori9r;m numano morfoló91camente similar a~ td!;tcrlvr.1~..é. es la 

llamadci. e.epa "LHRED0 11
, aislad~. ae Un p¿\ciente con amloias1s 

recurt•1:mte. Es mr:-.rfolÓglc:amente indistinguible de ~ 

histolyt1c:¡:¡ 0 pero difiere de sLts.de requerimientos ae temoe-

ratut·a y crecimiento de cultivo. Es capa;: de crecer y colon1-

ztir a T.''·. así como a 37°C y en SolLH:1one~ hiootó111cas 

· \158>. E::isten· diferencias ant1qéni¡:as entr"'e la ceoa Lar•edo y 

·h histc..-.lytica que pernil te dist1n9uirl~s a pesa\r de ser 

espP.c ies e=> true i;Lu•alinen i:e sim1 lares C38). 

NE~~ihllSM03 DE EVASIOM. Se nan proouest.o va.rlt.•s mec:anJsmos dr:• 

e't~!:!.Ón de ~ histolyti·=.:.1 del sistema inmune 1.!f>l ho=pedero. 

í.:ilecs corno el ptlsibl~ enmascar·;imlento de ·los epii;o~1os ael 

p~.rá:.;;.ito c.on mat:~r13l m~;. meoic:i· c:\mb1enl:e \::,q.34). Li1 red is-

tribuci6n d~l anticuerpo unido al antfqeno de membrana. QL!e 
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lleva- a la forniacion del encasOuetam1ento <"Ct~f'"). 1.¡ue e~ 

internalizado o e>tcretaclo al e:;terior OZ, 17.a1,E9, 10::ii. 

evitando L;\ lisis par ~omnl•,,-:1H:!nto •.1:1~!. La 13•~t·didi\ de 

s~sceptibilidad al sistema co111~iemc.mtt.:o d~,=: 1:i.·. y la inOuc.

c1dn ae un estado inmunosuut·esur· da la inmunidad cel•Jlat· del 

hospedero í'56:•. 

EN¡:HW15. En ~- ll.:L~~f?..Ls_~. se i12.n di:,:e.:c.tado en-:L1~1;.:::: ·.:011 

actividad prota:oi!l;it.:a UL\O.: oLtL>;-•J.,;-r-1 n.:wi;i1:ipar· .¿in ~i 1:io;..:&n1i;,;1111 .. 

patogJnico de la amib.:\ sobr•e el eui tel io inte;:.t inal. La 

principal clase de orateasas encontrada..:; en ·i:i parJsir.r..1 son 

Dentro ue las cisteínorot:e~Eas Ee h~n deT;ec:todo d1 Terentes 

en::in.as tali=s como una en:::1mt-t semeJaote a la C.atep~ina 'b de 

mamíferos con un PM de U:. ~~Da y activ'-1 a· pH 5. ú (66). una 

i:iroteasa1 débi lmen.te ácida con po:ie•roSa actividad '?.l"O'teol {ti~c:·. 

de FM de .:21 KDa <137), una enzima principal nE-utr~ soh\ble ne 

PM de 56 KDa (53). una histol 1Enna e:1:able a pH bási::o cc:1n 

fuerte actividad proteol!tica y PM de 29 kDa (67). Otra 

en:<:ima clet-ectadá es una c:oiagenasa (82,1'.38i. 

Estudjos recientes indican qL'.e hay cinco enzJ.mas del .tipo 

cistei'npro'te.:1sas can FM de 73. 45. 3ó. 3-;1, y 23 l~Da. el~ 1 as 

cuales la de PM de 73 KQ¿\ se local i::::a an la Tracción soh1b ll=! 

del ewt.ract.o amioiano y ei re=--to se emt:uentr~n ·formando par\.~ 

de las mf;ftr.branas lritern~= ." pJ._v~mJcic~s dl? la ·amiba \q3>. in 

yitro esi.i.iS> c1steÍnp1·ut~i:.iSd5 !:>CJn las pt··1mera::i resr.>onsc:sbles or-:.· 

la necroonir.. tisular" oe! t~.1ido t=piteliHl en r•C:".t;as, pero no 

15 



del proce!:io· ·in.f l amator.'io ( 15i. 

El comite e::perto en la amibiasfs de la Organi.:ación MundÚ.\l. 

de la ·salud [QM5, ·1969J <157). defi~ió esta enfermedao como 

la condi,ción de oortadC!r del parásito S.=.. histoly.tJ,!;_~ con •J. 

sin m~nifestac:iones c:l{nicas. Clasificandoia como as1n'tom~11-

·c:a 1 esto es sin manifestación. de la .infec:cion, y s1ntn111~'· : .. :.~. 

que Son la amibiasis intestinal y la amibiasis erntraintesti-

na! <75l. 

Amibiasis 1ntestinai. 

·La.·patoloq{~ b.Ísica cie la amibi?-sis intestinales ·la ciestrL\C:-

cidn del epitelio e invasi6n de la pared intest¡nal por el 

parifs1 to (85i. Las lesiones iniciales se presentan en c1-1al·-

quiet' parte del intestino grueso, especialmente en el c::-Jlon. 

Las ulceraciones predominan en la. regid'n ileo~ecal, siqmoic~es 

y recto 04,42, 1581. 

Aún no se conoce el mecanismo por ei cuál ~ bistolvtica 

invade y pene'tra el epitelio <14,74). En la amibias1s int~s

tinal humana as! como en la e:~perimental, la invasi6n dP. la · 

mucosa 1n~estinal cornier1za en el epitelio in~erglan~ular·. ur1 

sitio de baj~ resistencia d~nde normalmente tiene lugar el 

desecho de l~s céh.ilas intestinales cOmo etapa fina·l de le-. 

con..;t.:o.nt.e ri::novacic!n dei .¿ap1telio (74>. 

Pueden ser uno o vario"s los plintos de penetraci~n. las 

lesiones t?S'tan coriTinadas a la mi.1cosa y tiend~n a ampliarse 
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later'al,inente. La lesión inicial es microscóo ica c.on un ori li

cio central ;t rodeado de hiperemia y edema con materiai 

necr6tico ·¡ ~cLt.ndan"tes "trofozi:J{to..Js en al interior. La mL1co<ac:l 

9~neralmente observada entre las lesiones es nor·mal (14). Al 

progresar l.a invasión las ó.lceras crec:en tanto en direc:c1c5n 

hori;:c:intal cc11no en profundidad, con un peQL1eiio orificio ae 

eñt1:·aca y consl;itL1y~n lo~ cl?.s1cos "o.jalea de c~m1sa·1 • Se 

producen gr•andes ~reas de necrosis de la mu...:c.:.•sa, en la crn.l~t:u;-

laris mucosa y ocacionalmente en la capa serosa, con perfo

ración de la cavidad peri toneal. La perforac"ión es general-

mente mL1ltiple .. siendo la etapa final de 1'3 amib1asis int~s-

tinal ( 14.1581. 

Con ~a ero.sidn de los vasos sanqu:í'neos intestinal~s~ los 

trofozol-tos pueden ser i;r'ansoortados v{a: venC\ porta al hÍ~1acio 

donde puede formarse el absceso nepático an'iibiPnoi. oc¿\Cional.-

mente algunos -crofozoítos son transport'ados por .la sangt··e a 

los pulmones o cerebro donde coloni;:an y pr·oducen aos~esos. 

Estos últimos casos son raros (14.73i. 

Prathao ·Y Gilman·, describen cinco tipos de lesiones que 

ordenaron de acuerdo con la severidad de las mismas(107i: 

LES ION INESPECIFICc'!i. que no muestra ulcerac i~n pero hay hipe

renlia glandular y"edema estrom~l. Hay 
0

neutrÓ·filos oresen"tes 

en el estroma y en las c~lula!i epiteliales. Las amibas oc:a-

5>ion~lmen e.e se encuentran t?º el e::udarJo o embebidas en el 

mee.o. 

DEPRESíON MUCOPEMlCA Cot~ 11ICROULCER.:.CION. no nay ukerac16n 
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·pero s{ una depresión. superficial pequeña de la mucosa d.,.: lu 

superficie y pérdida de cf.H.ulas cal i.ci termes. La lleore51Ón <:::t::> 

acent~a por la manife5tac1ón de las características de la 

lesión 1nespecÍf1ca de la mucosa adyacente •. Un 9r~n n~mer"o i.Je 

airubas se encuen-cr.a en opos1c1ón ce;·cana de la deores1ón di: 

LE3!0N DE iNl/AS!ON TEMPRANA CON ULCERAC!DN SUPEP.FlCI.:\L, JlL'" 

aparece con un peQueño ioco intergl~ndular con °r1c~c-r•osis mír.1-

ma _de tej idÓ y de respuesta de l~s c~lul~s inflama tor1as o 

con grandes áreas de ulceraciones superficiales, dorJde los 

agregados am1b1c::.1nos es""tán separados del teJido s1:ior~v1v1E:!n-ce 

por una delgada zona oe necrosis. Hay tenue infiltración tm 

la 1ámin°a p,rooia por neutrÓTiloS y la mucosa muscular está 

intac~a. 

ULTIMA LESION INVASIVA CON ULCERACION GRAVE O PROFUNDA. QLI" 

realmente es la cldsica Úlcera de matraz o de ojal ae c~m1sa. 

Se caracteri?a por la submucosa minada que se extiende en una 

gran a"rea de la sub.m.L1cosa, que a vec;:es es 1;an grana& nue l.:1 

dlcera exceoe -a· la muco<aa. L<ls zonas de necrosis se interco-

nectan a través de la }.:{mina propia por un puente estrecno 

tambien de teJido nei:rd'tico. las capas musculares están 

int:act:as; una zen« eos1nof(l1ca de necrosis fibrino11Je seoarCt 

.:. las am1baS del resto di? la SLtbmucosa. 

inuc:u~a y ':illbmucosa t..:Of1 )a formac1ón d~. teJtdo granulc::.\nt"i::!. 

las amiba~ no se loca.l1;:an dentro del tejido,, .pero si::- e-nc:.L1er-
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tran ocacionalrnente en la superf1cie del exude.do. 

M.rs at1n • se hc1. observado que oaon numerosas las células 

inflamator.1.as t:?n h~s lesiones ulceradas. las cél.ulas E':'Ol'te-

liitlr~s estln ~everam~nte dañadas at~n cL1eu1do es'tán aleJadas ce 

las amibas.· En las i~reas ulc~radas de la la"mina propia hay 

':ial i d;1 dr? er i rr•:11: i tos at1e 50n Taqoci tados por las amibas, 

ad.etnás O? fa9oc1 te.r neutr·6i i lCJs, leucoc1 "tos, eos1nÓf l }os. 

~inioc1to5 y ott"dS cJlulds ,99). 

Mecanismo ci~opatoqénico. 

La invasión de tejidos en la ·amib1as1s int:es't1ne\l por;~ 

h1~tc1lyt1ca se lleva a cabo por varios pasOs. 1) Adherencli\ 

cie la annba a las células bla'"!co, la" cual es mechada por 

adhesinas. 2> Lisis celular dependiente clel contacto. Y 31 

Fago.citosis de la"s células blanco ~ue puede ocut"rir antes de 

la lisis dependiente del contacto <109,°113). Estos pasos son 

vitales en la patogenicidad de la amiba \110>. 

El primer paso, la adherencia, esta mediado por c"'\dhes1na:. 

amib1an.3s algunas de eflas con afinidad especi'T1ca. a c:aroo

hidrato::. (63). Estas lect1nas son inhÚndas en 'EIU función pot·· 

N-acetil-D-galactosam1na LGali'lacJ (109, 113, 116) o residuos de 

galactosa; otra r:!S inn1bioa por la N-acetil-D-~luc:os~mina 

LGlui'>lac:J (55, 86). S~ ha descrito una adhes1na amib1ana. que 

apar·ente-mrmt.e no reconoce .ccwhoh1t.irc.1tos (9i. 

t::n una Cr..1racterizaciÓn y ci.nálisis de la lectina inhibida por 

Gall..iac, st.> ha dem1.1st:rado que tiene un PM de 26ú .-~oa. Esta 
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compL1\!'s"ta por cos _caden.as~' un.a pésada de 170 KP,a y una ·l 1g~r~ 

a<a .35 t~Da \ lOOr~- ~a: _-~:~J~~a·· pes_~~~ parece ser la. responsan le 
. .. . . ,_¡•'" ., •• ·:<-·:·-~·:_,. 

del everii;o adher.E!rí.i:i?, :~e:. ·1a' \B:mica·· a: su c."élUla b1'anco \112). ·1..a 

lect,ina i~·h'Íbi\j~ :~·~t~r~;l·~N'~~·~: ·:rec"ién_t.em.en te puri Ti cada tiene 
·· ... ·_. __ .<··;:: ,:.::_J~~l--:~¡ 'r;:.(_,;:._;~ :·~¡,; .:.~-. ~. . -,, . , 

L\n F'M de:.2:?.o·.·~~Dc::~· (122),: Y.i>art1cipa en la adh7-=1on·a er1troc:1-
.<.~_..: .:.·:-~~ .. ~ .. ,:)::i!~-~>~nt>: .. )._;;.,· -.-._;_ .:." __ . .· 

tos humanl'.Js .. y~_~a· .. -1as ·celLll'.as MCDK en é:ul t1vo (77~ 104). ~a 
·"·c-

.o\cihesl~io' amitiia~é(--: ci·¡_f~.-enle':d~ laS an-ceriores, es una prc..'-

te{~i.~-~~~-, ~-M·-~é. i 1~-..-~.0á' :(_9_> ~: éiue· ParticiPa en La adherenc!.~ oe 

ci tlJoática e;, ·m~;.;-Oi;:ápa5' .. éj-~-- ~ürt·;:~~ ~elLúat~· --<9> •· 

La i:.s1s.dependí'en·te -~·e1~~h~'¿¡'tkc~~> ·e~-·e_l~-seQur1do,paso i.:Je1.,_ · 

n1ecan1.smo patcqén'tc:a'am'ii;·i.?.'ri·~. '9s--un~ev'ént~--mediado por 1~ 

~dhes1ón d.ei _ tro1ozo{1;~.-~,, s~-~~'ii~~,~~~~'.bí·~ri~o~. )'ñiPii·c:a-. unc:t' am·1ba 

~cti "ª· ya que La c.i-t-Oi i!i1-~~~;~_~:r~~x~~~~.~~~~~~::_~-~~~+G·~¿~·.~n. ce· lris" 

micro·f i lameni;os a· ba'.·~~· :iem~-~-~~~~t·J¡~~·~--~~{1::1'3>':¡.:\'V;:,~:::--'.~·:\ ';)·«~.': 

La araitJ<l tiene doS .f~~-~~li~.~'s_~~>:~\';~:·~-~~~:-~·~~~~~-~'..f~~-~~\~.'.~b.~ caté10 

con actividad Ópt1m~.,~.·~~x~~,~~~~:1·~~:t~~fü1r~e;nbr~.;,~i 
pl.:ismát1ca y "ia· otr~a.~1n·dep.eiídi'cin·t'e:_.dé(·ca1C:i0:1 cOn 'aCt.1V1-dE\a'_a· 

. ~ .. <: .. ~.>;·~:i.: :1:~~~;-~:;:.:_~~~:~r;~ ~:~;:,e~:::::¿<(,'.,,.-~"'..-.~--: .>.:; .. -~ --::--.·. 
pH 4.5 sult.1ble o .loca11zad~f.-;en;~1l"as·:".fracc1ones'110embranales 

; - -, -·- - • -- ' '.;ó-· ' -=---':'.='- -" - . ' 

<65, 1-15i-.' 'fúivdi~-: <~.1~?·::-;·p~~~~~~r;:~n~-~,~~~·~·~:~\:-s~ñ:~,:~~: i'iS.1s ~n el 

c1..1&l la _:1mf~~~ _¿i!. ci~\.}f~~~~:·.~t.~~-J~::~.t~i-f¿¿ ··-~:~-r n;e?dio de la adhes1na¡ 

_ ~nh ~u itJ {~-'.--'. ~-~:};:·_~Gi1~¡:J~¡~~~:~f);~~: ~};}~J; __ .¡~,:. ·k,~¿·~-_ó'n" ~e lo$ m1 Crci1' i 1 ~.m•::n
to$~ '_La'··:f·~~~6rr~-~t_;~::r;:~-~fú';~i~;~:~:.éd=~T-n~emt>·rañi\ -o ~~fr1rüb1ra--m~
e111.:arga. 

1 d·~-; ,!:::~,bi~"i:i'/.'..'i\~~-:~:I~-·~~¡~;~~~ '.':~-6~i~~1'1.das·· en .. 105 ·1 iS6S01tlas 
.•· .. >.-:, .'c-:~~:.-.r·:: .. ".:;_;; 1 :.:/.:;.:~-:-._',.:;;.-~>:-~'.>·:--, ·>_, -". .: ;, --·: . . 

~mit.nano'= c:ue.·dustt:'Lllr'án·.a:·ra:cf!iula- blanco (89.112i ." 

P•:w ~rl\;-,[!~;ó~·::·;-~ ~-~J~;·~~~~~·~~-~¡.-~t:~tj~~ r;·~~ i ~'.\:ifUl ~ .,h i,a~C·a·.:.; ~ 1 Í:s>· ~-:'_-La··· 
-,,_._ 



ca~"JOC.:ld.Jd fai9oclt1ca de S.:. his1;olyt1ca, sobre todo· de eritro

citos, ~e ha tomado coino una medida oai Qr"Ado di! virulencia 

tó~J. Las troto:::o!-ccs am.i.b1anos ootenioos de c~c1ent~s con 

tiisentet•la amibiana faCjoc1tan con mayor av1ae;:: 9lÓbuios ro.1os 

que las ceuas obtenidas de portadcr~s sanos <69, 148). Aoe1111is 

~e na hccno una correl:Jc1i5n de ta·er1troial1oc1~os1s •.:=in la 

virulencia am1biana. Oro2co y colaboradores (80! comoaritron 

la c~pa •11r•ulenta Mf11-!NS5 cwn una clonc.1 llé:' ~ h1s•;olvc1c.:.' 

· CleficiP.nte de fagocitosis L-oi la primera end~cita un 9rar1 

nL'f~er'CJ de erttroc1tos m1e~tras que la clona as defic1en~e en 

ta9oc1tosis. Ao<:m~s lai cepa Hf1-l proauc.e le:ion~s hepáticas 

en el Hetmster y l.a clona L-0 110 prooujo ·nJ.nq\.10&.\ les1Ón <Oc11. 

Otra& característicaEi dt:> lit clona L-e;, son su lnccipac1dad en 

el ECP, ·~orm.:.r culcnh\S en df;ICll" se"m1súliao, lo que? tal vez 

pued~ contribuir a la falta d~ pato~en1c1odti. 

La prusentacu.fn ce las lesiones d_e la am1bias1s 1nt1?s-.:;ina1. 

scm .01en e.once.idas ccimo colitis L11c:r?rat1va, meg.:-i.:olon tóu1cc1 

<.) c11se11ter:f.:t ·am1bia.na TLtlminance, ameoo.na o granulom¿\ am101a

no Cl 11,42,15Eu. 

La co!1ti:: am1bi.anc.l t'.ilcerat1vd ªl?arec:~ en t?! colon s1Qmo1aes 

Y recco. Las lesion2n son p~que~8~ CV.1-0.5 cmJ, con drea& 

l iq*r•¿i11~ntc eh:vada"3 y radond~MOaG en la mucosa con cent"ros 

necrÓt1cCJZ lt"re9Lt·l ~r!"r;_ (i f?t~.m:..1cico ~on POC
0

i-\S la~ d'.)C.lN'i.\ú .. Y 

Ut fÍc1 les t.I~ oet~c:t-:o\r 1 ~·.:.pP.t:1<..1l!11m1t,•! deu1d•.:J a lüs di for~nt8~ 

cap¿¡n de 111uc:osa, qua pu\:tdr.:o"rt ¿\p.:-\r·ec:~r norme:.~J es. Fer•t) por otr·c1 
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lado, pLtf•Oen· ap<.u·ec~r Jlcera~ seppen·n~ant:es o mas irregulares 

de 1 a 5 cm de larqo. Estas- dlceras serpenteant:es esl:bn 

loc~l1.~adc:\S en el cecu1ri y colon asc.:endente. TC\les ~tlc.:era.s 

seroen te::intes son c.ar¿\c:ter_ísticamer:u;;e menos ·profttndas con 

._amp_litud y m~rgene·s elevadas. Ambos tipos de LUcer·as, eleva

dau ·y -:;erPente.:anteS~ pu'12den ser encontradas en el mismo 

paciente (=?91. 

b1cii.s1s intestinal. c:onoc:1da como disentería amib1ana 

tulminanve, éstá es af~rtunadamente es rara.· Se presenc.a f:'n 

persorii\s nial ñl1mE•ntadas y en anc1a.nos o en inUi'liduo:; t)U=-

vi~Jsn.d;"! un ir~a no endé1111c.:\ .=t. una endémica. El 1ntes;;1no 

grueso ii1~1ar-E:ce grc.mdemente d1st:endido. con desl:n.11.:c;1ón mas:""' 

dQ la· mayoría de la pared la cual es muy delqaoa. La perTcr·-a-

ción, t.\Sualmen'te múltiple:, puede oresentat""se lh .. ~..¡anoo ¿;una 

peri t.on1tis purulentñ aguda. LLega a o~urrir necro-!1.:6 rnas1v~ 

de la pare:d del colon y rar~mente con hemorragia ;,::,9, ll•IJ. 

El ameboma o granul'oma a1nibi~no ta . .-noien~ os una forma 1nfec..1':an

te de ¡¿, Q.mib1Bs1s intestir1al. ?1pcwec.e mc!:s c. rnenuao ·:11 el 

c:ecum y colon asr.eindente. es oast~nte grande 1:5 a ::o c.:mJ. cqn 

una ma-:.a serosa oc1..1Dando la pared el lumen. La rnucost?. es 

otr~s cnpas de la par~d son mu.v gr~.H~Sfü";i• edematosos-. / hl?mor·-

,~áqic~o. El perlt'""JnP.Ci invnluc:r.:\LlrJ e>;.l irr•egLtlar. La 1nucC>S,;\ 

cii;?l am~Grn11a y pue~1~ contanet• LHC.t:t•as noaui-.. :::s. 1.3~ c~tales 
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c:apd.Cld~d faqcc!t1ca de E. hh+tiolyttca, sobrg 'todo da eritro

cito~, ~e ti• tomado co1no una medida oei qrado de 'l1rulencia 

~Ei~i. L.as trofo::oli:os amib1anos. oo'tenicos de cac1ent.,;.is con 

ciisenterla amibiana Taqocitan con mayor av1aez qlÓbulos ro.1os 

que las ceJ,Jas obtenidas oe portadcrE:!S sanos <69. 1481. Aoerniis 

$~ n~ hecho una co~rel~c1~n de ta·er1trofaqoc1~osis c~n la 

-...·1ruiencia am1biana. Orozco y colaborador-!?':i <801 comtHiu .. •arcn 

la C"'Pª vu•ulenta. rii'11-!NS5 .:un uni\ cloni' -.J::: E. Jus 1;ul'1\."lL:.:\ 

· oeficiente de fagocitosis L-t:>; la primera end~ci-ca un 9rar1 

m.1'~er-o de eri"troc1tos m1e~tras que la clona ~s defic1en~e en 

.ta9oc1~oais .. Aaem&s li.'1 cepa HM-~ praauc.e les1on~s hep~ttcas 

en el H.a-.mster y la clona L-6 .,o produjo 'n1nCJ'-tniB les1én (.:Je>>. 

Otrai» carac~erística~ d~ la e.lona L-b son su inci:lt>ac1dad t!rt 

el EC:P,. (arm.:..t.r culonlc\S en "'qar se.m1súlido, lo que tal vez 

puede contribuir a la falta •.ir. pato9en1c1oi.l"O. 

L-a pr•esenta.CJÓn ae .ias lesione= d.e la a.m1bias1s 1nte'3~inal· 

son '.01en c.onoc,idag c~mo colitis dlc~ra.t111a. megccolori tÓl:ico 

o c11senter{ .. o\ am1biana f•.1imi1iante, "'ineooma o granulom1:.i. am101a-

0(1 (14,42,1561. 

La col 1. t.H; ~m1b iana l~ lt.:erat l v~ dJ?clr"'~.?c.:- en t?l colon si9mo1des 

necrc.ft1coz l.rt 1?9L1!ar-12s. ~' rti':!n:.1cic1 ;;on noc'as ias Ltlc.eri'\s y 
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lado. pul?oen' apc.\recer ·lilceras serpen'tcan-ces o mas 1rregl.llar~s 

de 1 a 5 cm de larqo. Estas·úlcaras s~t"Penteantes están 

locall'.:adr.1s en el cecum y colon ascendente. Té:\les 6iceras 

serpenteantes son cc.racter.ística.mer:'te menos ·proú.mdas con 

.. amp,li fud y m~rgene·s elevada!i. Ambos tipos de tHceras, e:leve:.

t.ié'H 'y -se-rPente~nteS, pu"eden ser encontradc.ts en el mi~rr:•.:l 

paciente (:'/7J. 

~¡ in~gacolon tó.a..:.:¡, e.z. la forma ,.dt:amentQ let~i. ce .'-• flff1.!-

bias1s intest1n~l. conocida como disenter·fa amib1ana 

fLtlminani.:e. éstá es af~rtunadamente es rara.· Be presen'ta en 

v1e.jsu1. ti.e un ~r~a no endé1111c:\ -" una enaém1ca. El lntes•:1no 

grueso C4par·ece grandemente d1s'tendido. con dest:rL1cc1ón mas1vi1 

de 1.:-.· mayo1·(a cie la pared l.,_ cual es muy delqad.:i. La perTcra-

cidn. usualmen~e n1dlt1ple, puede oresentars~ llevanao ~ un.a 

per1t.an1tis purulentr.1 aguda .. LLega a ocurrir necra'31:> mas1·.·,3 

de? la pared dei coion y t~aramentE.- c:on hemorra1;Jii'. \;9, 114>. 

El ameboma o granul'crma ;un1oicino t.:a.mbien. os una forma 1nfer..t:an-

te d(io 1'°1 amib·1~sis int~stin~l. ?;pi\rec.e mi:!s a menuaa -:r1 el 

cecum y colan asc:~nden'te. es o as tan te Qr'ande (.5 a 3(1 cmj. cqn 

una mai::.a sercisc:1 CJC1..tpando la i:1ared el lumen. La mucos.:i. r:-s 

e:;ces1va111ente dulqada y l..l!i:>ut:'-lmente uicerada. mientra: que i~z 

otrcis capas de la per"'ed son muy 9r1.:-1esas. odematosi\;¡ . .1 h&llh:ll -

ráqic~~. El per1t<::Jneo involucrat.Jo e0:.; irr'P.q1..1lar. L ... ~ mw:os"' 

d~l ~int:LiLlma y pue~l~ cantenm· L\lccras noaul;)i1·~:s. la!3 C!-!.aloas 
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son i'ndicativas del diagncS'itico. En los casos crónicos "el 

Ameboma puede ser local1za.oo y el resto del colon aparocer 

pue1.Jen eer 1n.:!.s. de tm amebom¿-i y en 

C¡\5CS raros la mayor Parte d? la pared puede estar involucra-

da 114,99,158). 

Aq~1hiasls t=?i:tr.:•ifllt?sc1nalns.-

La 1nvas1on a111ib1ar1a a otros organos diierent.e:: éil intesy Lnp 

da luga:· a tres importantes compl1cac1ones: extensi&n oir .. ,c~a 

a piel. perfot"acián ~1. la cavidad abdominal y d1si=rilinei.cLÓn 

hematÓqena. 

La e>;tens1én directa a p1E1l es poco frecuente y se ha 

reportado en pacientes e.en dl"sentería Y. homose>:uales. Se 

cara.eteriza por la dparicid'n rJ'pida de una ó.lcera localizaoa 

en e1 área per1anal y perineal, con' már
0

9enes irre9t1lares y 

una base necrd'tica cubierta de una membrana 1'ibr0sa amar1lien

ta (99). La lesión puede avan;:ar e invadir. los c;,en i ta.ies :1 

muslos. Son extr.emadamente dolorosas. tanto. que.es un s1qno 

indicativa del diagn6stica (158>. 

En la. perforacidn, las lesiones pueden dirigirse a la cic:w1-

dad peritoneal. resultando en una peritonit1& aguda que ~ 

menudo causa la 1nuerte del paciente. L.a perTorai:.1dn es mt\lt;i-

ple pf"'inc.ipalment~ en colon ascendente y cecum. tambión pueae 

ocLu•r1r periof"'aciones 1¡,n otra'3 zonas de la cavidad per1 toneal 

irivolttcrando otros órganos adyacentes como riñones, 9lc.fndt1J.a!'.> 

adrenales. etc. <99. 158). 
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naL. C:l AH~1 ~s m.::'s rr~C...\.1en'tF1 en el homorP. que en lú.E- 1f\l.\Jen~s 

<6 .. 14). la pi.ter.ta d~ -:n10rada es el intestino qr1Je:o que na 

cor.-:.1~1:e ~n i...:i. fLlrnwc.\Ón ce peo~1eiios "focLJ':i ~u& c:on-c:;,•.·r•T"·~· 

fa.:•.: 1d'n de }¿\ :cna central pó!' necro!31s y hemorrat;a!üS qu~ dan 

or.19t.?n a un material gelatinoso inicialmen-ce amari 1 len"'to. 

frr:-•:;o~n cr.1'f1f.m t~ rodeado por un an 1110 de te.} ido hepdt· i:o con-

o L1!.:.ondo y st: localiza en la parte intern~ ·de la ·lesión 

1·1eoC:tic~ •. En la ~er1fe~ia ael absCeso se Pncuentran "tl'jidci 

Jiepdt;ico en d~st;r'...lct.:ion, fibro'31s .. l1nfoc1tos, plo.=moc1to: y 

trcd::>~!uÍtos (·99. 158). ·El tamaño del ai:JscE:-so. varía cons1oe1 .. -3-

btem~n"te. desde lesiones de pl.mtos hasta 1n.-:\sas ex"'tremadamcnt~ 

grandes oe material necrcSt;ico QLI~ puede llegar a reempli:\::~r 

el 9ú f. d~l i!rq·ano normal. El tamaj\o promedio del AÍ·ll~ es de 5 

a 15 cm dr. diámetro y generalmente se localiza en c-;'1 ll1bulo 

U~rt:o...:ho y e= m..r~ fre~uen'te uno que im.11 tiple. E1 AHr1 pueae 

rarui:•t:"rs~ E.•í1 :a.a cav1uad peri"&onec.,·J. que genc>ralmen"&e e~ ::;Jo1 ti"\ 

y ca·:a -:iH.1mpre Ta tal (99. 158>. 

OtrL1=- Órganos invaci1aos pot'· las am1oa~ cuando nay rup"&urci 

df:cl 1.:n .:;..r.i: ... :~~ .. 'l herJ •. {\;1~0 t-?n ln ce\•.;iu.:.1c.l tc>rA'.:1ca ..:i0t1 el ,"lUlmrJn y 

el corR;.:cfr:. a.•.mque son caso~ ~>ttrem.:ic.lamt".m-o;e cont:.z..cins. La 
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mayort'a de las lesiones en el pulmón son a nivel de la ¡:>leura 

y frecuente1nente lcc:ali.:adas en el laao derecho del tÓr"ax; 

dado Que el AHA generalmen~e involucr~·el ldbulo deroc110 ae~ 

hfqado. La nti'cros::.s pulmonar df111b1ani'l es ae cons1stenc1a 

musinosa y· l imi tao a por" el parenQuina pulmanc?.r ( 14. 73, 157 i. 

La p~r1c~rd1tis .am1bia.na ~~ inft"ecuen'te deb100 a la estrec:na 

re.letci6n del per1c:ard:ao c.on .el lÓDujo .i~'.llll!::.',.'::JO df1 h.(gaac• .• 

~1parece cuando los ebs•:esos SL:.' encuRn tr2n en t!Se j adn d'el. 

hi"'gado (97). 

La amibia~is cerebr~l se considera una rare=a. e'sca nun•:a 

aparece en a:.1sencic) Lle Lln AHA. La oresr::-11c1a de· amib<:1s en 'e! 

cer·ebro se explica cuando hay concoin1 l:aric1á cel absceso pu!-

menar o puedl? pasdr por el pulmón s1'1 afectarlo. L.:\s lesione~ 

cerebrales están preaom11~antem1'?nt•~ loc.ali=:adas en el lóbulo 

iZQL1;1erdo del cer·~oro y es rero aue invu11.1C:.re al c:en,:be10 )'· 

meninges (99). Las lesiones pueden ser simples Q múit1oles. 

varian de ta111año [0.2 a5.0 cmJ. Aoarei::en como áreas i..1eQL1elia:: 

abl¿tndadas con petequias e:' como qranaes fL1entes necrÓtiicos 

amari l lént'os nle:zclaaos c·on manchas hemorrá911..:as ·( 14, 158>. 

En los últimos a1los la inves'tigucH..fo ce la interacción de la 

amiba con el ~is"tema inm•~ne del nospedl?ro. na Prooorc1onacio 

Qran 1nior~mac1ón a t:erca ce las funciones del o¡¡1stema del 

complemento, inmunidad l1L1mo1"'al y la inmunidad ct!.<lul=r. 
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Comcilem~nto. 

El sis"tema del compJemen"t;o participa en el daño a los trofo-

zcfi:;os por dos .mecanismos (161: 

t.> Lisis direct~. com·o resultado de la activación del comole

mento en la superficie celular sin la part1cipac::ión de los 

ani:ic.uerpos. 

2). 0-:\iio del complt~N1ento med~ado por los antiCL1nrposª 

Oe hil cJe111ostrc1ao que la am1b8 es capaz de activar la vf~: 

alterna del comolemen.to de los sueroc;:; de pacientes con AHA 

(48,_90J y ai1n en suero~ recién obtenidos oe per~onas sanas, 

.. :?s decir. sin antecedent~s ·de haber pa.de::ido la enfermedª'd o 

ser portadores de las formas infectdotes (91). También act1-

van la vía clJ'sii::a, que lleva a la r~pida muerts del trofo

zo(to en ausencia oe anticuerpos ( 16). ,;dem.ís se ha visto que. 

las.cepas no pa"togénicas ue ~ h~stolytiC:a trataoas con 

-=:uero humano normal son susceptiblas a la lisis .activando la 

via alterna del complemento. en cambio las cepas pato9~nicas 

san resi"="iterites (22, 118, l~C..)). 

El sist~ma de1· complemeíito parece ser importante en let 

defensa del hosped~ro contra la intecc:.ión del parJs.i to. :Je ha 

visto que en hamster:¡ descomplementnoos con factor de veneno 

de cobro:.. son más st..tsc:ep"tioles. a 1.:.1 an11biasis hepática m;pe

r1mentC1l que en i.os h~mste>t'S normales tomados romo controi 

\22) . .=. pesar tJa el lo, se -ha detect~do que iaz cepas pa"toq~

nas c1..a .:•n;1ba pier•oen susceptibilidad a los efectos ael s1ste-

1na dr•I complemento (20). 
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f(ec1entemente f<eed y colacoradores ( 119). demostraron QUe 

una proteasa neutra soluble (53) secretada. por la amiba con 

un PM de 56 Küa~ cor'ta 1:>l C.3 del sistema compl~mcn'Cc• en das 

fra1:ciones idénticas a las producidas por las C.3 conver'C~sas. 

tanto de la v!a clásica como de la· vía al terna dei complemen-

t.rJ. Esta ciste!n-ot~ol~easa corta la i=adena alfa del e::. i:.:-n las 

proteasa amibiana tierien i1.mc1éin y afecto fisici.d'91co 1dénti-

co a las fracciones: e::.:~ y C3b obtenidas por las .ep::1m¿'~ 

propias c.it:tl ::>iS"t."=":ua. 

Inmunidac1 humoral. 

La..:¡ inmunoglotlul1nas Liq'sJ <::n las secrecioneG ext~rnas, 

con~i;ii;uyen una d
0

e las irn~as ce d';tensa cOntr~ lt\ invas1~n 

oe patdgenos Po"&enciales. A-:;(. par~ la 
0

e1m1bia~is tni;eslanal 

se han detectado lg': Que se denom:tnan coproantitC:uerpos. 

debido a que se han detect;:;i;ao en las heces fecales. pr1nci

palmentfb lnmunoglobul1na· A secretor1a LlgAsJ (9:!). '-ª nrtnc.i-

pal l:araccerística de esta inm1.tnoql1:ibul1na es su resistencia 

a la prote!'ii1s1s; activa !~1 v(a a1i:;ern.::i del c:n111ple.-1T1ento, lo 

cual µu1-..?d~ pt''Oporc iLinat· e J ero; a fur.c 1Ci'n proi;eci:;ore.. y Prom\.!E.··"e 

la inflam.:\c:1ón. 5u funcid"n principal es unirEe r.i !os er:i1r.opos 

rlnt1q~nicos de lo<,:> inicrounq.7.ni~mo$, q'..le restr1nq~ su mov111-

dad e lf\'lplde su LUl11..'fn al ~pite'llo mucoso r::.1;. La pr1"'~enc1a 

dP. la lqf'"IS ant1am1b ... -t se hon demo~trado ~n la bilis de ratas 
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1nmun1;:aoaS con b bJ.9tolvtié:"'· c.i> y rec1entP-men'te en caios

tro C:i~) y leche humana de .madres lactantes \39). 

Durilnt:e la in-recc1Ón h~y ancicuerpas ~spec(f1cos circ:ulante~ 

los cudles son det~ctados en loS pacientes una semana despu~~ 

de ios primeros s{nton1as < 139). ?redom1nantemente son de lit 

r.:lM~e IqG (ó1,6~i s•.tblcase IqG2 (8). También se encuentran 

t!tulos elevado:: ~<:- ünt1cuarpc~ 19M, 191:. e IgE, pero er' m~nor 

qrC\tlo QLtO 1 .. ; !:;G ! t47). Sin emoar"qo. los ~ltos t(tLll':ls oe 

anticuerpos no necesariamente correlaciCJnan con la severidad 

de la dm~bias1s en et homore (147), de hecho. lo$ altos 

títulos de anticuerpos oers1st;en aespués QL1e la enfermedad r1::\ 

sido curada e cuando ta infección suuc!{nica esta con-crolad.a. 

(147>. Esta. persistencia ae ant'icuerpos oueae durar varios 

años después de la recuperación (47,96). 

Las funciones. ma's importantC?s cte los anticueroos en la 

resp1.1e~tc.• inmune se han obtenido por prueoas .!.U Y...!..!.!:g. Varios 

estudios nan. demos~rado que el suero inmune hum.:d10 y la 

fracción de qammag l.cbu l 1nas de estos SL~eros inhiben el cr~c 1-

miento de~ h1stolyt1c.:1 (146), los mismos sueros nE?utrali:an 

la patogenicidad de la amiba (142>. Las lg's y suero inmune 

humano protegeon P='rc1alment~ al hamster coni;ra la inoculac1Ón 

hepática de la amib .. ~ ( 1,13> •. La hJG inmune inhibe la adhes L~n 

oe\ trofozoÍi;o a la c~lLtla bl~nr.:o i ... sí como oe los í::!;.:crac·~o= 

1 i.lJt'GE do 1'1íl;iba \56) ... 51n eml,argo. r:n J.·-"' in feci.:1~n r1~1 nay 
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Inm1.mir:l,;¡d t:r-1L1lar. 

Los mec:an1smos inmun~s meaiados por "cl1·ulas, par~ecen 't:e.ner 

una l'ur.cHSn pr1mord1¿..\i en la denensa del nosoeaero contt"él ~-

histc:.1vr.ica. El de!ial"rollo de la 1nm1..tnidad celular se na 

demos.tracio en la am1bias1s invasiva por prueti.:ts pe hipersen

sibi l 1Clad retardada· en piel, producc:i&n del factor innibidor 

de inacrófagos tMiFJ. respues~a blastogt!ri1ca, inhibición ce ;.=:. 

adnerenc1a l~ucocitaria (56,139.146>. 

Las activid~des inmunes celulares en la am1biasis invasiva 

parecen ser las responsables de delimitar la' infeccic.~n in1-

. ..:1al ~'de proprJrc:ionar protección i'i ho:pedero contr.,a le::"\ 

infección inva:·siVa ·<110>. Las c6lulas polimorfonucleares 

CPM.NJ son la 1 (nea de defensa .a nivel celular Q1..1e tienen el 

prim~r contacto con las amibas, sin emb,:..rgo, los PMN son 

elimin~dos por el parásito (125>. Estudios reali;:~dos sobre 

la interaccicfo de PMM ·y amibas, r:ian revelao'? Que se reou1~re 

una .nl ta C.:=\n'l;idad de PMN para· matar un trofozo{to am1b1ano n12 

alta 'lit~ulencia [cepa HMl IMSSJ, mientras que se requieren 

pocos PMM para· inatar amibas de viru,lencia intermedia í.ceo~ 

NlH-H 303J (4(1, 131). A la inversil los trofozo{tos axérncos 

Ccep.:\ HM1 JMSSJ 1natan a las células mcnonucleadas de sangrP. 

perif.:"r1cu, monocitos, macrtftayos <12&D, PMN (131>, y linfa-

citos T sin perder su viabilidad (125>. El proc~~a de•lisi~ 

cJe um1oas por los PMr·~ Est~ 01ed1a.do por un proc~so QL'~ no 

involucra los metabolitos o;.c1dativos Of' los PMN (40>. Adem,Js 

se ha suger1oc1 que las amibas f.:19ocitari a las F'l1N y lcis 
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restd!S .o contenido liberado de estas Últimas c:ontribuye'n a la 

necrosis del tejido invadido por la~ amibas <24, 131, 1501. 

El lnter'feron 9,amma CIFN·l"j. es una de las l1nfocina~ respor1-

s~bll!'s de la activac:.iOn de "fagocitos mononucleares en la 

infección amibiana \127). El IFN1' ·por sí mismo es sL1t1c1eni:e 

para .;\Ci;ivar macrófagos ce pac!.entes trat.°"dos con AHH que 

elir.dnan a las arn1oas !!l vit_rei. (<idemas lé.t· ~radwcci~r· de !FtJ'r 

se eleva cuando los 11nTot.:1tos rJe lo: p:ic:1ente!:i con 1'.1HH> 

tratados se estimulan previamente con antígeno am1b1ano 

(1271. 

Los macr6iaqos de persuni-ts sar..:is. act1vcidos con lin1'Dc1na5 

pero 110 con antígeno amib1ano son car1aces de n1atar amibas 

virLllentas. requiriendose una por-porción de 100 macroiagos 

por amiba (126;. Los mact~Óia~¡n~ de pacientes. con AHt".\. cuanoc1 

se activan por ot·ras linfocinas y ~nti9geno oe amiba. tamba!r:\ !:On 

capaces de eliminar ai pi\rásit:.o amibiario <12ó) •. Cuando los 

macrÓTagos de h'am$t~r son ¡jafiados por parr.(culas de s.!l ica. 

(35i O SUero antimi'tCrÓfagc: C:•6i hay 8\..lmento del tania1°10 del 

absceso 'he"pátíc:O y la diSem1nac idn del pat .. .Isi i:o a otras 

tejidos. La estimulación de macró'i"agos· con la vacun¿.¡ BCG. 

produce el efecto contrario. es oec1r. protege al hc.11nsc~r 

contra la. formación de iibscesos y disminuye el tamañL, de los 

mismos (35). 

Los l1nft.Jcit;os T CLíJ (~ p~rsonas sanas sori capar::os de matar 

·to. Y...iJil:Q tt·oio:::cdt.os virLllentoc.:; cuandc, son pr•rviamente estimula-

dos con mitáqenos \124. 128.129). La activ..-lt:iÓn de LT de 
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pac:íenr.2s con absce-st1 h~p~tico con lect1nas com,o la Con H. 

fue men":.Jr a la presentada por los LT de persona.y sanas.; ia 

... P.~;'LhHHa a fl \.ohem.::~ylllt:.nina CF'Hr.J. fue pdracida 't,:\nt;o ~n lo~ 

LT óe oai:ientes como en los de pf:.'rsonas ~anz~s. T~mb:i::f11 laH 

prote{nab amibl-3.na: inducen la producc1&11 ch·i linfoc1n,:1.s efw:-

tiv:Js Cuna d2 €'llas 1FN1'l U27) qu~ act1v~n macrcSi«3C";O= 

norm~,t~s par;a 1r.a'tar ,p,mib,;\S virulenta!; (130). 

s~ ti~ aamostr~~a ~ue \os pr1ncipal~s teno't1pos o~ LT u~~~Yr1-
..., 

te!:= ~n la amibiasis hepática son los LT cooper¿\dares CCD4l. y 

los 1-T supresor/ci.totdnico tCDSl. Se ha detectacio.Lma d1sm:..-

nuc1Ón de C04 y un aumento de coa, la que º"' una proporc:l.~n 

C04/CD8 <a 1-;.(I, ciu·c indica un.:.1 baJa pt"'Oliferación de CD4 

orcioablomcnte debida a la act~vidad supresora de.coa a nivel 
, 

de S"'-n9re peri ·terica l 126). 

La recur,...encia de am1bias1s en pa.ciente5 Q)..m ya t1an paaec1rJo 

la enfermedad. es rara·y se piensa se debe ª.que la inmun1dao 

r.:elular" lo pr"Oteqe de fof•ma e1'icaz .. 158). De los tra.llaJo-:s 

sobr~ inmL\nidad celular contra ·la am1biasis hechos !.!l vii;r·o, 

se piensa QUg oara la. activación de la inmunidad ceiular SI? 

reQu1ere como inductor al ant(qeno amibiano. que desencaoena 

la product:iÓn de l1ntc:•c1nas Qlle a. st• vez est1niulari a los 

1.:.ur or.ra parte, olLtnquL~ se n,:i mC\nr:>Jado l.:.\ po:1h1 lJd:::to Ji .. 

ob~tan te oue ::.e han obt:>.?nido bUf.!l"\O:= resul t.~dos con moucdc-~ de_~ 
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C3). Los pt·OL'llema.s innerent.f4S .;1 lu c:ompl~JidS\d -del pa.r1s1 to y 

ia falta de una ~dectta.da d'=!.Tin1ciÓn de los antígeno!; a.Ínibia

nos <3>. a.dt'l no se ha Podido establecer una vacuna ccntr"a 1~ 

ainib1a!:r.1s Que conf 1era una buena pr~tecc:ión contrM la amiba 

en la pcblacidn humana. 

El. diaqnÓstico de la am1tJia~1~ l•·11.o14st1na1 se puedl'! real1;:ar 

por;. varios proc:edim.1.ent:os, pero en la prá~tica normalmente 

sólo se b~.~a en ios datos el Ín1cos y al9unas vec:en por la 

pr~s~r1c1a oe le..s i\miba:s en la5 hE-ces. 

El d1aqnds
0

t.ico de la amibias1s 
0

lnt"estinal reauiere la. dife-

renciat:ión de otros oedec:im1entos intestinales c:.omo la t>t"'l.\-

-:elo5:1s del co.lon y colitis ulcerativa idiop~t1c:a. La. forma 

de colitis fulminante debe ser' diferencia.da de la shi9ellos1s 

e 1nfeccione.,; con E:sc:11 .. ~t·ichia .G9J...i,. ~ coh.=ra,. 

Cirn:o1 lob.acter §1!Q. )': .S¿dr.ionell.a ~PP•. <14). 

El e:1ámen de ·l-aboratOt"'io se basa principalmente en detectar 

la presencia oe tt·ofo;:oitos y ql.listes de ~ histolyt1c:a t=n 

las evacu.::i:clonf:s ';Jel pncíente. La prL1eba principal se nace en 

ttnü muescra cJe m.;ita~r1a i1::<ca.l diluida con solución selina. el 

0.85 i'., en c-:1 caso.ae Lir¡_::i ev .. 1cuacit.~n l!'qu1oa, -".por: c:oncen

tr:aciún ~r1 -iu1 f.::ito de .:1nc o mer~thJ.ol¡\~Q-yodo-formol en hec~~3 

blanrJaS o consistent.e~: .. (154). E.1\ la muestreo. v1sta. ~l mu:ri:~-
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. . 
er1trocitos'faqoc1tados. Ello se hace con el obJetivo seco 

4úu y se confl~'ma con el objetivo de 1nmers1dn (45i. Los 

tro.fo;:.oítas y quistes de ~ b.l..~.21..YS.L~ aeoerán de ser 01 Te-

renc:.1ados de otros parási~os intestinales am~bianos tales 

. co'!'o f::'~ hartmanni; ~·coli. k pc1lecki, Endol1ma>: n~na. 

1C.di:tmoet!:l.i QJ .• láf..h...1J..LL y º'1cnl:amoeba tragil1s. basandose en la• 

mortolog!a del nút:leo y pot"' el m.'fmero ce los ·mismo: en le-;. 

qu1s tes d~ ~sto~ P'-\rá\:;i tos (14. 42, 85. 158). Estt:> último es muy 

importante para la clasif1cac1Ón del 9énero y especie. Debe 

de to1narse en cuenta que la eliminación de los par .. á::;itos en 

la materia fecal·no es constante, por lo que se recomienda 

. a·xaminar de 3 a 4 muestras d2 heces pasal.loio; 1 a ::; d(as 

después de •la primera muestra <48>. 

Otros. métodos raramente usados son la radioqraf{a, cuando se 

sospecha de me'gac:olon tÓ>:ico (~58), y la rectosigmoidoscopía. 

que permite' visualizar las ulceraciones a nivel del colon. 

detectandose. 'tama1io y forma de 1 a lesid'n, as! como de la 

mucosa en qeneral '42, 47). 

El AHA se considerar.3. t:?n pacientes con fiebre, e>:a.1nen i\Odo-

minal anormal, hepatom~gaiia, oruebas de laoórator10 que 

sugieren lesidn en el h{gado \117,126). En las prur?bas de iabo-

ratoriF:I se observa leLtcocito:is ( 12,000 a 30,0VV r:el/mm 1. 

elevación dq la fo~tatssa alcalina· y b1-lirrubina conJuqada. 

útrns pruebas de func1011amient.o t.c:p.:.t"t1-=o pueoen SCH' normale'i· 

o i iqeramen'te elevada~ \ 126, 1•\1 >. 

Lbs e!-:ámenes rad10lógn.:t.1=t para t.?1 AHA permiten det"t-ctid.r y 
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125 
obse1:var oj ce.maño del ab::1c:eso P.:moleando 1-Rosa de 

Bengala. cecnesio. o galio (14>. Actualmente h~y ·~g nuevos 

m:todos de dtagra~stico heoif'tico los cu~ies de"tcrm1nan ia 

loc•li:ac1d'n n¿maro y. evolución del AHA <108> .• Ellot;. son: La 

centelleograf(a o gammag~af(~, emp.eando isótopos radioact1-

vos; La sonograf{a o ultrasonido. que ai1erencia masas s¿l1-

das. de aquellas Que co~tiener1 J Íquidc1s; Y, el orlKed~·.•.L'::!!TtD 

mt"s exacto, la ~omograTr_. a}t.1ai co1nPLP;c.;rizadél o esc~nogr~•f'.:-:. 

que pllrmite madi•nte el uso de L1n agente ae contrMste1 v1st..1a-

lizar 1• presenci• un halo hiperdenso en la peri'fer1i:I ael 

absceso .. caracterfst1ca t!ti.l oara dife:•enciarlo de cir.1 .. ~s. 

lesiones 1ocalesºaei h!9adó \52,141). 

En aftas re"cientess, las pruebas serolooicas <144> han sido de 

gran valor tanta en el diagnós
0

i;ico de la· amibiasis in\d.SiVé\ 

en pacientes infe~tados por el pc:u··ci'sito. asl"' com1:i .. en !~s 

estudios seroepidemiolÓgicos de la diseminación de i~ ~miba 

en la población (154). La mayoría de las pruebas de ~.ut1uno

dia9nÓ5tico se basa en. la detección de anticueroos espec:{T1-

cos en e.l ~uer.o 'humano (44 > • 

Las pruebas serolÓ9icas principalmente·usada~ son: Ha1naglut1-

naciÓn indirec'ta LIHAJ (54, 106, 107i, Inmunofluorescenc1~ 

indirecta CIFl (37>, Contra
0

inmunoelectrofcrés1o:S LClEFJ (140.• ~ 

lnmunodifusi6n de Ouc:hterlony (lOi, y Ensa.vos inmunoc-n~i«1~i:1-

ces ELISA (46, 152>. En IHA e lF son neqat.ivos con t(~ul•JS de.o 

l:B·'a 11:;2; positivos con 1: 128 y graves cuando son de l :51::.. 

La CIEF da un. 96 i: dt:? pos1t1.¡idad con los sueros de pac1t:n"Ce!:i 
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Con AHA. Las pruebas de ELISA. se han entecado a la detección 

de antfgeno amibiano en heces (95i y suero de pacientes (46i. 

El nl&todo es senc1 l lo y específico, aunque todavía no se 

emplea como prueba de rutina en el d1a9nd'stico de la infei:

cid'n amibiana. 

Actualmente varios investigadores se ha avocado a la detec-

ciÓn de anti9enos amibianos como complejos inmunes circui;;n

tes .ECICJ en sueros de pacientes cort AHA. Tales. pruecas 

mont"adas son el RIA en fase scSl ida (79, 101, 102) y ELJSA de 

doble sandwich (33,150). Estos métodos se basan en fijar un 

·an'ticuerpo an'ti-amiba en una fase sólida (anticuerpo captorJ, 

se añade el CIC precipitado ·del suero con Polietilen9licol 

CPEGJ y despues se adiciona otrO anticuerpo anti-198 humana 
125 . 

acoplado a Peronioa o· I. Estas técnicas son altamente 

.espec(ficas y sensibles detectandose los CJC en un alto 

porcentaJe de sueros de pacient:es con AHA y evitando falsos 

positivos en.los sueros control obteniQos de personas sin 

antecedentes de amib.iasis. 

•Aunque se ha detecto que los anticuerpos captores obtenidos 

de animales inmunizados con e}~tracto de amiba cultivada 

axénicamente llevan anticuerpos contra proteínas del suero 

bovino, principr..lment:e contra la alblfmina y las 19·s (5Cl,991. 

Tales a11ticuErpos • ... eaccionan cru::adamen"';e con las ~rote(nas 

de suero hum.ano, por lo cual la finalid.ad de i=ste traoajo e.s 

el de eliminar las Prpt,.e!'n"s s~ .. J.cas bovin~s absorbida-s en 

las membranas oe atnioa antes de ser utilizao.as como 
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in•undgenos Para prc.,ducir sueros •nt1amib• sin lA Pr'•••ncii\ 

de anticuerpo• can r~actividad cruz•da .. 

36 



lII ·OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

!f;- filim1nar las prote!nas c'ontarlinan'Ct'.d! de1 1nea1c •Je ct.tiovo 

ax•nico adherida5 • la membrana de ~ histolyT1c~. 

OBJETIVOS P~fiTICULARES. 

* obtener antic;,ena de m•!"bran·a de afn1ba. puri'ftCiHla oar·a ser 

utlil1zado como 1nmunó9eno y obtener sueros anti-ami~~ sin 

anticuerpos contaminantes 

* F-'rcduc1r suet"os anti-am·iba especi''fica• a los e.pi1;oOof;. 

de memurana ae ~ histolvticp. 
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DESARROLLO EXPERiMENTAL 

4.1 . Cul t1vo ~ cosecha gg,, "troto;o{tos Q_~ amiba. 

Loa trofozoltos de ~ his~olyttca cepa H~l-IMSS se cultivaron 

en mea10 axdn1co ~e Oi~mond (27). Este medio está compuesto 

'pOr .las siquientes.reactivos1 

Fceact1vo 

81osatg pepcona 

NaCl 

Fosfato moncb~siCo de.potasio 

Fos1ato dib~s1co de potaste 

L-clórhidrato de .L-ctstelna 

rnanahidratada 

L-acidc ascóro1co 

Citrato fdrr1co amdntco 

Para 5(1(1 mi. 

1:5.1) r¡ 

s.o 9 

1.0 '! 

0,3 9 

0.3 q 

0.5 q 

0.1 9 

O.ú114 q 

Las sales se"disolv1eron en el orden c1taoo en agua oes1on1-

zada. se aJustd el PH a c.8 con NaOH 1.0 N. La mezcl~ ~e 

clarificó·por filtrac1dn en papel Wnatman del No. 1. se·oasó' e 

frascos Qrandes y se esterilizó por autoclave •. Se deJÓ en

friar a T.A. y se guardo a -2u•c. ?ti mt:!dio ya estéril si:• le 

ad1c1onó el suero bovino decompleinentado a una conce11trac·1ón 

final d~l 15 ;~ tv1v1, JUnt.o con una mt?~cla basal de v1tamJna!:· 

\Oiamona> a una c1.Jn1:entrcJ.c1Ón Tinal del' l.OY.. El mea10 se 

pascf a tubo~ cJe v1drib 'de 10 :: 12~ mm con 'tapd'n de ror:cé.t .. 

Estos. tubos st? lltmar1Jn. al 75-80- i. de sLt cap·ac1aad. se les 
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cc.iloc:6 el inócuio Ot;.-S_eado de amiba.~ y ~E:-

i.JeJaron 1ncuol.tnOo a 36. s 0c ae 72 .a 98 horas. L...a cosecha. a~l 

p;.o••6si-¡;o se n1;::0 calocarnlo los tubos en un bario de hlS:lc-egun 

ae 5 a 10 min •• los h.1bos se centriTuq.arcn a 

2509 por ~ min a 4°C. &e desecno el soorenadante y ia pasti-

l la se ree:uspendió en FSS-A y rep1 tienao el proceaimtento aos 

vec:es niás. 

4 .. 2 ~y obtención gg me1norana9 Q!t ~ 

Se s19u1ó el mé-codo aescr1tc por Aley y c:olabor<ltdorbs 14). 

Una vez coaecnauas lag amibas. estas se resusu~nd1~ron.a 

·ra::ón de 20 n 106 am1bas1ml en t?BS-A Que <:onten1cln t-1nCl 1). 25 

mf'I,_ CaCl 1.0 mM, y Con A a una concentr~ción "final ae 100 

UQ/ml C: ver apéndice A y. 8 J: Se deJ6 incub.~ne10 oor 5 1nin. a 

4°C. ºüespuds se cent~ifugó a 250g por 3 min. a 4°c.,:i 

pa:Quete se resl.1soendí6 a.l mísmo volumen con Buffer hioo-r.óni-· 

c:o, se dejó 10 m1n a 4°C. se desbarataron en un homoqeniz~dor 

de viario has"t"a observar 11s1~ compl!!ta di? la-s amibcs (20:1 

qolp.esJ. El homoqeneizado se colocó sobre un qre.díante de oo!i 

fases tle mani·t.ol-sBcarosa a razd"n d°e 4 .. <1 ml de mani'tc.11 0.5 M 

sobre 2.(1 ml de sacarosa t).58 M; escas volume~es ael qrad1en

te son p.?.ra. 20 H 106 . cel /ml. Se centrifugó ~. 2509 po,~ 30 m1n 

~ 11°c. El paauete obten1ao del 9rad1ente a.nter1or corresponds> 

c.t Trü.qmentcs de la membr~na pla.smát·l.ca y restos c:elLtl:*res. 

Es"t.e paquete se resusoend1ó en ü.5 ml de alfa-MM 1.ú 11 y sE-: 

de.1Ó ¿.. 4°c ;, ... 1,. 45 m1n. El sobr'!riau~nta oel oraoiemt~..! a& 1jos 

tases corresponde. a la~ membranas internas 1 las ci..tal.es se 
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obtuvieron 'centr1fu9ando a 4<>.0009 por 1 hr i\ 

4°C. f'asados los 45 m1n oe .1ncubac1ón. las memora.nas ·se 

oasilro11 c.\l oo"Cter de v 1dr10 y se nomoqen 1 zaron n!.lev~m~nte 

[40 golpes:J. El homogenei.:~Do se colocd tSobre un colchón .tJe 

sacarosa ú.58 i'l y se centr11'uqó a 25úg por' 3ú ·m1n en l'rfo. 

El Soorerii:ldante de· la centrifugada anter,ior contenía las 

me1iiflri.i''h1s pla-smáticas las cuales se obtuv1ero11 ceni::r1Tuo;ianc10 

"' 4().1)(1(19 cot· 1 nr a 4ºC.· t..os paauetes 01?te~1c:i~s i;anto ·:?& 

memtir.1nds internas como las plasm..Ct1cae se resuspendieron en 

Un volumen mÍnimO de DUffer h1potÓniCO• S'e tomó al{CUO'taS 

para detcr1"11nar let concentración de protet'nas y se qua.rearen 

a· :-20°c hasta su uso. 

4.3 Deter"riindc1uñ gg prote{nas. 

L..a deterininac: icS'n de proteínas se real i :.ó por el método de 

Lowry (661. La muestra de 5 ~ 100 )J.9• en un volumen de 20ú )Al 

¡¡e colccaron en tubos de vidrie de 5 ml. También se incluyó 

una ser1e oe n1uestras de proteína de concentrac:ión conL;cic¡..\ 

de (1 a 60 }!Q ~e. ovoalbúmina C 1. O· mg/ml 3
1 

para la curva están

dar. A cada tubo se le ari.:\dtd' 1.(1 ml del reactivo alcalino, 

se mezclÚ y se deJ.o' por 15 m1n a T .A. Lueqo se le a9reqd" (1. i 

ml dr.ü r·eQ.ct1•00 de tenol, se mezcló y se deJ6 por 30 m1n. a 

r.H. La medición de la cantidad d~ pro"t;e1'has se nizó en el 

e-~spe<.:trototámetro a uné\ long1 tud d0 onda de 75(• nm. Se inclu-

yt5 u11 cuU1J ulanco en la serie; cau.._, mt.test:ra se n1zó por 

dup l icaou. 
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El tra-;amiento de las memora.nas se realizó de la sigui.ente 

m•rara L.fiQ lJ •. Se tomaron mues'tras ae·.1.V mQ oe protei"ni:":. ll•~ 

membrana, se resuspendi.eron en 15.ú ml de cada uno de los 

s1gu1enteg·a9entes cao~rÓp1cos: 

1> Acido acdt1co Q.1 H-NaCl 0.5 M. 

2) Acido ace~1co·1).l i"l-NaCl 1.V 11. 

3) Ac:ioo acéti.co (•. 1 1'1-l~a.Cl 3. (1 l·l. 

41 lluffer c:1trata-rosfato 12.5 ml1 pH 3.8 N~Cl 

0.175 11. 

51 Urea 2.0 y 4.0 11. 

b) Clorhidrato de guanid1na 1.0, 2.o·y 4.0 M. 

71 NaCl 1.0, 3.0 y 5.0 ~· 

S> Buffer" carbonatos (1. 1 M pH 9. 5. 

Las me::cldS SJ:> h·Jc.1eron en tubas de poliprop1ieno C.'.Jn !aoón 

de rbsca. Estos· tubos se sumergieron en una mezcla de hielo 

seco- acetona el tiempo suf ic1ente hasta oue el c:onten100:... 

solidificó comoletamente. lnmediatamente se paso a un oaño de 

aqua. a :~-;o-e, deJandose h·asta Que la mezcla estuviera comole

tamen te l !quida. Después se deJÓ a 4°c' oor 18 hr. Pi1sado es'te 

tiempo se cen~rifugó la muestra a 4(1.1)1)(19 por 1 hr a ..¡.ºc. Se 

desecho ~1 sobrenaaante y las pc.,stillas se re51..\spe11U'L~r·cir1 en 

el mismo aq.;:nte ...:aotrdo1co rep1tar:mdose el trat..=l.1111ent;rJ ,je 

cun.~e:lam1ento-desc:on~u:la1111~nto una ve.: 111~:5. Llh~~)O s.~~ a~Ji:: •t 
hr "' 4ºC. Se Cf:m1;r1TLtq1.5 a las 1111sm"'s conoic1one:o:. y l.:" past1-

lla se r1?su~oc111l1Ó en l~i ml de PBS, volviendose-!\ t'1o:?pt:.•t1r el 

41 



proc:i?!Cl c._ centrifl.!9ado a las mismas condicion&s. Al final d~ 

esta úl t1ma cen'tr1 fuqada la· pastilla se resuspend1ó' en \in 

volumen m{n1n10 de:- P.BS y se guardó a -2fJ°C. Se le aeternunó t:'!l 

contenido de prote{nas. 

4.5 Oote'n~1ón Q.@. c"rii;1sl.1erc1s. 

Se 1ninLm 1 za.ron oos coneJos de la ra::!a Nueva Zelanaa tia 1 • :5 a 

2.0. t~g de peso. A cada. coneJo se le ·inyectó v{a lntra1'luscul ar 

el a
0

~t!9eno a 1.0 mq/ml junto con ~dyuvante Comoleto de 

Freund <ACF>, en una prcoorcid'n de 112 (Fig 2J (21.156J. Los 

. antfqenos usados fueron suero bovino y e:rtracto total de 

a;.,iba •. A. 1c;is 14 días despu.4s de la Primera inyección se 

aplicó otra' de ant(9enO en las mismas condiciones pero con 

Adyuvante incompleto de Freund, se rep1 te una ve::! m;.is este 

paso. A los 10 d!as de la tercera inmunización se oiÓ un 

re~uer=:c sin adyuvante, y a los 10 dÍas sigui~ntes se sangró 

c.11 animal por puncJÓn cardiaca. Antes de ru.c;iar· la 

inmun1::acion se saril;1rd a.1 an1mai' oara obtener suero 

pre1nmune. 

Para obtenP.r el suero de cabra an'ti-IqG d~ coneJo. el an.im.Jl 

se 1nmunizd con I9G de coneJO purificada tver sec.c1on 4.61 

mezL:l~o.:Ja t.:on ACF en la mi:;ma proporc1on que .lit emµle.:iaa ~n ios 

coneJos. f-tdem.:t's d'a st:gLtir el m1smo.Protocolo de 1nmun1;:etc1c•n. 

El sL1cro •Je cc.~LH"~ sao oCttuvd' s.;:o.ngrando ¿.(l anima! por Ja 

yuguiar. 
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MEMBRANAS DE AMIBA 
~IAS 

AGENTE CAOTROP!CO 
1 

CONGELAMlENTO-DESCONGELAMIENTO 
EN fllELO SECD-ACETDNk 

1 
DEJAR 18 irs A 4 C 

CENTRIFUGAR A 
40.000 g 6(1 t'i!N A 4 C 

1 
,PASilLLA SüBRENADANTE 

RESUSPENDER 
EN AG<::NTE 
CAOTRF'l°f' l ca 

CONGEL~R-DESCONGELAR 

DEJAR 4 _Hr¡ A 4 e 

CENTRIFUGAR A 
4(1,000 !1 óO MIN A 4 .C 

. 1 
PASiILLH ·soBi;r:.N~OAí.JTE 

RESUSPENDER 
EN F'BS 

· 1 
CDNGELAR-Di::SCONGELAR 

CENTR!FUlAR A 
40. 000 !1 b(t Mil~ A 4 C 

f·As TI LLH 80BfiE~lHDANTE 
RESUSPENDER 

EN f'BS 
GUARDAR A -:wºc. 

f'1q. 1 rratam1ent6 de l.:ts membranas de ~ 
nistn1vt1ca con agen\:es caotróou:os. 
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4.6 Prec1p1tac1Ón gg, 1nmuno9looul1na7 9.2 coneJo 

El suero normal oe un c:oneJc se centrifugó a 10,00(19 por 5 

m1n. con el fin· oe el 1m1nar las proteínas ciesnatura1 i;:adas. 

se tomó el sobrenaaante y se cll luycf 114 con bU1'fer de boratos 

50mM pHS.5. Se le ar.adid un volumen de SAS (21,1551 med1an~e 

Qoteo lento y con a91tdcu1'n suave y constante en Trío ai 

suero di luía~,. el SH8 ouedÓ ·al t;(I}. de saturación. be ue.1t5 

que ~lcanzar• el eQui 1 ibr10 por l hr con aqi tac1on suave ·y i:n 

fr!o. L.ueoo se centritugó' a 10 \.10(1 Q por 15 min. se descar'tÓ 

el s·obranaoante y la páati l '.la se resuspendiÓ en ºci:.in bu·ffer o~ 

boral;os al voll.tmcn cr1q1nal oe suero. :51:2 sat:uró nuevament:e 

corf SAS al 501. y Se· repi ticl' el proceso una vez más. Al final 
. . 

la pastilla se resuspend~ en dl mismo vqlumen 1n1c1a1· y se 

satura al ~3% con SAS. Al final la pastill~ se resuspende en 

la t·ercera par-ce del volumen or1giñal do suero y se coloca en 

una bolsa de di&lisis. La prep~rac1ón se diali;:a contra 1ú() 

volumenes de b1.1ff~r d~ bor~tos 17. 5 mM pH 6-3 a las mismas 

condiciones. El ·dial1::.ado ·6e retiró cuando la pr':-'eba con 

c:lorut·o de bario ol 20¡; no detectó la presencia ae ion~= 

sulfato. Esto es, se tomÓ0.1 ml del líqLudo dializante a·1 

cual se le a~ad1d Q.2 ml de HCl ú.2 N y lueqo 0.2 1nl de 

cloruro de bario, la formación de un orec1p1taclo bltmco 

indico di.~llsis tr1c..Jmpleta. El didliz~\do se r·~.,>t;1r6 y se oejÓ 

tnm.:\r la t:emperat:Ut"L1 amLJ1i;:nte. ¡:::¡ pr12cio1t+lc.io de l.:i. bolsa se 

trato de a1soíver, se centi-... 1tw;1Ó a las condi.c:1oneG c:anterJorer~ 
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cor~EJD5 1. s-2. o 1<9 
INMUNIZACIDN I.M. 

Alff IGéNO-ACF 
1:2 

14,DiAS 

·INMUNIZACION I .M. 
ANTI GENO-AIF 

112 

1olo1As 

REFUERZO 

10,DIAS 

OBTENCION DE SANGRE 
POR 

PUNCiuN CARDIACA 

1. 
OBTENER SUERO Y ALICUOTAR 

1 
GUARDAR A -21)ºC HASTA SU USO 

Fi9. 2 EsQUf'.!ma de inmunizaciórl de' conejos para 
obtener an·tisueros contra suero bovino y e>:tracto 
total de amiba. 



-· r·t:c.c191á' el sobrenadante, el cual se mezcló c:on el 

dializado. Hl dializado se le determ1nd' la cantidad da 

pt"'ote{nas tomando una al (cuo'ta que se di luyd' en NaOH .; .. l N, 

Jeyendo~e la absoroancia a 280 nm. 

Para calcular la c:oncentracic!n cte I9 '• se uso la 

r&lac:idns 

mq/ml ae Iq's •<D .. O~a 28(1nm> <Factor dilL,ctón} 
1.bi>.f 

Donde l.bo4 es el caeficient~ de eKtinci&n de ~as· 

. t9's. 

4.7 Ft1r1f1cacid"~ ·~ ~ 12.§ ~ con~.20 e.ru::,.columna 

Ji!. intercambie tÓnicO .. 

4 .. 7.1 ~ió'~ ~e lA DEHE-527 

La. activación d~ la DietilaminCJetil-celulcsa l:DE'AE-cJ 

<Whaiman~ En9land). 6e h1z& d~ la s19u2ente iorma <1551: se 

D&6.:irnn 50 g de DEAE-S2. se laY-d t:on un .litro de HCl '(1.:SN .. :31? 

agi tcJ suavemente. la resine y se dejó sedimentar por :-z<:, m1n. 

5e•desc~rtd el sobrena~a~te y la restnd se lav6 

con agua desion1::aoa tJeJdnUo sedimentar 30 min .. Ello sºe h1:0 

ha:s'Ca Que el pH dt:? la resina fue di<! aoroi<. 5.0. La DEAE-c 5e 

resu~rJeni:hó en fosfa"Co monobás1c:o de potasio y se dejó tod~ 

la noche. Al dla siguiente se qui td eJ sobrenadan te y la 

r'!:!S,\ri;i $'? l;:vr.f con la m1sn{a soh.1c1Ón. Luego se lavó C.J.ncu 

ver:~µ con e.Qua Oel.:iion1zada. Oespué's se resuspenold' en NaOH 

ú. 5 N y sci ciejt') po~ 4 h·r. Se paso a etanol al 701. y se Ue.iÓ 
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2hr. LavandosE.! la rus_ina cesoués con etanol c..l 70Y.. Se resus-

pencné en NaOH o .. o:s N y se de.ié sedim.,,ni;.dr. 

tie-saué'~ s~ .1.avü' nueva1nente con a9un aes1on1;:,;.,da por l(• 

'leces y luego con tres lavadas con buffer de Tos.fatos 17.5 mM 

pH6. ::;. lnmed iatamente se mont& en una columna •de 2. O >: 4(1. O 

cm, y se eau1libr'=' con el bt.1T"fer menc:1onc,:¡do. 

4 .. 7.2 PuriflCac1an. 

Para l~ pur1fiCfC1Ón \155) de las 19·s de con~Jo, en l~ 

columna ya equi 1 íbrada se depos1 taran en el .lacho 6. (1 ml de 

IQ-'s dializadas contra el ·bl.li'fer cte. equ1libr10.Se co1ac:t~ron 

'ft'acc1ones dt.3 3 ml/tubo los cuales se leyeron eri el espe~t:ro

fotCmetro a 280 nm. Se mezclaron ld.s fr~!=c:1ones con alto 

contenido de proteinas y se cOnc.entrar'or. a trav~s dE- une:~ 

c:sfmar~a ae AMlCON con memorana CE! exclusión de 3~) t ... Dp. Se 

detern:1inó lit µurerza por elec;.troforésis. La coll1mna se lavó 

despu~s con buffer <:"fe fosfato~ 0:.2 l'I pH a.o: 

la columna se guardó a 4°c.. Luego se t"eativo la 

4.8.1 Con1uoac1ón Q_z·!s..§. 22, c.:one10-ª 

Et':'pharosa. 

l-il <iCttvt:u..:1~n se rt: .. d12~ p¿t• E:l mJ'todo de r·l.:\r'Ch et .. 

etl. (71;. Se me::c.:laron ve.lumen e volumen Seonari.:1sa <CL- 4f.1 200 

:5iq¡ma 1:h>:?mic.al Ce. USA>, lavada· con agua aest1 .Lada. 
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cont:en1enco 5(1/~ de sedimento '10 ml>. con sor. de carboriato de? 

&odio 2.0 11. La mezcla .se colocó en un matraz en baño de 

hielo agitandos.e vig.orosamen'te. Se le agregó otro volumen 

i9ual de C¿trbonato de sodio (20 ml>. Luego se le ai'iadió (i.07E• 

vol (1.5 m11 de bromuro ce cianógeno en aceton1trilo a ra:::d'n 

de::. 9/ml. Esto se h1zo en la camoana de extracC".idn cubriendo 

el matraz cara ev1·tar oue escaparan los qases oe cianuro. La 

mezcla s~ ag1 tó por 2 m1n; ·luego se transfirió a un emottc•.:• 

buchner en un matraz .kitasato con papel filtro poros.o º<What

man no. 541>. cuidando de d1r19ir el aire expuls.e.t~o nacia l~ 

campana de extr3.cc1ón. lJna vez activada la 1>epharosa se J:o.vó 

en el embudo con 10 vol (200 ml) de·~uffer·carbonatos 0.1 M 

pH 9. 5. 10 vol de a.qua des ti lada. Y 10 vol de buffet' carbona

tos 0.2 M pH 9.5. Al terffiina~ la masa de gel hGmeda se p~só a 

un recipiente de Jllást1co Que contenía 32;5 mQ de igG de 

conejo. total [previamente dial izada ccintra buff.er carbonatos 

0.2 M pH 9.5J. Se incubó por 20 hr a 4°C. Al término .de la 

incuoac16n se retiró el sobrenadante y se le adicionó al 9el 

O. 05 vol (2. O ml> de g l it:ina 2. 25 M. deJandose p6r 2 hr a 

T.A. Se eliminó el líquido y la sepharOsa conjugada se lavú 

con: 20 val C4ü0 ml) de buffer acetatos 0.1 M pH 4.0,MaCl (1.5 

Mi 2(1 vc:.l d~ urea 2. (1 r·1, f.l~Cl o. 5 M: 20 vol de buffer carbona-

tos O,l M pH 10.0, NaCl 0.5 M: y 20 vol de f'BS oH 7,0. 

En esta::: conaic:1ones el ~el estuvo listo para montarse en 

una c:oJumna o bien guardarse a 4"C. en PBS conteniendo az1cia. 

de sodio al 0.1%. 
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4.8.2 Purif1cac:iÓn Q.g_ los anticueroos ~ caprinc• 

~ c:c•ne1c1o 

La purifici\c10n &e hizo de la siguiente manet'ill \105. !53). 

·L• columna con el 9el conjugado se lavó con bt.ff'fer 9l1c1na

HCl 0.2 M pH 2.8. Inmediatamente ee lavó cOn PBS hasta ciue el 

pH oe la elusidn · ·fL1era r1eut:ro. Sobre el .lecho del 9el se 

colacú un volu1nen de suer•o de caprino anti-lqG de con~JO iguc>.i 

al volumé:ri de sepharosa. Se perm1 tió penetrara el suero sobre 

el.gel y?ª recirculó sobre la columna con •yuda de una bomtJi\ 

peristrflt1ca por 3 oc:ac1ones. Una Vt::-.l. recu•culado el suero s~ 

eluyd y la colUmna ·se lavó con PBS hasta· que ya no se detec

taron proteínas en el el u ido •. <D.O. < O.()~ a 28C• run>. 

LuegQ se coJocd" el buffer glic:ina-HCI 0.2 M pH 2.8 cara elltir 

el anticuerpo unido a la sepharosa conjugada. El eluioo se 

colectó !in Tracciones·de 1.1) ml ... neutraliza~dose inmeo1ata

mente con 62. µl de Tris base i. O M. a cH 7. 4. Los tuoos c:on 

1nayor·contenido de inmunoqlobulinas se me.::claron y se les 

determin& la c°oficentracicl'n de prote_{nas. Una vez elt.tidos J.os 

anticuerpos la columna se Javd con PBS hasta que el pH del 

eluado fuese neutro. La Columna se gLta.rdó a 4º·c con a;:id@ de.• 

'30Uio a;l 0.1 7.. 

·~.9 (;onJLt9acu:Í11 ~ ant1cu~rpos Qg capriiio §lnt1-i9G g,g 

c1:m~10 ~ ~r·oa1d:1ffi~ 

Se ut1l1:..:Ó et uu!codo de acoplain1enr.o de doH :Jd50s C74J. Se 

disolvieron 10 n19 de Pero~uoasa (p8375 B1c;,¡ma Chem1c:al CD. 
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USA>, tico Vl, RZ 3.0.en buff.er f~sfatos 0,1 M cH 7.0 c:on 

glu'taraldeh{do al 1.25 t.. La. prepar•cion 6e dejcS .18 hrºa T.A. 

L.a Peroxidasa actiViHJa se pasó a través cie una columna de 

Sepnr'lde>: G-25 en una columna de O. 1 x 15 cm.· equ1 librada. con . 

,NaC.1 ú.1S4 M. Las ·fracciones de color café se recolectaron en 

un ,Jolumeri total de 0.95 1nl. A la en:::ima. sin qlu~araldehlao 

libre se le ariad1eron 5.(1 m9 d.e I~ts dP. cabra· an":i-IqG et~· 

con;-.10 dial1::ada contra NaCl 0.154 M. m~s. 1).1 m,l i:ie bL11'Te.t~ 

carbOnatas 1r0 M pH 9.5. Se dejó incubando 24 hr a 4°C. 

Despui§s se le aqreqd 0.1 ml de lis1n• l).2 M,. deJanoose 2 hr a 

·T.A. El conJú9aoo se dializd contra PBS por 12 hr con cam

bios cada 4 hr. El dializa.do se al1cuotd en pequeríos voJ.u-

nienes y se le a9regó un· volumen i9ual de SAS y &e ~lmacend a 

4°C C80). Para usar en conJugado. el vial con la preparac16n 

se centrifu9ó 15 min. a 4°C en la microfu9a. La pastilir se 

resuspen~ió en la mitad de volumen or1g1nal con PBS. 

El ensayo inm~1noen;:imát1co en fa.se sc5l1da C:ELISAJ se emoleéo 

para detectar las proteínas aosorbidas en lus membranas de 

amiba después del tratamiento con ageni;es caotr~p1cos. 

A cad..:\ po.z.o de una placa de 96 po;:os(Nunc 4-39454. 

Thomas Scientific. USA), se le colocó 50 )Jtl de antígeno a 

partir de una can1:~ntracidn de 25 Jiq1,;..l ·y de diluci.ones 

dobles sertt'l.cias a partir de esa conc.:eni;rac1ón. Los c.1ntí9eno!3 

fuer•c;n suero oavtno, e:{tracr.o totc.11 de amiba. me~branc.1~ .:5n1 
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se dej& incubando toda la no!:he a 37ºc. Se aspiró el arit::C-

qeno y la placa se sat:uró con qela~illc'\ al <:•. 5 'l. en PBS 

dejandosl!.· 1 hr a 37ºC. LOS po~os se lavaron tres veces c.:on 

PBB-T. Se colocó el primer ligando, esco es, suero pre1nmune 

de conoJo •. 5uero de coneJo an~1-suero bovino y suero de 

coneJo anti-amiba respec"ti'1.amente en una dilución 1:5t)f) en 

í-''BS:-1 &n cada fila ce .lc1 plac:i. sensihil 1zada •. La e.laca s'l' 

incuoa 2 hr a 37ºC. 3e lavd ~a pl~c~ con PBS-T y se le 

añadid ..,, . conj.ugado de lgG de cabra-f'eroxidasa anti-lgG de 

cone.:;o a una d(lución 1: 1001) en FBS-T incubándose a lc:\s 

mismas cond1c1ones. Se lavó nuevC1mente la placa y en le.. 

penumbra se l~ an.:idió el sUstra-eo revel._\dOt." OP "' un~ caneen-

tracidn de 0.5.mg/ml con 1.2.X. la placa se cubri~ de 

la luz y se incubó a 37°c por 15 min. observando la placa 

cada 5 min. La reacción se oar6 c:oloC:.ando en cada .. oozo 100 }!ol 
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~ §i! 

1) Inmovilización 
del Ag 

2)' Incubación con 
antisueros ~pec(ficos 

3) Incubar con conjugado 
anti lgG- enzima 

4) Incubar con sustrato 
enzimático (o) y medir 
el producto <•> 

Fig. 3. Elisa para. la deteccion de proteínas 
contaminantes en las membranas de amiba tr•tadas 
cory agentes caotropicos. 
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V. RE5llL TADOS. 

5.1 Tratamien~o ~ l.e§. membranas gg_ amina. 

Como se puede aJ;>re-::1ar en ia gráfica 1,. lo• r·r:tnd1.n1entos oc 

!as \)roteÍnas ae memot"ana recuoQradas oe:oués deJ trat'am1ent:o 

con a9entes cao~r6p1cos varió aeoena1enao del re~ct1vo usauo. 

Se ootu·10 un porcentaJe de SO ;.. de proteína r:-ecuparada con 

Ác:1dc ac.tÍtic:c •), 1 r1 NaCl (>, 5 M, m1eni;rS's Que los rend1m1 t~n-

tos md's oaJos se ootuv1eron con el bu1'Ter c1.tral..o-Tosiato 

12.5 mM pH 3.6-NaCI o.~ M y con el buffer hipotdn1c:o,que 

1'ueron menores ael 2c.."'I '°·· 
í•mb1én ·Se real1zaron.exper1mentos en 1oi;. cuales s.e dieron 

tratamientos combinados con d1fer•ntes ageMtes caotr6p1cos, 

es decir. un ciclo de congelam1ento-desconc:;relam1ento se hizo 

con un agente dado y el segunco ciclo con otro diferente. LO!:: 

resultados de estos tratamientos se muestran en la Tabla í. 
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Gráfica t. Porcentaje de protefnas amibianas 
recuperadas después del tratamiento con diferentes 
agentes caotr6picos: A> control en F'BS; B> bu'ffer 
hipqténico; ºC> buffer citrato-fosfato l:Z. 5 mM pH 
3,8 NaCl 0.5 M; Dl ácido acético O.t M NaC! 0.5 M; 
El ;Ícido ,acético 0.1 M NaC! 3.0 M;· Flclorhidrato de 
guanidina 2.0 M; G> buffer carbonatos O~t M pH 9.5. 



TABLA r. 

RECUF'ERAClON DE PROTElNAS DE MEMBf;ANA DE AMIBA 
DESPUES DE TRATAMIENTOS COMBUMOOS CON DOS 

. . DIFEf\ENTES AGENTES CAOTRDPICOS. 

Congelam1ento-oescongelam1ento 

lo. ·ciclo :?o. ciclo 

Guanidina 2.0 M Guanidirya 4 .. (i 

Ac. acético t), l M 
NaCI 0.5 M Guan1dina 2.0 

Buffer carbonatos 
0.1 M ptl 9.5 Guanidina 4.0 
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M 

M 

M 

% de 
proteína 

recuperada. 

10.27 

24.90 
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5.2 Ensayo Jnmunoen::1ma't1co. 

La sensib1l1dad del ensayo inmunoen=imá~1co tELlSAJ. St 

ut1 l i ::::& para moni torear la desapar1c idn oe las prot~Ínas 

absorbidas en la membrana oe •miÍ:Ja despu~s del tratamiento 

con agentes cao·trÓp1cos. Como se puede observar en los 

controles. ·de la f lg. 4 •. el suero de conejo ant1-am1ba l ievú 

ant1-.:ueroo~ cL1ntra las prote{nas de suero bovino ( ! {n:=.:i . ..:::.:.u. 

y at1emás d1ch..:i.s oro'telnas :en dettectadas en el e::tract.o cotill 

de ain1ba C 1 !nea 2BJ y en las membranas pur1 f icada5 ( 1 Ínea 2CJ 

por un anticuerpo contra el suero bovino. 

En las msimt>raneo.s tr-atadas con ;.(c1do acético ú. l M-Ma.•:l 0.5 

M ·c.i 19. 4 l fnea 2DJ, se v1ó que la presencia de suero 00·11no 

se detectaa.tres diluciones C3.i2>"g/mlJ de la conc.en'::~·.ac:ión 

inicial de la proteína C25.0pglmlJ. mientras que en el 

control Ge detectan pro'CeÍnas de suero bovino nas-ca L..:i. QL11n't".a 

dilución [Q.78p9/mlJ,es decir. se requiere una mayot· 

concentración , de dos diluciones .. de ant{geno tota.1 oe amiba 

para deteci;ar los contaminan-ces de suerq bovino. 

Con el Clorhidr~to de guanidina 2.0 M CFiq. 53 la 

presencia de contaminantes disminuY"e (línea 2Dl con 

diferenc:ta de Ltna dilución, de 0.39jlglml a 0.7Bpg!ml, >?n 

las mt:mbranas trate.idas con r:espec"Co a las que no lo ustc'.n. 

Con el .:<c1do "3.Cét1co 1). 1 M, (f1g. 5J también se ooservd una 

e;:clu:ión de. con-cam1nan-ces (línea 2EJ. c::on una et Ter'enc .l¿l a!:' 

!los 01lLtc1ones en l.a de~ecc1~n dEt contaminante~ ~Jr1c-=~ ..:cm 

re~pE:!c to·~ las memtJranas sin trñt-ar de (l. 39 JA-9' mi a 1 •. 5r;;,p9.11T•l 
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Fig. 4. ELISA para detectar proteínas absorbidas 
en las membranas de amiba después del tratamiento 
en acido acetico 0~1 M NaCl 0.5 M. Antígenos: 
A)suero bovino; 8> extracto total de ~miba; C> 
membranas internas sin tr.atar; 0) membranas 
tratadas en ácido acético 0.1 M-NaCl 0.5 M. Sueros 
de conejo: 1 > pre inmune; 2> ant·i-suero bovino; 3> 
antí-•miba, 
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FiQ. 5. D9tecc ión de proteínas absorbidas en la 
membrana de amiba despu¿s del tratamiento con 
varios agentes caotrópicos. Antígenos: A>suero 
bovino; B> eatracto total de amiba; C> membranas 
internas no tr•t&das; D) Membranas tratadas . con 
Clorhidrato de guanidina 2.0 M; El ácido acético 
0.1 M; Fl urea 2.0 M; G) NaCl 3.0 M. Sueros de 
conejo: 1) preinmune; 2) anti-suero bovino; 3> 
anti-amiba. 
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Fig. 5 
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Los ºt~atam1entos con urea. 2. (1 m y NaCl 3. O r1 al carecer 

remov1eron poco de los contaminantes de laE membranas 

aniib1anas. Como. DL\eae observarse en la f19. 5, lÍnt:oa ~F 

Cur~aJ y 1 Íriea 2G [Ni\é:l J, se detectan orote(nas de $Uet'o 

oov1no hasta la 'tercera di lt.1c1ón [.3. 12 .14gtml J de las 

membpanas de amiba en ambos ca:os. 

En l~ f1g. o. el tra'tam1ento con guanid1na 1.0 M (20~. 

e.><c:Juye los contaminantes s~r1cos Cle las meinoranas oel 

par~sito con una di1erencia de dos diluciones [de ü.3c;o a 1.5C:> 

J-lg/ml~. con respecto a l_as membranas sin tratar C:;!<;-j. En la 

m1smd figura el NaCl '5.ü M C2EJ, no r'emov16 los cont:am1nant:es 

ce las membranas ce C!.m1 ba. 

Con la gt.1an1oina 4.0 M [fig;6 l{nefa 2FJ. se oosi?rvó una 

aparente d1sm1nuc1ón de l~s proteínas s~; .. ic.as de 11..'\ membranC\ 

ael oarc.\s1 to, peró la Lletecció'n de an-c!qena· am1b1ano da ia 

m1sm.;. 1ntcnsLdad de coloración [3FJ que con el aot1suero 

bovino c:~FJ. 

El buffer cat•bona~os O.t M pH 9.5 [2G en fiq. 6l. elimina 

también loS coii-Cam1nan1~eS con difet~enc1a de una d.i1Ltci6n [de 

O. 78 a l. 56 }"q/ml J entre las membrana=: no tt-atadas y 

tratadas. 

t'.n la fiq. 7, se observan los resultados Cle un trate.mienta 

c:omb1nado de dos d1 ferentes agentes. caotrdp1 e.e.is como el .ác.j ao 

.:oc.:::!taco 0.1 M-NaCl Cl.5 M JI.Anta con guan1d1nu 2.(1 11. revel~noo 

una tJuen~ enclus1ón de contam1nan~es sér1cosadherido!3 ¿; la 

mernorana C2DJ con una diferenc1" de tres d1lt.1c1ones Cde 1) • .3'1 
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,ug/ml 

Fig. ó. Deteccidn de prote!nas contaminante5 en 
las membranas de ~ hi'stolytica tt"atadas con 
diferentes agentes caotrópicos. Antígenos: A>suero 
bovino; B> extracto total de amiba; C>membranas 
internas sin tratar, O> Clorhidrato de guanidina 
1. O M; E) NaCl 5. O M; F> Clorhidrato de guanidina 
4.0 M; G) buffer c.!.lrbonatos 1). l M pH 9.5. Sueros de 
coneJ01 1> pr~ifunune; 2> anti-suero bovino;y 3> 
anti-amiba. 
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Flg. 7. ELISA para las membranas tratadas 
sucesivamente con ácido acético 0.1 M NaCl 0.5 
M/clorhldrato de guanidina 2.0 M <Dl. Ant{genos1 Al 
suero bovino; B> ex-tracto total de amiba; e> 
membranas internas sin tratar; D> con ácido acético 
0.1 M-NaCl 0.5 M/guanidina 2.0 M. Sueros de conejo1 
1) preinmune; 2> anti-suero bovinO; 3) anti-amiba. 
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a 3.12 )4qlm1 Jc•;:m re:o~cto a las membranas no tr~i:::adas. L2CJ. 

Siendo este l.tn tratam1en-co mi!'.51 etec:'t.1vo. Que el obtenido con 

cada agente ~rnµleado por sepdrado C~1q.4 línea 2D y 119.5 

línea 20 con th;ulos de 3, 12 y O. 7b pg/ml respec'iivamenteJ. 

En la Fig. 13 1. se observan los resul 'tc.do~ -con un segundo 

sistema combinado de 9uan1d1na 1.ú M con guanid1na 4.0 r1. 

f.2CJ. Qlle no fue·tan ei1c1en'te cc1T•O la ot•1mera courr_•1nac1ón. 

Ol.~es se ae'tect.an prot;t?{ncis co11'tam1nantes:.. la uli:1ma dltLtcidn 

· [Q.39 pq/ml_J• El 'tercer sistema combinado oe buff-;r 

carbonatos 0.1 11 oH 9.5 can guanid1na 4.0 !•I "c20J. tamD14n d1~ 

el mis.no resultado aue la segunda c6ml..llnac H~n. 

Para asegurar la efect1v1d.:id del 'tra'tam1ento O!? ias 

membranas i:on los agentes c:iat.r~p1cos en t:."~ua ci.c.:-!o de 

con9e.lan11ento-oescongolam1en1'0. se· 'tomaron ü.i!cl.mi;as E·n cada 

paso del e::per1inento. 3e observó ql.le con un .c1cltJ ae 

congelam1emto-cescon9e-larniento, f19. 8 II. en el bLtfier 

caroonatos C2FJ y 9uan'1dina 4.·1._) i'1 C.'.ZE:J, hay poca ~t1rr11nac1ón 

de conta1n1nantes sér1cos bovinos. Sin embargo. al :e9L1ndo 

.c1c:l6 del tratarriiento en el buffer carbonatos [2HJ y ccn 

9uanidir1c:i (2GJ. :=e ot.iservó una e;:clus1ón oe suero t.Jov1no ae 

1¿\S membranas del pards1t-o de una y dO:i d1luciOnes 

respec ti vamen ce. 
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Fi9. 8 1. Deteccidn de pt"ote'!nas absorbidas en la 
membrana de amiba despllés de un tratamiento 
combinado de 9uanidina 1.0 M con guanidina 4.0 M 
!Cl, y buffer carbonatos 0.1 M pH 9.5 con guanidina 
4.0 M !Dl. 
11. Efectividad de los agentes caotrÓpicos durante 
el tratamiento de las membranas internas de amiba. 
Un ciclo de congelamiento- descoñqélamiento en 
guanidina 4.0 11 <E>, y buffer carbonatos <F>. Con 
dos ciclos de conoela.miento-descongelamiento en 
guanidina 4.0 M ((3)•Y con buffer carbonatos (H). 
Antígenos: A> Sllero bovino~ B> membranali internas 
sin tratar. Sueros 'de conejo: 1) preinmune; 2) anti
suero bovinot 3) anti-amiba. 
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VI DISCUSION. 

Var1os autores han reportado que los e,:tractos ahtiq~nicos Y 

las mern~ranas ob~en1das de troto%oÍ"tos ae amiba llevan ausor-

b1das orote{nds proven1ente5 del medio de cultivo. principal

mente del suero bovino (34,84,1~1.13b). AdemAs los suerps 

anti-amiba ootenido~ oe an1males 2nmun1:ados con es'tcs anti-

geno::. coni:;1enen ant1cuE:t·pos contra protl:!!nas sJr··~cas oov1-

nas <25,49>. 

Se ha intentado el 1in1nar estos· contam1nan'tes se ricos por 

lav"ados e;<haust ivos de los· troto;:oÍ t,os ani;es de la prepara-

c1dn d=:l an:;:."'Qeno. pero -:;Jlo se <:ons1gue dism1nu'1r la oresen-

cia.de las proteínas c:ontaminanties sin ~:tc:!u1rlas c:ompieta-

mente, además que repercute en el r:-end1m1ento cel innn.indgeno 

prep~rada· 0:34). F'or otro lado. los sueros ant:1-amibS\o pasados 

por columnas de aiin1dad que cont1enen sepharosa conJLtqada a 

proteínas oe ~uero bovino. tampac·o el1m1nan complet:amente los 

ant.1c.1.1et'p1Js a.r1"1;1-prot.efnas oovinas (43, 79). 

Dado este ser~o problema se propuso en el labora'tor10 elim1-

nar lus pr1.1teínas absorbidas a la membrana oe Entamoer.Ja 

histolyt1ca por un lirat:am.1ento de congelam1ento-descongel.a

m1en-co en preseJ11:1a de agentes caotr6p1cos \43). Debido a aue 

tales agen'ties c.:io,;r6p1cos remueven pro"teinas adherida: débil

mente pot· c.:irqa a ld memora.na deJ~ndo s6io a las prote{na: 

integrales ce membrana. Un eJemplo de la' 1.1t1l1dad de ).os 

agentes caotróp1cos es en la pur'"11'1c~1c16n de enzimas y p.ro

tet'nas tales como la succ1nato desh1dro9enasa (29.43J. el 
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compleJo del sistema de transDorte de electrones mitocon-

dr11.J (30> y mucho• otros eJemplos <97). 

El Proceso de con9ela1111ento-aescon9elam1en-co que perm1 te la 

liberación del contenido vesicular\143), se utilizó debiao a 

que las memoranas o@ amibas obtenidas se encuentran en terma 

vesicuJada y con t'!St:e paso nay un meJor lavado y e~;tracc1Ón 

de fas proteínas del medio conten1oas en tales membranas c1ue 

han sido p1noc1tai:.as por el parásito del medio oe c:ultiVo. 

Los bajos rendimientos de proteína amibiana recuperada des

pu~s de los tratamiento.s con agentes caotróp1cos .probable

mente se deben a .oue las veSíC:ulas de membrana no estdn 

vacfas, sino que acarrean prote!nas soluble$ am1bianas y 

otras· captadas del medio. Adem~s es oe esperar que· las sales 

extraigan Jt.tnto con lds contaminantes proteínas propias de la 

am1bC;1 adsorbidas 'débilmente a Sl.I membrana. Aón as!, se 

tume l.tna recuperacidn del 23 Y. de proteína amib1ana .con 

tratamientos simples de .Ícido ac4tico 0.1 M-NaCl 0.5 M, dcido 

ac~tico 0.1 M con N~Cl 3.0 M y guanidina 2.0 M, suficiente 

para usarse como inmunógeno. El método de tratamiento de las 

membranas amib1anas por congelamiento-descongelamienta en 

agentes c~otrc1p1c:os es sencil·lO y fcicil de real1:::ar, adeni~s 

que la muestra no se diluye. 

El empleo del mé'todo oe ELISA en la detección ae prote1nas 

abscrb1oas en la: membt•anas tratadas • se de1J1Ó a oue es una 

técnica se-ncilla. rá'pica, y sensibie <145) en cornparac:1dn a 

la inmunoa1 ius1dn empl~.Jlia en otros traoaJOS (34. 49). Fue 
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importante emplear sueros controles para comparar ia presei:i

cia de contaminantes en las· memDra11as de ~ histolyt1c:a 

obtenidas como tales y en las procesadas en a.gen.tes caotrÓp1-

cas. Se observó una disminución pero no una ·el iminai.c J d'n 

.compléta de las pr·oteínas ab9orbidas a la memorana aespués 

del proceSam1ento Con altas concentrac1onas ae s~ies i: NaCl 

1.c1 1 3.() y 5.0 M; urea 4.(1 M J. Aunque se ha t'eporte.do Que 

las. albúminas son solubles a pM · s baJos t59) y ~n al t;C1.s 

conc'entr . ..:iones de sales <7>, las membranas tratadas baJo 

tales condiciones no qui taran del todo los contaminantes 

· sdrico bovinos entre las cuáles la alb~1m1na $ér1ca bovula. 

p.lr.ece .ser la principal prOteÍna detec"tada 

(34,49,84,101,133). 

De todos !os aqentes·caotnÓpicos utilizados. los oue meJores 

.resultados dieron fueron el ácido acético 0.1 M NaCl 0.5 l"1 y 

clorhidrato de quan1d1na 2.0 M. con diferencia de dos dilu

ciones en ambos casos, pero la combinación de los dos ante-

rieres fue m4s e1ectiva pL1es dism1nuyd sens1olemente la 

preSenc1a de ia~ prote!nas contaminantes, que cada i19ente 

usado por separado (figura 7>, con una oiferencia oe tres 

diluc1onescon respecto a las membranas sin tratar. 

Por otro lado, la pérdida da react1v1dad de los ant1c:ueroos 

ant1-a.miba can membran·as tratadas con aQentes caotróo1cos 

puede deberse a que estos anticuerpos estén oirig1ous a la• 

proteína~ csolubles y las ddbi lmente ednerid~1:s en. la memoran~ 

da· la amiba, las cu1.1les son removidas por el tratamiento 
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emole"ad.o• t~Ltedando solo las proteínas inteqrales de membrana. 

Probando sueros de ratones inmunizados con membranas \:rata.das 

•::on ~CLdo ac~tLco NaCl-qudntu1na Edatos no mos'trado5J. se 

oDservó Que en el ELlSA la oresenc1a de orot:e{nas cont:am1nan-

tes en la membrana de ~m1ba es muy débil; la pre.,;;enc1a ae 

an"ticuerpos anti-orote!nas bovinas d1sminuy6 sens1ulemente. 

fa1rio1é'n se comprueoa qutJ hil.Y. proteína-s oe· 5Ltero oov1f"\O Tt.10::.·r

temente aosoro1das en la membrana de amiua que a~m .::on 1-.?! 

tratam1er,co de aqentes caotrdp1cos no son remov1oas. e. pes~.r 

de s~r procesos mu~ drás~1cos comparaoos con los, !avaoos oe 

las ami.bds con PBS <49) t,j la ·solución salina isotdn1ca \'34i. 

f'o_r cons19u1ente puedo decir que li'S membranas tra"tadas Por 

congelam1t.?nto-descongelam1ento. en i!c1"do acético NaCl-guan!Cl..:. 

na pueden ser empleadas como tnmLtncl'9eno para producir ~ueros 

a.nt1-a1niba ;:¿1.~1 1 iores de la pre..::encia de .3nt1cuerpos anti-· 

prote1'nas a~sorbidas a la membrana de ~ h1sl:olvt1c~. Tale=: 

sueros ser~n L1"t1les en t~cnicas de ali:;a especif1c1daa. como ei 

ELISA de doble sandw1cn en la det~ccidn de antígenos am1b1a-

nos circLtlanteS en los süeros de pac1eni:;es con amitn~sis. 

Sin embarqo, en recientes estL\dlos para la de1:ecc1t5n 

de compleJc•s 1nm1..me5> c1rculant~s en los sueros de pacientes 

con am1b1a.sis por métodos inmunoen;::1111át1cos de ELISH (33, o 

en fase sólida (791 de doble sanc.hHch parecen haber sido 

':'iupera•J!:l"S lo:: problem~s oe· re.:ict1vioad cru::ada. Estos inve~ 

t19adfJr0"::> usan dos m~todos cie u•-•ri 1· 1cac 1 ón de ant1c.uc!roo::: 

PSl>~c!Ti.c:us ant1-d1nilla. Uno es pa~anoo repetidamt?nte los 
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suttrc.1·~ ant1-s.:_ hist•~lvtLca. obtenidos ae coneJos inmun1:::ados 

con eat:racto acn1b1ano anén1co, por cOlumnas inmLt'rit.11-"\0$oroent~s 

lina bov1na-seoharosa 48 <79, 1t)1, 102). En el otrci caso los 

· ant1c1.1~rpo~ ant1-am1oa son obtenidos oe pac1eotes con HHA pot· 

prec:!p t t:;¡::¡ción en sLt! Tato de amonio al 5(1 ~- de satur""c1&n. 

despl.1t!s estos. ant1cuert:ios sem1our1f1c:ados se pesar. é-\ t'"avás 

·:1e un Lnmur10:1 .. J·.sorb1?no;e ae e>:trac"to soluble am1b1.dno ~'ccn.i~.,,Llü 

a sepharosa 4B «331. Hhor.a bien, aunaue el uso de "9er1-ces 

caotrc~oicos en la el1m1nac:i~n de proteíno: oe suero oov1no 

absorb1dss en la membrana de ;:::. hisiolyt1•:a d1sm1nuy~ c1~1re-

ciablt::men-ce j,¿i·-prese?nc1a ceo los c.on.tam1na-ces ser1cos. t.tn 

•:am·1,,o a swqt.nr serta ~ue cont.a~do con ia posib1 J..lUall ae 

emrJl~c:1r liposomas. vesículas que forman una b1capa lipfd1ca 

const1tutda de 1'osfolfpioos en el cual se i1,1corpora~ 6n1c~-

mente proteín~s con segmento 'traf:1smemoranal .º 1n'te9rc:ües 1.1e 

1nemor0:tna en meclio acuoso t60,b2>. tales liposomas Tormaoos 

con prote!nas oe memorana de l~s trofozoítos de amiba r:tebeh 

. incot"'porar soiament~ las proteínas intrínsecas de memo,ran:. 

e::c.luyendo las proteínas soluoles y perif~r1c:a~. Lie ta! ior-

libres de cor1tan11nc.or;tE"S dr=l medio dé' cultivo. Ce.in la: pro1't.'"'l-· 

nas ~roo1as oe membrana am1biana se ootendran sueros anti-

c.11110~1 sin •:cintam1nan'tes, los aue- podrán ernple~r~·P en la 

l"let:e•:c ... cfn o~ i:omple.Jos inmunE:!s en ..:ueros de oac.1ent1:?!:: co11 

amio1~s,~, por ELISA ü~ doble sandwich y el posible uso de 
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'ta.les antislleros en el lmnunod1a.;.iióst1cc de la infección. 

11~em.:fs, s13 podrá 1nve::;t1qar. la 'función de las pro"CeÍna9 

inte1;wales ae memora.na o~ amiba en la adhes i~n al ep1 tel io 

inte5!t1nal, así como el papel de" tales prote:!nas en ia res

pUesta inm!.lne del .hospecero contra el" parás1 to am1b1ano. 
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VII CONCLUSIONES. 

1> La presenc1a de prote{nas del medio de cultivo 

absorbidas a la membrana de Ent~moeba 

histolytu::~ c11sm1nuye en gran propC1rc1ón, cu~ndo son 

Crat:ad.:\S ccn una como1ni3.c1ó11 dE:- ag:entes 

caotrdo1ccs. No obst~nte, las membranas de amiba 

están aún contaminadas con proteínas sér1cas 

·bovinas c;iue son detectadas despu~s del trat.?.ni1erito. 

2> El tneJor s1s'tema~par,¡! redücir la pr~sencia de 

proteínas. ab~Drb1das es cual1tati"vamen.te el trat4.amiento 

'combinado de Acído ac~t1co o.1·M-N~Cl 0.5 M/Clorh1cir•ato 

de 9uanid1na 2.0 M. 

S) Se ?'b~ien'? sufic1en~e· antígeno am1biano pur1Ticado 

y sin diluir para emplearse como \nmunógeno en la 

producci6n de su~ros anti-amiba espec!T.icas para 

antt'i;ienos ae membrilna Oel parásito. 
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APENO ICE 

A, RE~CTIVOS USADOS. 

A cont1nuac1Ón se enlistan los reactivos 

~tilizados en. el presente traba.Jo, con su respectivo 

nllmer.o de cat~logo y casa comercial que lo proveyó: 

J. f. Baker de M~:~ ico. 

Fosfato monob~s1co de potasio (L-324b-2(1); Fostat:o 
dib~sico ae potasio(L-32-52-20>: ClorL1ro de 
scdio(L36-24-25); Cloruro de manget.neso<l,--2540-2(11; 
Cloruro de calcio CL-1311-20-1) 1 t'1an1 tol <L-1.554-2.(•): 
Saca roseo. <L-4072-20-1); Carbonato de s.od io <L-360~-
20>: Hidrd»1do de sod10CL-3724-32); Sulfato de 
cobre CL-1é96-2C:·-1); Tartra'to se sodio y potasio (L-

3~62-14-1); Ac1do acético glacial \L-9511-50-iJ: 
Aci~o:cítr1co(L-0122-20>; Fosfato de sodio dlb~s1co 
CL-3506-20-1); Su ffato de amen io \L-(1792-25i: Ac ido 
clorh{dr1co(L-9535-60); Fosiato de sodio monc...b~·s1c:a 
<L-3818-20>; Acetato de sodlo\L-3460-20>; 6l1c1na 
01-797-06-1): Gelatin~t(L-212•t-2t)): Peró~:1do de · 
hidr69eno CL-2186-56>: Ac ido sul it.:'wico \L-q691-o.2.i: 
Acetona <L-9254-6::!-:Jj: Aceton i tt·i lo <L-9255-6~-1 >; 
Cloruro de bario (0791)-20>. 

Sigma Chem1cal Co. St. Louis Mo. U.S.A. 

Cc:ncan?va.l·ina. A<C2010); p-hidro;:imercuriben::oato 
<H 0642)' alta-metil m~nds1do(M 6882); Reactivo de 
fenol Folin Cioca.lteau{F 5292); Clorhidrato de 
9uanidina anhidro orado I<G45(15): Ac1do bór1co(B 
0522); Borá:: \B 9876i; Seph~wosatCL-4B 2(10): 
Gluta.raldeii·lidcdG 5882>; Tt·leen 20ff' 1'.,;79); o
feni lendiamin~\ (P .JB88); O'loalbL'frnina ui 5253): 
PeroxidRsa d~ r~~ano picante tipo VI R.Z. 3.0 (p 
.3875); Citrato férrico amdn1co\F 5879) i Ac1du 
a~cdrbico<A 0278J. 

Otros. 

Lisina (4732i: E"'::\stman N. Y. USA.: Bromuro de.· 
ci.:-tpúgeno•.C9-14q-2) t-"tlcJr1ch USA; SLter·o de l;er·ner;a. 
Dibco USA; BlO$&~e peptone Dibco USA: Clorhid1'tato 
de L-c ist~ína Mer-c:Y. RFH. 
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B. Preparac:ion de ..:oluciones. 

* fieac:t1vos oara la c:osec:ha !l obtenc16n ~membranas 

~ E. h1s~olyt1ca. 

1, - Buffer fosfatos. 15. O mM pH 7. L>, NaCl 1), 15 M. (p¡;5]. 

'AlFosfalio monobás1co de potas10 3(1(1 mM:Pr-1. 13b.091. 

Pesar 81. 65 q 1:usolvl!r en '='CJLI"' •Jes1on1zad:a y aTor·?.r 

a 2.(1 litros. 

8)Fosiat:o t.J1b°"s1co de potasio 3(11) mi~li Fl·1 17•L 183. 

Pesar 104;05 g. disolver en agua des1on1:zada y 

aforar a 2.0 litros. 

En el put.enc:i~metro agregar la :oluc:1ón a a la 

sol1.1c:1on A nasta lle9ar a Lln OH de 7.Ó. Guaraar a 

4°C. 

2.- C.loruro oe 50dio ·::::.1)8 M:; FM 5B.44, Fe!::a1" 359.99 q. 

disolvet" en .3.gua desiori1zada Y.aforar a :2.(l l'itro=· 

Guardar a 4° c. 

Tomar 51) ml del buffer fo':3fatos .300 mrl. mezc!::r.r 

con 50 ml de e 1 orLwo c;Je sed 10 :. • 08 M y aforar a 1. O 

litf.o.' La.~oncenliraC1dn final es de 15 mrl y 0.15 M 

respectivamente. 

3.- Buffer fosiar,o~ 15 mM DH 7.0. NaCl 1).185 M. CPBS-AJ. 

Tom~r 5•) 1111 oel b1..1fier tosTt.nos 300 ml•I más 56. B nd 

de cloruro ce sud10 .3.úO M y aforar a .t.1~: i.Guar·ocw 

? .-lºC.. 
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4.- Cloruro ~e manganeso ó.25 mM. 

l"tnCl !00 mt1;FM 179.9., pe$ar 1).1)494 g. disolver en 

PBS y aforar a 25 ml. Tomar O. '.25 ml y atorar• a 10 ml 

la concentrac1Ón final es ce ú. 25 mM. Guara~'r a 4°C 

5.- Cloruro oe cñlc10 10 ·mM. 

CaCl 100 mM• PM. 110.9. F·esar ú.2772 Q, 

disolverlo~ en P&S y ai'orar e 25 ml. Tomar 1.0 ml 

de l't\ solución y dTorar a 1(1 ml la cene. f·:.nal es 

de 10 mM. Guardar a 4°~. 

6.- Solución de concanavalina A CCon AJ 1.q mqtml. 

Pesar 5.(1 mg de Con A, y disolver en 5 ml" de PB3. 

Tomar 1.0 ml y aforar a 10 ml con FBS. Prepararse 

a1 momer1to de usarse. 

7.- Buffer Tris-tiCl 0.1 M pH 7.5 c:on pHMB 10 mM 

[Buffer hipotónico]. 

Tris (hidroximetil)aminome~ano; PM. 121.1. Pesar 

3.027 9, disolver en ag\..ta destilaaa y atorar a 

lúOm!. 

p-Hidro:;~~ercuribenzoato Cp-Hl'1BJ; °F'l"I. 360. 7. Pesar 

0.9012 9 y disolver Junto con Tris. 

Ajustar el pH de la mt:t2cla Tris/p-HMB con HCl 

0.1N haE.'ta el pH 7. 5. Preparar antes de usar·. 

8.- Manitol 0.5 M. 

Man1tol;PM. 182 .. 178. Fesar 4;55,\ q, disul'.·er en 

buf"ft:>r hipotún1co y atorar a 5C1 ml. preparar al 

moment;Q de usar'"SI?. 

74 



Sacarr-... rr.a; FM. 342. ::;. Pesar 9. 93 q., disolver en 

bufier t11rJc...tón1co y atorar a 50 ml. Preoarar al 

momento de usarse. 

'*' OO&.r.m1nai::1cl'n ~ protefn?.s. 

10.- t·l~ 1 c.:i.g .:o .. :::;.., en NaOH 0.1 N. 

Fs:d.r i•) q cie 01c:u·bcnato de soo10. a1solverio 

JLinto c:on 2.(• g de NaOH: F'M; 40.(•, en agua 

desion1::.ada y aforar a 500 mL Guardar a 4°C. 

11.- 5L1lfe.to ae cobre 1.0'l.. 

Pesar l:O g de-sulfato de cobre, disolverlo en 

agua desionizada y aiorar. a 1(1(1 ml. Guardar a 4°C. 

12.-.Tartrato de sodio y potasio a1 2.0Y.. 

Pesar 2.0 9 de tartrato de sodio y ootas10, 

disolver en agL1a ·ctesion1::ad.:l y aforar ~ 11)0 ml. 

ÜL1ardar a 4°C. 

En el momento de usarse mezclar 1:1 sulfato de 

cobre m~s· tartrato oe sodio y ~otasio. 

Reactivo alcalino: 25 ml de ( 10) m¿'°s o. 5 ml 

de la n1ozcla anter1dr. 

13.- Reactivo de Fu11n C1ocalte~u. Diluir 1:2 con a9ua 

des1onizad? ~l momento ce usarse. Gua.rd~r en 4ºC. 

+ rr·e1t..;lllllt:1nr.o '.:!R l~~.;, !!1§.!.!L~ Q§. :fü!Jlb,3. 

14.- hcid1J t:t1:ét1cu 1).1 M, N.:tC! 0.5 M. 
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· Acido acé"Cico qlac1al; PM.' 60.05, pureza ?9· 7"/.. 

Tomar 0.3 ml de la solución concentrada de ácido y 

disolver en C1.Qt.1~' des1onJ..:aaa. 1'Jc.i.Cl, pesar t.462 q y 

mezclar con el iic100. aiorar a 51) ml. Guardar a 4°C. 

15.- Ac1d~ acé~1co ú.1 M NaCl 1.0 M. 

1omar 0.3 ml del áciao acét:ico, pesar 2.99 9 de 

\\laCl, d1sol·1er en aqLta des1on1.:aa.; y· aiorar .a 51) 

ml. Guardar'· a 4°C. 

16.- Acida ac~~1co O. l M, NaCl 3.0 M. 

Tomar 0.3 ml ae ác:1do acético más 8.76 g d~ .l'JaCl. 

disolver en agua aes1aniz~aa y aforar a 51) mL 

Guardar a 4oC. 

17.- &t.1ffer c1t:rato-fosfatos 12.5 mN pH 3.8, NaCl, (•.5 M. 

Al Acido cít:rica;· PM. 192.1, Pesar 0.4eú¿ g 

disolvt:?r en· a.gLta des1on1zada y aforar a lt)U mL 

cene. final 25.0 mM. 

BJ Fosfato de sodio dib~s1co; FM. 358.157. Pep~r· 

0.895 g disolverlos en ague\ des1on1zada y aforar é..• 

lc)O· mi. La"conc. final es de 25.(1 mM. 

En el potenciómetro D9re9ar CBJ 'sobre [AJ ha:c;c:i 

lleC)ar a pH 3.8. Pesar 1.02~7 q de NaCl disolverlo 

en buffer citratos y atorar a 100 ml. 

com.:E!ntrac1on T1nal es de 12.5 ml-1 del llu1'fer. 

Gua~·clar a .:¡ºC. 

lt3.- lk'c-"" 2.t) M. 

Ur~a; t=·M. bc).t;159. Pesar e.1) q, d1solver en agua 
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.:.\l'or·ar· a 5ú ml. GL1arúar a i.f-\. 

Pesar 12.1)1 q. d1so1Ver en aqL1a des1on1=attlll. y 

atorar a 50 ml. Guardat~ a l.~ • 

. 20.- Clot·n1drato oc quan1dina 1.fJ ,M. 

Clorhidrato oe gt.1~nid1net grado 1, anhidro; Pl'I. 

95 •• 5..i. P'ct5t?.r 4 .. 77 g, .:i1soi.·,..-=r en o:.\CJLla a~-=1or1J .::.HJ1<1. 

~iarar a 30 n11 .. Gu~1·d~r a 4°C. 

~1~- Cloril1drdto de q1Jan1dina 2.u ~. 

¡:.-esar 9.5'5~ 9• disolverlos en a91..1a des1oniz~t.1M y 

aior-ar a s...:i ml .. GLtat•ciar a 4°C. 

:;..2.- Clortl1dratlJ .Jsi \1uan1d111d ·~.(I f"i. 

Pesar~ 1=7.1(1 g, disolverlos en .:-.gua aesion1;:ada y 

aforar a 50 ml. GL1ard¿1r a 4° C. 

23.- ·NaCl l.(1 N. 

NaCl; PM. 58.44. Pesar• 2.9:22 g disolverlos en ac;.ua 

desion1;:ada y aforar a 5(1 ml. Guardar a 4ºC. 

24. - NaCl 3.'0 1'1. 

Pesar• 8. 76 q, disaolver "en aguá desioni:ada y 

aforar a 50 ml. Guardar a 4° C. 

ZS.- NaCl 5.•) M. 

Pesar 14.61 q, disolverlos en aqua desionizada y 

aforar a 50 ml. Guardat~ a 4° c. 

26. - Bu iier. CC'\rbon~-t;os t). 1 M pH 9 :5. 

A) Ca•"'bone\to di::-o soo10: f'l'I. HrS.99"3, Pesar 21.19 g. 

disolverlo-:; en a¿u~ a~s1on1::._:1na ~'afer¿·• a ! 1:11) ml. 

B> fHcarbt>ric3"cc cie sodio: r·M. 2•1.t.'..11. f-·l::'.:;ar· 8. 401 ·g, 
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disolverlos en aQL\a desiontzada y atorar a. iOO ml. 

En el potencadmetro •ñaa1r LBJ a. la soluc'ión CHJ 

hasta lle9ar a pH de 9.5 tomar s •. o mi de h 

solucidn anterior y •farar ·a 50 1nl. l• cene• final 

es de 0.1 M pH 9.5. 

* Precipft~c1~n 9.,g mmunoglooulinas. 

27.- :ci1uc::1Jn saturada de ~ul'fi\to d~ amonio CSÁSJ. 

Pasar 750 -~I da sulfate de amonia, disolverlas en. 

1.0 1 de aqu• desionizada Ca matur•ciónJ." Antes de 

usar aJustar el pH de la soluc.idn a 7.4 con NaoH 

0.1 N. Almacena.- a T.A. 

28'- Eluffer boratos 50 mM pH 9;5. 

Acido bdrico 0.2 M; PM. 61.B. Pesar 12;3ó g, 

di&olverlos en agua desioni::ada y aior~r a 1.0·1. 

Burá.--: '?·05 M, e.qu1vala • o.:z 11 de borato de 

sodio: PM. 381.4. Pesar 19.(t7 g, disolverlos en at;iuc:\ 

desioniz•da y aforar a 1.0 l. 

· Añadir el boráx al ;(cido bc5r1co hasta que el pH 

sea de a. 5. Tomar 251) rnl y l leVé\r" a 1. O 1, la 

cene. final es de 5(1 mM a PH B.5. 

* Hci::i'.lac1c5n ~ ~ DEAE-celulasa. 

29.- HCI v.5 N. 

Acida clot"'nfdt·ico: PM. 36.46. Puer::1.."\ 35.7i'~" tomi!\r 

20.9 cnl de la solucid'n con¿1?ntrac::ia, disoiver E!n agua 
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des1oni.::aaa y aT_orar a 500 ml. tHmaceriar • T..A. 

30.- Fosfato 1ncnob-'sico de potasio V.3 M. 

FQsfato de potaaio monob~sico1 PM. 136.091. Pesar 

20.41 9•. disulvttr en aqua C1e$1orli:::ada y a'forar d 

500 ml. Guardar· • 4•c. 
31.- NaOH. 0.3 N. 

Hidróx id.o de soC1101 f'M. 40.01. Pesar 2(• q, 

disolverlos en a9ua des1oni~•da y aforar ¿i,. S(H.1 m¡. 

guardar a T.~· 

32.- NaOH O.C1S N. 

Tomar ll)t) ml de l• solución de NaOH 1). 5 N y a-fot•r.H' 

" 1.0 l. ¡¡uardi>r" T.k. 

* Puri.Tic:actón de !9.§ Q2 ~ QS?J:. crcmatoorafi.~ !)~ 

J.Dtercambio i6nico. 

33.- Buffer fosfatos Cle sodio 17.S mM pH ó.3. 

A> Fasfata de sod1c monoosfsico (l. 7 l'liPM. 137. ;:;:~ .. 

F't1sar 48.29 . g, disolver. en aqua des1on1.;..:.:1.aa y 

'.aforar a 500 mi. 

8) FosT.tto d ib:ás1co oe sodio' 1),. 7 M; PM. :268 .. (18. 

Pesar 93.B~ fh disolver en agua desionizad~ y 

a·torar • 500 ml. 

En el potenciómetro atlaait• CBJ sobre la -:;oluc1~n 

CAl hasta lle9~r a ph de 6.3. Diluir 1:40 el buf1~r 

imterUJt". Preparar 2.0 l. Guardar a· T.A. 

34.- Buff~r fo&f~tos de sodio 0.2 M cH &.~. 

A> Fosf~to de sodio 1!HJnotJásico •). 7 M. 
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B>Fus1a.to de sodio dibds1co. o.7 M. 

La solución CAJ se a.ña.oe sobre la CBJ hasta llegar 

a pH efe B.O. Diluir 1:3.5 con aqLtc:\ desion1zat1a. 

Preparar 500 ml. Guardar a. T.A. 

"* CoriJugació'n ·~ l..9§. de conejo ª 5epharosa. 

35.- Carbonato de sodio :.2.0 M 

Carbonato de sodio;PM. 105.9.93. f'esar 5.:Z.99 9. 

disolverlos en a9ua desionizada. Almacenar a T.A. 

36. -Buffer carbonatos 1. O M CSol. baseJ. 

37. 

Bicarbonato d~ sodio;· PM. 84.01. Pesar 42.0 q, 

disolverlos en agua desion1z.9da y aforar a 500 ml. 

Diluir. el carbonato de sodio 1:2. En el 

potenciáme-cro se ar'rade el carbonato al bicarbonato 

hasta l leqar a pH 9. 5. Y aparte se p"repara o'tro 

bufier a pH 10.0. Guardar a 4ºc. 

BLtf·fer carbonatos l). l M pH 9.5. 

Diluir · 1: 10 ·el buffer carbonato~ 1. o M pH 9.5. 

Guardar a· 4°c. 

38.- Buffer carbonatos (1.2 M oH 9.5. 

Diluir 1:5 el buffer carbonatos 1.0 M oH 9.5. 

39.- Buffer CL-trbonatos Ct.1 M pH t(I. 

Diluir 1:10. el buffer carbonatos 1.0 M pH. 10. 

Guardar· i\ 4°C. 

40.-Buffer ac:etc.\tos 1).J. M pH 4.0. NaCL 1).5 M. 

Acetato de s.od10 0.2 M; F'M. 1:..;6.(18. Pesar 2. 761 .9• 
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disolverlos en a9ua des1on1=ada y aforar a 100 ml. 

Acit.Jo ~cétii:o gJ..acial 0.2 M; PM. 60.11)5. pureza 

99. 7i:. Tomar 5. 7 ml y aforar a 10(1 ml con agua 

desionizada. Mezclar en el potenci~metr:o el •cetato 

en el ác1Co a.c.Jt1co hasta llegar a pH de 4.0. 

Disolver el bt,tffer 1:2 ar-adiando 14.61 Q de ÑaCl y 

aforar a 5(•0 ml. Guardar a. 4•c. 

41.- Urea 2.0 M. ldaCl 0.5 M. 

Urea; PM. 60.06. P.esar 3Ci.03 9, disolver el agua 

ces1oniza.da Junto con 14.61 Q de NaCl, a·Torar a 25(1 

ml. Guarc~r a T.A. 

42. - Bromuro de e ianóqeno 2. O 9/ml .• 

/1í1~dir, .. 5(1 ml de a.cetonitrílo al bote de 100.g de 

bromuro de c:1anóqeno. La cene. final es de 2.0 

9/n1l. Guardar a -20°c 

43.- Glicina 2.25 M. 

Glic1n~; PM. 75.1)7. Pesar 8.44 q y disolverlos en 

buffer carbonp~os (1.1 11 pH 9. 5. Aforar a 50 ml. 

Guardar a. 4°C. 

44.- 8ufTer Tos·fatos 0.1 11 pH 7.0. con Glutarald~hÍdo 

al 1.2s:·~. 

Fosfato dt? ~odio ~nt:inobás1co O. 7 M. 

Fosf~to d~ ~od10 d1bds1co 0.7 11. 
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Añ~as.t" al Tosr~to dibJs1eO el fosf¿\to moncc4s1co 

has,;a llegar a pH de 7 .• ci. Tomar o. 72 ml del buffer 

m.!s 1). 25 ml de qlutaraddenldo al 25 "· y aforar ~ 

5. O ml. Guat"d~r a 4° c. 

NaCl; FM. 56 • .1.f.'-l. Pesar ú.9 q, disolverlos· en aqua 

e1es1on1;:.ttda y aforar a lO(t ml. Gl1aroar a 4?t... 

4é>'• - S1..\ífer carbona too:¡ i;t·.1 M pH "?. 5. 

User el r-iec:ho para la ac'tivación de seoharosa. 

·47.- Lisina 0.2 M. 

Lisina: FM .. 18:2.65. t=~sar 0.91:32 g, disolverlos en 

b\.'\f:fer;" carbona.tos (l. lM PH 9. 5. y aforar a :?5 ml. 

Guardar a 4°c. 

* 'ensavo inmunoenzimático. 

48.- Butter carbonatos 0.1 M pH 9 .. 5. 

Diluir lt10 el buff~r 1.0M pH 9.5. 

49.- Gelatina 0.5%. 

Pe'sar 0.125 g de Qela.tine. y aísolver en F'9S, 

atorar a 25 ml. Preoarar ~ntes de usarse. 

50.- PE<S-Tween :w al •).057.. CFf.S-TJ. 

50 ml de b1..1ffer fostatos 30(J mM m4ú 50 ml de Na:Cl 

3. 08 M m~s O. 5 ml de T1>1een 21); Me:clar v aforar a 

1.0 l. &uardi.H"' ét 4ºC.. 

51.- Buffer c1tratos'('(.32 M PH 6.2. 

Ac:iuo cftr1c·o 0.::.::2 M;PM. tt;2.1. r·es8r 6."14 9, 
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d1·solverloS en ar;11 • ..1a des1on1::ada y aforar a 100 ml. 

Fosfato de pot.ns10 dibás1co 1) • .32 M: PM. 141.965. 

Pesar 9.2'.3' 9. disolverlos en a9u~ des1ordzad~ Y 

aforar a 250 ml. Mezclar en el oot~nciómetro 

afiad1e'ndo el fosfato al ct'cido cítrico hasta llegar 

a µH de 0.2. Guardar a 4°C. 

52.-Sustrato revelador touJ. 

'Se prep~ra en ia Ob!icur1dad al momento de usarse. 

Pesar 5.(.1 mg de o-feni lendiamina [opJ. disolverlos 

en aqua oes1on1zado, afia~1r 12t.i JJl Ue buffer 

c1 tratos o. ~2 M oH 6. 2. m~s 100 }J.l oe .Peró:aoo de 

h1dró'qeno al 1.21. [el perÓ¡:ido ~e hidróqeno se 

prepara a partir del· reactivo comercial que viene 

al 30:1.1. 

53.- Acido sultL~rico 4.0 N. 

Hcidci sulflirico: PM. 98.0B~ p'ureza 99.7'l.. Tomar 

54. b ml. disolverlos en agua des1on1z·ada y aforar a 

soq m.1. Guárdar .ª T .• A. 
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