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RESUMEN 

En trofozoítos de E. histol yt ica HK9 lisados con SDS s e 

desencadena una degradación proteínica <autoproteólisis) 

i nmediata y extensiva, ya que en muestras de dichos lisados 

se ob s erva un patrón electroforético simple con una proteína 

remanente principal de 113 kDa que por calentamiento se 

disocia en otras de 31, 33 y 41 kDa. Esta autoproteólisis es 

estimulada por ~ DS, y parece deberse a actividad de cistein-

proteasa CCP> ya que es reac t ivada por 2-mercaptoetan o l 

C2ME), e inhibida con reacti vos de grupos tiol como el p-

hidroximercuribanzoato CpHMB>. En las proteínas remanentes 

hay a ctividad de gelatinasas de 113 kDa, 56 y 31 kDa. Las CP 

de E. ~is~olytica HK9 parece tener un precursor únic o y 

productos con pesos moleculares menores y heterogéneos 

re sul tantes de disociaci ó n y ~ro cesamiento <o degradación). 

Por estos antecedentes nos propusimos caracterizar el 

proceso de autoproteólisis en tres cepas de E. histolytlca de 

virulencia conocida --HM1 <muy virulenta> y HM3 y HK 9 

Cmoderadamehte virulentas >--, así como en otras tres especie s 

del género Entamoeba <E. invadens, E. moshkovskii y E. 

histolytica-like>. En caso de ocurrir la autoproteólis is 

inmediata en las cepas de E. 
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En trcfozoitos de E. hístolytfca HK9 lisados con SD5 se

desencadena. una degradación proteïnica (autoproteolisìsì

inmediata y extensiva, ya que en muestras de dichos lisados

se observa un patrón electroforetìco simple con una proteina

remanente principal de 113 kDa que por calentamiento se

disocia en otras de 31, 33 y si kba. Esta autoproteólisis es

estimulada por JDS, y parece deberse a actividad de cìstein-

proteasa (CP) ya que es reactivada por 2-mercaptoetancl

(EME), e inhìbida con reactivos de grupos tio! como el p-

hidroxìmercuribanzoato (pHHB). En las proteínas remanentes

hay actividad de gelatinasas de 113 kDa. 56 y 31 kDa. Las CP

de E. -histofytica HK9 parece tener un precursor único 3

productos con pesos moleculares menores y heterogeneos

resultantes de disociación y procesamiento (o degradación).

Por estos antecedentes nos propusimos caracterizar el

proceso de autoproteólìsis en tres cepas de E. hƒstoìytƒca de

virulencia eenueiaa --HH1 (muy virulentai y HH3 y Hrs

(moderadamente virulentasì-~, asi como en otras tres especies

del género Entamoeba (E. ƒnvadens, E. mcshkovskiï y E.

hƒstoƒytƒca-like). En caso de ocurrir la autoproteólìsis

inmediata en las cepas de E. hístoƒytica y en las de
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temperatura ambiente, 

como ocurre en HK9. 

veriamos si también era mediada po r CP 

De ser cierta esta hipótesis, también 

caracterizaríamos las CP más 

gelatinasa de cada cepa. 

importantes con activi dad d e 

Para caracterizar la actividad autoproteolftica de los 

lisados de trofozitos de 1 as cepas de E. histolytica 

mencionadas, asi como de las cepas de E. invadens PZ e IP101, 

de E. moshkovskii FIC y de E. histolytica- like Laredo, usamos 

geles de SDS-poliacrilamida 10% que teñimos con Azul dE 

Coomassie. 

Para caracterizar las gelatinasas empleamos "geles de 

sustrato", que se obtiene mediante la copolimerización de 

gelatina-SDS-poliacrilamida; la aplicación de muestras de los 

lisados am1b1anos a estos geles es seguida de incubación y 

tinción con Azul de Coomassie. Las gelatinasas . provocan la 

aparición de bandas claras en los sitios del ge l donde se 

localizan dichas enzimas. 

Encontramos que en los lisados no hervidos de las tr t?S 

cepas de E. histolytica quedó una protefna remanente 

princtpal de 113 kDa, que por cal entamie nto se disoció en 

otras tres prote ínas de 31, 33 y 41 kDa. La actividad 

autoproteolitiqa en las tres cepas fue mediada principalmen te 

por CP, porque fue inhibida con pHMB y estimulada con 2ME. 
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temperatura ambiente, veríamos si también era mediada por CP

como ocurre en HK9. De ser cierta esta hipótesis, también

caracterizariamos las CP mas importantes con actividad de

geiatinasa de cada cepa.

Para caracterizar la actividad autoproteolitica de los

lisados de trofozitos de las cepas de E. histoƒytíca

mencionadas, asi como de las cepas de E. ƒnvadens PZ e IP10i,

de E. moshkovskƒi FIC y de E. hístoƒytica-like Laredo, usamos

geles de SDS~poliacriiamida iüä que tefiimos con Azul de

Coomassie.

Para caracterizar las gelatinasas empleamos "geles de

sustrato", que se obtiene mediante la copolimerizacìón de

gelatina-SDS-pcliacrilamida; la aplicación de muestras de los

lisados amibianos a estos geles es seguida de incubación y

tinción con Azul de Coomassie. Las gelatinasas provocan la

aparición de bandas claras en los sitios dei ge! donde se

localizan dichas enzimas.

Encontramos que en los lisados no hervidos de las tres

cepas de E. hístcƒytfca quedo una proteina remanente

principal de 113 kDa, que por calentamiento se disoció en

otras tres proteinas de 31, 33 y di kDa. La actividad

autoproteoiitica en las tres cepas fue mediada principalmente

por CP, porque fue inhibida con pHMB y estimulada con EME.

sia

TESlSHBC.90



En geles de sustrato, las CP más potentes de HMl y HM3 fueron 

tres, de 56, 80 y 33 kDa y de HK9 fue una de 56 kDa. 

Por otro lado, en los lisados de las cepas de 

temperatura amb i ente CPZ, IP101, FJC y Laredo) también 

ocurri ó autoproteólisis inmediata y extensi va, que en su 

ma yor ía pareció ser mediada por CP, dejando unas cuantas 

proteínas remanentes cuyo patrón electr of orético también f ue 

carac terístico para cada cepa. Las CP más potentes fue ro n 

las siguiente: en PZ dos de 40 y 48 kDa, en IP101 dos de 32 y 

36 kDa, en FIC una de 28 kDa y en Laredo una de 40 kDa. 

Nuestros resultados indican que Ja autoproteólis is 

inmediata y exte n siva es una c aracterística compartida por 

la s cuatro especi e s del género Entsmoeba analizadas y que e n 

todas ·el l.,as es mediada pr-incipalmente por CP. Est o s 

ha! Jazgos q u izás implican que la CP puede tener un ancest ro 

común en el gén e-~ro Ent amoeba. La detección de gelatinasas de 

diferentes pesos moleculares en todas l as c epas analizadas , 

parece deberse tanto a disociación de precu r sores de ma yo r 

peso moleculares como a procesamiento ( o degradaci ón ) 

proteolitico de las mismas, como ya se habla encontrado en E. 

hi stolyti es HK9. 
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En geles de sustrato, las CP más potentes de HM1 y HM3 fueron

tres, de 56, BO y 33 kba y de HK9 fue una de 56 kDa.

L Por otro lado, en los lisados de las cepas de

temperatura ambiente (PZ, lP101, FIC y Laredo) tambien

ocurrio autoprotedlisis inmediata y extensiva, que en su

mayoria parecio ser mediada por CP, dejando unas cuantas

proteinas remanentes cuyo patron electroforético también fue

característico para cada cepa. Las CF más potentes fueron

las siguiente: en PZ dos de flü y ¿B kba, en IPi01 dos de 32 y

36 küa, en FIC una de 28 küa y en Laredo una de 40 kDa.

Nuestros resultados indican que la autoproteolisis

inmediata y extensiva es una caracteristica compartida por

las cuatro especies del género Entamoeba analizadas y que en

todas 'ellas es mediada principalmente por CP. Estos

hallazgos quizas implican que la CP puede tener un ancestro

común en el género Ehtamoeba. La deteccion de gelatinasas de

diferentes pesos moleculares en todas las cepas analizadas,

parece deberse tanto a disociación de precursores de mayor

peso moleculares como a procesamiento fo degradación)

proteolitico de las mismas, como ya se habia encontrado en E.

hístolytfca HK9.
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INTRODUCCION 

A. ANTECEDENTES GENERALES 

1. Amibiasis 

La a mib iasis es una infecci ón p ri maria del intestino grues o 

humano cau sada por el pr otozoario parásito Entamoeba 

histolytica, la c ual puede ser l uminal o i nvasora. En l a 

amibiasis luminal e 1 par¿sit o vive como comensal en l a luz 

del intestino sin inducir sin t o mas ni daño aparente. L a 

amibiasis invasora ocurre cuando las amibas invaden y 

destruyen la mu co sa intestinal produ c iendo desde peque r.a s 

ulceraciones superficiales, hasta necrosis confluente de gra n 

parte de la mucosa en la c olitis amibiana f ulminan t e 

(Elhence etw al., 1979). 

La amibiasis inte sti nal in vasora tiene diferentes formas 

de evolución, entre las cuales destaca la diseminación a 

través de la ven a porta que puede llegar a producir lesio n es 

e x tr aintestina les e n el higado, 1 !amadas abscesos hepáticos . 

En las lesiones hepáti c as amibia nas ini c ialmente h a y 

a cumulación de neutrófilos, linf o c i tos e 

gra nulomatos as; si las lesiónes se extienden, 

infi ltraciones 

el parénqu i ma 

hepático es susti tuido por mate ria l necróiico con trofozoit o s 

en la pe rifer ia. La ausencia de trofozoitos en el centro de 

las l esiones se ha interpretado com6 resul ta do de la muerte 
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A. ANTECEDENTES GENERALES

1. Amibiasis

La amibiasis es una infeccion primaria del intestino grueso

humano causada por el protozoario parásito Enramoeoa

hísfolytfca, la cual puede ser luminal o invasora. En la

amibiasis luminal el parásito vive como comensal en la luz

del intestino sin inducir sintomas ni daño aparente. La

amibiasis invasora ocurre cuando las amibas invaden y

destruyen la mucosa intestinal produciendo desde pequeäas

ulceraciones superficiales, hasta necrosis confluente de gran

parte de la mucosa en la colitis amibiana fulminante

(Elhence et al., 1979).

La amibiasis intestinal invasora tiene diferentes formas

de evolucion, entre las cuales destaca la diseminación a

través de la vena porta que puede llegar a producir lesiones

eatraintestinales en el higado, llamadas abscesos hepáticas.

En las lesiones hepáticas amibianas inicialmente hay

acumulación de neutrofilos, linfocitos e infiltraciones

granulomatosas; si las lesiones se extienden, el parenouìma

hepático es sustituido por material necrotioo con trofozoitos

en la periferia. La ausencia de trofozoitos en el centro de

las lesiones se ha interpretado como resultado de la muerte
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del parásito junto con el tejido <Brandt y Pérez Tamay o, 

UHO; Tsutsumi et al., 1984 y 1988; Martinez-Palomo, 1989). 

2. Ciclo de vida de E. histolytica 

E. his t alytica pasa por tres estadios sucesivos: quist to> , 

prequiste y trofozoito, siendo este último la forma móv il 

del parásito <Martinez-Palomo, 1989). 

Los trofozoitos viven en la luz del intestino, son 

e va cuados en las heces fecales y mueren rápidame n te fuera del 

intestino debido a su fragilidad y susceptibilidad al medi o 

ambiente. 

El prequiste se caracteriza por la presencia de barras 

cromatoides y por secretar rápidamente una pared qufstica 

delgada. y hialina constituida por capas concéntricas de 

q u itina <Arroyo-Begovich et al., 1980, Avron et al., 1983). 

prequ1ste tiene cuatro núcleos, las bar r·as 

cromatoides desparecen para dar lugar a l qui~te. Las for·ma.s 

infecciosas de E. histol ytica son los quistes tetranuclead 6s 

resistentes a l a desecación y al jugo gást r ico que asegu ran 

la p:c-opagación del parásito <Lushbaugh, 1988 ). 

3 . Epidemiologia de la amibiasis 

La infección por E. hlstolytica tiene amplia distribució n. 

Oc urre tanto en los paises desarrollados de clima templado o 
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del parásito junto con el tejido (Brandt y Perez Tamayo,

IQTO; Tsutsumi et al., 198d y 1985; Martinez-Palomo, 1989).

2. §iclo_dg_vida gg E. hístoƒytica

E. hístolyfiica pasa por tres estadios sucesivos: quiste,

prequiste y trofozoito, siendo este último la forma móvil

del parásito (Martinez-Palomo, 1989).

Los trofozoitos viven en la luz del intestino, son

evacuados en las heces fecales p mueren rápidamente fuera del

intestino debido a su fragilidad y susceptibilidad al medio

ambiente.

El prequiste se caracteriza por la presencia de barras

cromatoides y por secretar rápidamente una pared quística

delgada_y hialina constituida por capas concentricas de

quitina (Arroyo-Begovich et al., 1980, avron et al., 19831.

fuandc el preouiste tiene cuatro nucleos, las barras

cromatoides desparecen para dar lugar al quiste. Las formas

infecciosas de E. hƒstolytica son los quistes tetranucleados

resistentes a la desecación y al jugo gástrico que aseguran

la propagación del parásito lLushbaugh, 1988?.

3. Epidemiología de la amibiasis

La infección por E. histolptïca tiene amplia distribución-

Ucurre tanto en los paises desarrollados de clima templado o
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frío, como en los - PB~ses tropi ca les ~n v{a~, d~ desar roll e ; 

sin embar-go, es más fr·ecuente en estos ú·l.t imo s .(M,ans on-Bahr· y 

Apted, 1982; Muñoz , 1989 ) . 

La infección puede ocu ~r . ir 8 . t r avés de la ingestión de 

alimentos contaminad os · con qui stes , principalmente por 

manipu l ación de ali ment o~ y n~gli g encia en el l avad o , a sf 

como por aguas contaminadas y por · cont acto fecal-o ral <Mu~oz , 

198~1)¡ sin emba:r· go 

de la amibiasis por 

no hay dat o~ epidemiológicos suf.icientes 

la falta . de p rue ba ' de diagnósti cu 

estandarizadas y c ompa ra ble s , (Walsh, 19~6) • . 

La infección se presen ta c uando el ho~peder9 ingie r e 

qu i stes maduros y ést os eclosionan en el · íleon dando 1 ugar 

cada uno a cuatr o améb ul as uninucle adas , . las cual e? ., llegan al 

intest}no grueso y ahi se di v iden . por fisión binari a dando 

lugar a varios trofozoftos CMar tinez-PalomQ~ ~ 1989). E:stos 

p ueden vivir y multiplicaf se indefinidamente en las cr iptas 

de la mucosa del intest i no grueso pa r a co l onizarlo formar 

quistes, con l o que se completa el ciclo biológico <Albac~ y 

Bo o den, 1978). 

-;..:.- . ... 

4. Patología de la am ibiasis 

Walsh <1988) estimó hace seis a~o s que, en ~~~ époc~ , en t odo 

e 1 mu n d o s e en con t raba n i n f e c ta dos u n o s .5 O.O m i 1 .1 o ne s, d e 

personas con E. h is.tolyti ca , . :de 1 os cua,Je.s en un año 40 
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frio, como en los paises tropicales en vias de desarrolle;

sin embargo, es más frecuente en estos últimos (HansonePahr y

Apted, 1932; Muñoz, 1989l.

La infección puede ocurrir a traves de la ingestión de

alimentos contaminados con quistes, principalmente por

manipulación de alimentos-y negligencia en el lavado, asi

como por aguas contaminadas y por contacto fecal-oral (Muñoz,

1989); sin embargo no hay datos epidemiológicos suficientes

de la amibiasis por la falta_ de pruebas de diagnóstico

estandarizados y comparables (Walsh, 1988).

La infección se presenta cuando el hospedero ingiere

quistes maduros y éstos eclosionan en el- ileon_ dando lugar

cada uno a cuatro amébulas uninuoleadas, las cuales llegan el

intestbno _grueso y ahi se dividen por fisión binaria dando

lugar a varios trofozoitos fHartinez~Palomo,, 1989): Estos

pueden vivir y multiplicarse indefinidamente en las criptas

de la mucosa del intestino grueso para colonizarlo formar

quistes, con lo que se completa el ciclo biológico (Albach'y

Booden, 1978). - - s.

4. Patologia de_la amìbiasis . _

Walsh (1988) estimó hace seis años-que, en esa epoca, en todo

el mundo se encontraban infectados unos 500 millones. de

personas con E. hƒstolytíoa, ,de los cuales en un año AO

TESlSHBC.9ü 1
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millones desarrollaron colitis o abscesos hepáticos y 400,000 

murieron por la enfermedad. 

En la actualidad se han caracterizado diferentes cepas 

de E. hfstolytfcs y se ha visto que las hay más o menos 
·· ..... 

virulentas. Orozco et al. <1983 y 1987) y Mattern et al. 

<1977a y b, 1976> encontraron que la virulencia amibiana, 

medida como la capacidad de los trofozoitos para producir 

abscesos hepáticos en hámstéres, correlaciona con su 

capacidad de destrucción de diferentes lineas celulares en 

cultivo. La virulencia también parece correlacionar con la 

capacidad de eritrofagocitosis <Trissl et al. 1977 y 1978; 

Orozco et al., la susceptibilidad de las amibas para 

aglutinarse en presencia de concanavalina A <Trissl, 1983) y 

su .cohtenido de enzimas proteoliticas <Gadasi y Kobiler, 

1983; Lushbaugh et al. 1 1984; Gitler et al., 1984; Gitler y 

Mirelman, 1986; Scholze y Werries i986a y b; Keene et al., 

1986). 

B. . ANTECEDENTES D .1 RECTOS 

1. Protea1a1 de parA@ltos 

Las proteasas juegan un papel importante en la patogénesis de 

las enfermeda~es parasitarias, ya que facilitan la invasión 

de los tejidos del hospedero CCoombs, 1982). También ayudan 

a los parAsitos a evadir la respuesta inmune y evitar la 
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millones desarrollaron colitis c abscescs hepaticos y âO0,00ü

murieron por la enfermedad.

En la actualidad se han caracterizado diferentes cepas

de E. hƒstoƒytios y se ha visto que las hay mas o menos

virulentas. Drozco it al. (1983 y 1987) y Hattern et al.

(19??a y b, 1978) encontraron que la virulencia amibiana,

medida como la capacidad de los trofozoitos para producir

abscesos hepáticcs en hamsteres, ccrrelaclona con su

capacidad de destruccion de diferentes lineas celulares en

cultivo. La virulencia también parece ccrrelacicnar con la

capacidad de eritrcfagccitcsis (Trissl et sl. 1977 y 1978;

Orozco et al., 1983), la susceptibilidad de las amibas para

aglutinarse en presencia de ccncanavalina A (Tr1ssl, 1983) y

su -cchtenidc de enzimas prcteoliticas (Gadasi y Kobiler,

1983; Lushbaugh et al., 198o; Gitler et al., 1984; Gitler y

Mirelman, 1988; Scholze y Werries 1986a y b; Keane et al.,

1986).

n. Anrscsbsurss nlnscrns

1- 
Las proteasns juegan un papel importante en la patogénesis de

las enfermedades parasitarias, ya que facilitan la invasion

de los tejidos del hcspederc lCocmhs, 1982). También ayudan

a los parllitcs a evadir ll respuesta inmune y evitar la
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coagulac i ón de J a sangre ( Mcl<e r r ow., 1989 ; Mae d a e t al .• 

19 :39 ). C'.azzulc· et al. (1990 ) en contr a r on e n Trypanos o ma 

cruzi una "cruzipalna" que hidr ol iza péptidos sintéticos q u e 

contienen argi ni na, fe n i Jalanina, val ina o l e ucina . L s.s 

esquistos ó mulas d e Schistoso~a mansoni se c re tan do s proteasa s 

de 28 y 80 kDa que degradan caseina, ge la tina y a los 

componentes C3 y C3b del domplemento hú mano CMarikovsk y et 

¿¡ l . ' i Q88) • Mckerrow et a l '1985) purifica rDn dos proteas a s 

de i::erca.r ias de S. mansoni , una de 30 kDa (depe n dien t e de 

Ca·•> y ot :C'a de 17 kDa <ser in-dependiente ) ; la segunda pare c e 

ser producto de la autoproteólis i s del 

el ;::•. st.lna, azoco!! y gelati na . Lo c kwo od 

en co ntraron que Trichomonas vaginalis y 

liberan va~ias cistein - p rot e a s as 

nut ri ción del parásito. Reci E: n temente ·, 

pa r ás t to y degra d a 

e.t a l. ( 1984 y 19871 

Tri c hom o nas. ÍOE! t.us 

imp l ! c adas en 1 3. 

North et a l. ( 1990) 

c a r-ac t er· i 2aron l as CP m~s potent es de T. vagina li s, con pe sos 

mo leculares de 20 , 28, 38, 68, 76 y 96 kDa . 

Lelshmania major y L. me xi c ana c on t ienen un 

g luc o prot efna de 6 3 kDa que par ece ser una me t alo prote 1na 

( Hernández et al., 1989 ) . North y Coombs ( 198 1> encon traron 

11 bandas de actividad proteolitica, en L. me x i cana la 

ma y oría de las c uales fueron CP. Coombs (1982) en6ont ró que 

l os amastigotes de L. mex i cana tienen 20 veces más a ctivi d ad 

de CP que los promastig o te s l a c ual inter~iene en el 
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coagulación de la sangre iMcKerrow. 1989; Maeda et al..

1939). Caeeulo et al. (19Q0? encontraron en Trypanosora

cruzƒ una "cruzipaïna” que hidroliza péptidos sintéticos que

contienen arginìna, fenilalanìna, valina o leucina. Las

eequietoeomulae de Schfstoeoma mansoni secretan dos proteaeae

de EB y 6@ küa que degradan caeeina. gelatina y a loe

componentes C3 y C3h del complemento humano {Marikoveky et

¿l_, 1933). Hefierrow et al (1985) purifìcaron dos proteaeae

de ggpgarias de S. mansoni. una de 30 küa (dependiente de

Ca**) y otra de 1? kDa (eerin-dependìentei; la segunda parece

eer producto de la autoproteólieis del parásito y degrada

elaetlna. aeocoll y gelatina. Lookwood et al. i1QBú y 198Ti

encontraron que Trƒchomonas vagfnalís y Triohomcnas. ƒoeioe

lioeran uariae cietein~pfoteaeae (CPE, implicadas en ia

nutricion del parásito. Recientemente. North et al. E1990?

caracteriearon las CP más potentes de T. vaginaƒƒs, con peace

moleculares de 20. 28, 38, BS. 76 y 96 kDa.

Leƒshmania major y L. mexicana contienen 'un

glucoproteina de 53 kDa que parece ser una metaloproteïna

iHernàndez et al., 1989). North y Coombe (1981) encontraron

11 bandas de actividad proteolitica. en L. mexicana la

mayoria de las cuales fueron CP. Coombe (1982) encontró que

los amastigotes de L. mexicana tienen 20 veces más actividad

de CP que los promastigctee la cual interviene en el

TESl5HEC.9O
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crecimiento y degradación de proteinas en los macrófagos de l 

ho spedero. Hadle y et al. (1983) y Lyon y Haynes <19 86 ) 

enc ontraron que l os trofozolto~, esquizontes y merozoitos de 

Plasmodlum fslciparum tienen actividad proteolitica de 2 8 , 
. ', 

35, 40 y 75 kDa; todas e l las, excepto la de 75 son CP . 

Los trofozoitos de Giardia lsmblia tienen dos proteasas 

de 105 y 40 kDa d e tectadas en gelatina-SDS-PAGE <Hare et a l ., 

1989) y Ancylostoms duodena/e segrega una proteasa de 36 k Da 

que disuelve los coágulos de fibrina <Hotez y Cerami , 19831. 

2 . Proteasas y virulencia de E. hlstolytlcs 

E l daño al tejido intestinal en la amibiasis invasor a 

requiere que haya penetración dé los trofozoitos a través de 

la m~qosa y la submucosa del intestino. Sin embargo, no s e 

conocen bien los mecanismos hlstoliticos del parásito. 

Uno de los facto es que se utili z a para e~p l i ca r la 

ca pacidad histolitica de las amibas es la pr oducción d e 

citotoxinas como la hemolisina <Said - Fe r ná ndez y Lópe z-

Re v illa , 1982, 1983 y 1988), la proteina fo r ma do r a de poro s -

- que se inserta en membranas natu r ales y arti f ic ia le s- -

<Lin c h et al., 1982; Young et al., 1982 ), estru c tu ras 

lisosomales, la citólisis por contacto <Radvin and Guer r a n t , 

1982> y las actividades cclagenolitica s < Mu~o z et al., 1982 y 

1984; Gadasi y Kessler, 1983>, asi como la producción de 
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crecimiento y degradación de proteinas en los macrofagos del

hospedero. Hadley et al. (1983) y Lyon y Haynes (1988)

encontraron que los trofozcitos, esquiaontes y merozcitos de

Pƒasmodium faiciperum tienen actividad proteolitica de 28,
U .

'L

35, 40 y 75 kDa¦ todas ellas, excepto la de 75 son CP.

Los trofozoitos de Giardƒa ƒambiía tienen dos proteasas

de 105 y ¿O kDa detectadas en gelatina-SDS-PAGE (Hare et al.,

1989) y Ancylcafoma duodenefe eegrega una proteasa de 36 kDa

que disuelve los coágulos de fibrina (Hote: y Cerami, 1983).

2. Proteagas 3 virulencia de E. hƒstclytƒca

El daño al tejido intestinal en la amibiasis invasora

requiere que haya penetración de los trofozoitos a través de

la mucosa y la submucosa del intestino. Sin embargo, no se

conocen bien ios mecanismos histoliticos del parásito.

Uno de los facto es que se utilisa para explicar la

capacidad hiatoiítica de las amibas es la producción de

citotoxinas como la hemolisina (Said-Fernández y López-

Revilla, 1982, 1983 y 1988), la proteina formadcra de poros -

-que se inserta en membranas naturales y artificiales--

(Linch et al., 1982; Young et al., 1982), estructuras

lisosomales, la citólisis por contacto (Radvin and Guerrant,

1982) y las actividades colagenoliticas (Muñoz et al., 1982 y

1984; Gadasi y Hessler, 1983), asi como la producción de

TESlSHBC.90
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proteasas que hid r oliza n caseína, gelati n a fibrina, ami lasa, 

amilopectlna y hemoglobina asf corno l a fosfatasa ácida, 

hidrolasas y la B-N - aceti l glu c osaminidasa <Jarumili nta y 

Maeg:i'aith 1 1954; Ne a 1, 1960; We rries y Mül ler, 1983 y 1986; 

Wi l hem et al. 1 1988; M1j! l e r y Werries, 1988). 

Gadasi y Kobiler C1 983 ) ; Lu shbaugh e t al. ( 1984) ; Kee n e 

et s. l. (1986 ) sugieren que la v i r ulencia del parásito pued e 

ser que al parecer esta mediada po r su capacidad de degrad ar 

p roteínas de la ma triz extracelular como colágena, lamini na y 

flbronectina, co mo redondea r y despegar c élu las e n 

cultivo; los mis mos investigadores e ncontraron que l a 

ae cf eción de enzimas proteo l1 ticas correlaciona con l a 

virulencia del parásito, ya que la cepa v ir ul enta HMl tien e 

ma yor acti v idad prote o litica q ue l a c epa HK9, 

modera da . 

3. Cistein - proteasas de E. histolytlca 

de virulen ci 3. 

Entre los efectos atribu ido s a la s CP amibianas se enc uentra n 

la de gradación de f ibronectina, l ami nina y elastina CKeen e et 

al., 1986) ' el ef ect o enterotóxico inducido al i nocu 1 s.r 

ext ractos am ibian o s en asas intestinales de rata CFeing old et 

al., 1985) , la degradación de c olágena I, espec1f icament e 

ent r e l os residu os Gly - Phe y G! y -Leu <Sch ul t e et al., 1987) ' 

la activación del p l asminóge n o (K eene et a l ., 1986) y el mEi 1 
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proteasas que hidrolizan caseina, gelatina fibrina, amilasa,

amilopectina y hemoglobina asi como la fosfatasa ácida,

hidrolasas y la B-N-acetilglucosaminidasa (Jarumilinta y

Haegraith, iQ5ú¦ Neal, 1950; Uerries y Müller, 1983 v 198€;

Uilhem et al., 1988; Müller v werries, 1988).

Gadasi y Kcbiler i1983); Lushbaugh ei al. (l984l; Keane

et al. (1985) sugieren que la virulencia del parásito pued e

ser que al parecer esta mediada por su capacidad de degradar

proteinas de la matriz extracelular como colágena, laminina s

fibronectina, asi como redondear y despegar celulas en

cultivo; los mismos investigadores encontraron que `a

eeefecion de enzimas proteoliticas correlaciona con la

virulencia del parásito, ya que la cepa virulenta HH1 tiene

mayor actividad proteolitica que la cepa HK9, de virulencia

moderada.

3. Q¿§§gín~prcteasa§ de E. hƒstolytfca

Entre los efectos atribuidos a las CP amibianas se encuentran

la degradación de fibronectina, laminina v elastina (Keene ot

al., 1956), el efecto enterotoxico inducido al inoculer

extractos amibianos en asas intestinales de rata CFeingold et

al., 1985), la degradacion de colágena I, específicamente

u 'H_.I"entre ios residuos Gly-Phe y Gly-Leu (Schulte et al., 198 III

la activación del plasminogeno (Keane et al., 1986) y el mal

TE3l5HBC.§ü
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1 !amado efecto "citotóxico", que en realidad consiste en el 

despegamiento de Ja células cultivadas en superficie si n 

afectar su viabilidad (Gadasi y Kobiler, 1983). Se ha 

descrito tanto una CP con "c i totoxicidad", como otra sin el la 

CLushbaugh et a 1., 1984). 

McLaughli n y Faubert <1977) encontraron una proteasa 

ácida cistein-dependiente de 41 kDa parecida a catepsina D y 

otra neutra de 27 kDa, parecida a catepsina B. Lushbaugh et 

al. (1984) encontraron que los homogenados de cepas 

virulentas de E. hlstolytica tienen mayor ad~ividad de 

proteasas ácida y neutra con pesos moleculares de 10 a 30 kDa 

<por filtración en gel) que otras cepas menos virulentas. 

Scholze y Werries <1984) reportaron una CP de 21 ± 2 kDa, qu e 

inactiva diversas enzimas glucoliticas in vitro <Scholze y 

Werries, 1986) y degrada colágena tipo 1 <Lushbaugh et al . , 

198E. ¡ Schulte et al., 1987 y 1989). Recie ntemen~e , Luaces y 

Barret C1988) purificaron por cromatografia de afinidad una 

CP a la que denominaron "histolisina" <23 kDa en SDS-PAGE y 

29 kDa por filtración en gel). Por otro l ado, Keene et "'l ~ .. 
( 1986) aislaron una CP de 56 kDa que degrada laminina, 

fibronectina y colágena tipo y activa plasminógeno. 

Recientemente Reed et al. <1989) encontraron u na 

correlación directa entre la expresión de la actividad de la 

CP de 56 kDa en cepas aisladas de pacientes con amibiasis y 
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llamado efecto "citotoxico“, que en realidad consiste en el

despegamiento de la celulas cultivadas en superficie sin

afectar su viabilidad (Gadasi y Kobiler, 1988). Se ha

descrito tanto una CP con "citotoxicidad", como otra sin elia
1

1.

(Lushbaugh et al., 198o).

HcLaughlin y Faubert E1977) encontraron una proteasa

ácida cistein-dependiente de el kDa parecida a catepsina D y

otra neutra de ET kDa, parecida a catepsina B. Lushbaugh et

al. (1984) encontraron que los homcgenados de cepas

virulentas de E. hƒstciytica tienen mayor actividad de

proteasas ácida y neutra con pesos moleculares de 10 a 39 kDa

(por filtración en gel) que otras cepas menos virulentas.

Scholse y Herries (198ú) reportaron una CP de 21 ± 2 kDa, que

inactiva diversas enzimas giucoliticas in vitro (Scholze v

Uerries, 1988) y degrada colàgena tipo I (Lushbaugh et al.,

1985; Schulte et ai., 198? Q 1989). Recientemente, Luaces y

Barret (1988) purìficaron por cromatografía de afinidad una

CP a la que denominaron "histolisinafi (23 kDa en SDS-PAGE y

l"J L0 kDa por filtración en gel). Por otro lado, Keane et al.

i1988) aislaron una CP de 55 küa que degrada laminina,

fibronectina y colágena tipo I y activa plasminógeno.

Recientemente Reed et al. (1989) 'encontraron una

correlación directa entre la expresión de la actividad de la

CP de 58 kDa en cepas aisladas de pacientes con amibiasis y

TESlSHBC.90



la g ravedad de l a enfermed ad clín ica CTabla 1 ) . 

4. Ciste1n-proteasas con act i vidad de gelatinasa 

9 

Se ha observ a do tam b ién gran he terogeneidad en el tama ~o 

mole c ular d e l as CP am ib ianas que han sido analiz adas e n 

ge l es d e SDS-p0 liacrilami da que co ntien e n gelatina com o 

su strato, l !amados "geles d e su st r at u ". Pére z-Mo ntfo r t et 

al. ( 1987) ut il izando ge les d e sus trato en con traron cu a tro 

z o nas de lisis de 66, 56, 40 y 27 kDa, siendo las tres 

~ l ti m as debidas aparentemente a CP. 

Os toa-Saloma et al. <1989 ) encontr aron en li sados de E. 

histolytic~, seis bandas de hi d rólisis ciste1n-dependien tes 

de 23, 26, 30, 36, 45 y 73 kDa. La CP neut ra de Keene et al. 

(1 986 ) y la histolisina de Luace s y Barr e t (1 988) tuvie ron 

activ idad proteoli ti ca en geles de su stra t o en la zona de 50 

a 70 kDa. 

Reed et al. (1989) obtuvier o n bandas principa l es de 

ge l a tinasa de 30, 40 y 56 kDa . La de 56 kDa e s u na CP neut r a 

que aislaron de a mibas virulentas de pacientes con colitis o 

absceso hepáti co CTabla 2) . 

5. Autoproteólisis amibiana 

La a cti vidad in v itre de las proteasas a mibia nas ha 

repre sent ado un serio p r oblema ta nto para carac t e rizar las 

p r o t e i nas de E. histol y tica e n general, como para obtene r y 

p re ser var los antígenos a mibian o s. 
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la gravedad de la enfermedad clinica (Tabla 1).

4. Clstein-groteasas co@ actividad de gelatinaga

Se ha observado también gran heterogeneidad en el tamaïo

molecular de las CP amibianas que han sido analizadas el

ge es de SDS*poliacri1amida que contienen gelatina como

sustrato. llamados "geles de sustrato". Perea~Montfort et

al. (1987) utilizando geles de sustrato encontraron cuatro

sonas de lisis de B8, 58, cü v 27 kDa, siendo las tres

últimas debidas aparentemente a CP.

üstoa-Saloma et al. (1989) encontraron en lisados de E.

hístoìytica, seis bandas de hidrólisis cistein-dependientes

de 23, 28, 30, 38, ¿S y 73 kDa. La CP neutra de Keene et al.

(1988) y la hìstolisina de Luaces y Barret (1988) tuvieron

actividad proteolitica en geles de sustrato en la sona de 89

a 70 kDa.

Reed et al. (1989) obtuvieron bandas principales de

gelatinasa de 30, ¿O y 56 kDa. La de 58 kDa es una CP neutra
J

que aislaron de amibas virulentas de pacientes con colitis o

absceso hepático (Tabla 2).

5. Autogroteólisis amibiana

La actividad in vitro de las proteasas amibianas ha

representado un serio problema tanto para caracterizar l¬s

proteinas de E. hístoƒytica en general, como para obtener y

preservar los antígenos amibianos.
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TABLA 1 

PESOS MOLECULARES DE TIOL PROTEASAS 
PURIFICADAS CON DIVERSOS METODOS 

Autores 
Lushbaugh et al 1985 
Sch o lze y Werries 1984 

Métodos• 
II FG Af CE IE kDa 
+ + 

. ~cLaughlin y Faubert 1977 + 
+ 
+ 

16 
+ 2 1 

2 7 
2 9 

+ 3 0 
5 6 

TES!SllBC.90 

Luaces y Barret 1988 
Lushbaugh et al 1984 
Keene et al 1986 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
• I I int er cambio ióni e o, FG fil tr a ci ó n e n 

gel, Af afinidad, CE c romat o en f oq u e , I E 
isoelectroenfoque 

10 
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TABLA 1

PESDS HÚLECULARES DE TIOL PROTEASAS
PURIFICADAS CDN DIUERSDS HETÚDÚS

Métodos'
Autores LL FG P-Í ce Is una
Lushbaugh et al 1985 +
Schclse y Uerries 198o -
UcLaughlin y Faubert 19?? +
Luaces y Barret 1988 -
Lushbaugh et al 198ú +
Keene et al 1988
 Í +

FG filtración e
gel, Af afinidad, CE cromatoenfoque,

'll intercambio iónico,

isoelectroenfoque

-I-

+

+

+

+

+

+

¬+

15
21
27
29
30
56

IE

l(`)
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TABLA 2 

PESOS MOLECULARES DE TIOL PROTEASAS 
AHIBIANAS EN GELES DE SUSTRATO 

Autores 
Keene et al 1986 
Luaces y Barret 1988 
Ostoa-Saloma et al 1989 

Reed et al 1989 

kDa 
50-70 
50-70 
23, 26, 30 
45, 76 
30, 40, 56 

11 
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TABLA 2

PESOS HOLECULARES DE TIÚL PROTEASAS
AHIBIANAS EN GELES DE SUSTRATO

Autores kDa
Keene et al 1988 58-79
Luaces y Barret 1988 50-70
0stoa*Saloma et al 1989 23, 28, 39

45, 78
Reed et si 1989_H _8G, 40, 58

H11
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Avila et al. <1985) probaron que la principal actividad 

autoproteolitica en lo.s lisados de E. histolytica y E. 

invadens: ( i) se inhibe con bloqueadores de grupos 

sulfhidrilo como yodacetato CIA>, fenilmercuriacetato <PMA ), 

N-etilmaleimida <NEM> y parahidroximercuribenzoato <pHMB l , 

Cii l se reactiva con agentes reductores como el ditiotreitol 

CDTT) y 2-ME, <iiil aumenta con dodecil sulfato de sodi o 

<SDS>. 

En algunas especies de microorganismos patógenos también 

se ha descrito un proceso similar al de la autoproteólisi s 

amibiana. McKerrow et al. <1985), reporta una proteasa de 17 

kDa es el producto de la autoproteólisis de S. mansoni. 

TESISHBC.90 
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Avila et al. (1985) probaron que la principal actividad

autoproteolitica en los lisados de E. hfstolytƒoa y E.

invadens: (1) se inhibe con bloqueadores de grupos

sulfhidrilo como yodacetato (IA), fenilmercuriacetato (PNA),

N-etilmaleimida (NEH) y parahidroximercuribensoato (pHMB),

(ii) se reactiva con agentes reductores como el ditiotreitol

(DTT) y 2-HE, (iii) aumenta con dodecil sulfato de sodio

(898).

En algunas especies de microorganismos patógenos tambien

se ha descrito un proceso similar al de la autoprcteólisis

amibiana. Mckerrow et al. (1985), reporta una proteasa de 1?

kDa es el producto de la autoproteólisis de 5. mansonì.

TESlSHBC.Q0
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C. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En experimentos realizados re c ientement e po r Ligia Ca nto 

(1990) y Bertha Jiménez C1990) e n nuestro laboratorio , e llas 

observar on que c u ando lisaban t r a fozoitos de E. histo l yti ca 

Hl<9 en SDS al 2% con pHMB y luego l os somet.ian a 

electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida, obten i a n un 

pat f ón electroforético complejo y caracter1stico de la 

especie, sin degradación apare n te. Sin embar-go, cuando l o s 

lisaban con SDS al 2% con o stn 2-ME y luego los hervia n, 

obtenian en cambio un patrón mu y simple, con sólo cua tr o 

bandas remanentes principales, de 26, 30, 33 Y 56 kDa. De 

esta manera confirmaron que Ja actividad autopro t eolitica de 

los lisados amibianos generados en regulador con SOS e s Ci) 

inmediata, (i i ) extensiva y ( i 1 i ) se debe a CP, como 

sugirieron Avila et al <1985. ) . 

Por los antecedentes me ncio nad o s hasta aq u i, pensam o s 

q ue s e ria int e resante caracterizar e l p roce so de ·l a 

a u t o proteólisis en tres cepas de E. h i st o l _yti c a de vi r·u l enc i a 

c on ocida, tales como la c~pa HMl <vi ru l ent a > y l as ce pa s HM3 

y HK9 ( moderadamente virulentas), as i c omo en amibas d e 

especies del género Entamoeba no patógenas pa r a el homb r e 

corno E. Jnvadens (cepas PZ e IP101), E. moshko vsl<i i ( c ep a 

F!C) y E. histolytica- 1 ike Laredo. 

TES!SHBC.90 
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C. PLANTEÃHIENTD DEL PROBLEHa

En experimentos realizados recientemente por Ligia Canto

(1990) y Bertha Jimenez (1999) en nuestro laboratorio, ellas

observaron que cuando lisaban trofozoitos de E. histolytica

HH9 en SDS al 2% con pHH8 y luego los sometian a

electroforesis en geles de 998-poliacrilamida, obtenían un

patrón electroforético complejo y característico de la

especie, sin degradación aparente. Sin embargo, cuando los

lisaban con SDS al 2% con o sin 2-ME y luego los hervian,

obtenían en cambio un patrón muy simple, con sólo cuatro

bandas remanentes principales, de 28, 30, 33 F 55 RUB- De

esta manera confirmaron que la actividad autoproteolitica de

los lisados amibianos generados en regulador con S95 es (i)

inmediata, (ii) extensiva y (iii) se debe a CP, como

sugirieron Avila et al (1985).

Por los antecedentes mencionados hasta aqui, pensamos

que seria interesante caracterizar el proceso de da

autoproteólisis en tres cepas de E. histoìytica de virulencia

conocida, tales como la cepa HH1 (virulenta) y las cepas HM3

y HK9 (moderadamente virulentas), asi como en amibas de

especies del genero Entamoeba no patógenas para el hombre

como E. invadens (cepas PZ e IPID1), E. moshkovskƒi (cepa

FIC) y E. histoƒytƒca-like Laredo.

TESlSHBC.9ü
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D. JUSTIFICACION DEL TRABAJO 

Estamos interesados en 1 a car· a et e r i za c i ón de la 

autoproteólisis amibiana porque deseamos saber si: 

1. Se presenta solamente en E. histolytica o es compart i .:l c1 

por diferentes especies del género Entamoeba . . 
2. En caso de ocurrir en otras especies del género 

3. Las principales proteinas remanentes amibiana son CP. 

De esta manera caracterizamos la autoproteólisis para ver s1 

se comparte en diferentesa especies del género Entamoeba .Y si 

es mediada por CP que en tal caso implicarla una relaci ~ n 

filogenética que haria pensar que el gen de CP podrla estar 

preservado en el género Entamoeba. Por otra parte 

protelnas remanentes de la autoproteólisis amibiana fuesen CP 

podrfarnQs desarrollar un método sencillo y general pa ra 

aislarlas, de diferentes especies y asi poder ayudar a su 

car·actei'ización. 
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D. JUSTIFICACIDN DEL TRABhJü

Estamos interesados en la caracterización de la

autoproteólisis amibiana porque deseamos saber si:

1. Se presenta solamente en E. histolytica o es compartido

por diferentes especies del genero Entamoeca.

9. En caso de ocurrir en otras especies del genero

8. Las principales proteinas remanentes amibiana son CP.

De esta manera caracterisamos la autoproteólisis para ver si

se comparte en diferentesa especies del genero Entamoeba_y si

es mediada por CP que en tal caso implicaría una relaciin

filogenetica que haria pensar que el gen de CP podria estar

preservado en el género Entamoeba. Por otra parte las

proteinas remanentes de la autoproteólisis amibiana fuesen CP

podriamos desarrollar un método sencillo y general para

aislarlas, de diferentes especies y asi poder ayudar a su

caracterización.

TESlSHBC.90



E. PROPOSITOS Y ETAPAS DEL TRABAJO 

El propósito general del trabajo fue por lo tanto 

• e: 
~ ._; 

1 a 

cara c terización de la autoproteólisis amibiana en diferen te s 

hi stalyttca y de ot~as espe ci es del géne ro 

Ent.amoeba. 

Para cumplir est e pr opósito, hemos c ubier· to las 

siguientes etapas: 

t. B6squeda de la autoproteóli s is amibiana de diferen te s 

especies y cepas de l género Entamoeba. 

2. [ieter·minar si la a utoproteól is is es mediada po r CP e n 

especies diferentes de E. histol ytica. 

3. Determinar si las principa l es p r oteí nas rementes de l a 

autaproteólisis son CP. 

En la primera etapa ana lizamos l os patrones electroforétic o s 

d e p r otelnas remenentes de diferentes espe c i es y cepas de l 

gén ero Entamoeba en geles de SDS-poliacri lamida. 

En l a segunda y t ercera e tapa utilizamos geles de SDS -

poliacrilamida copolimerizados con gelati na para detectar l a s 

ba ndas con activ i dad pr o teo l ftic a cistein-dependiente. 

TES!SHBC.90 
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E. PRDPDSITDS Y ETAPAS DEL TRàBAJU

El propósito general del trabajo fue por lo tanto la

caracterización de la autoproteólisis amibiana en diferentes

cepas de E. histoiytioa v de otras especies del genero

Entamoeoa.

Para cumplir este propósito, hemos cubierto las

siguientes etapas:

1. Búsqueda de la autoproteólisis amibiana de diferente:

especies y cepas del genero Entamoeba.

9. üeterminar si la autoproteólisis es mediada por CP en

especies diferentes de E. histoiytica.

3. Determinar si las principales proteinas rementes de la

autoproteólisis son CP.

En la primera etapa analizamos los patrones electroforeticos

de proteinas remanentes de diferentes especies y cepas del

genero Entamoeoa en geles de S99-poliacrilamida.

En la segunda y tercera etapa utilizamos geles de 898-

poliacrilamida copolimerizados con gelatina para detectar las

bandas con actividad proteolitica cistein-dependiente.

TE5lSHBC.90
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MATERIALES 

A. Origen de los reactivos 

Obtuve los siguientes reactivos de J. T. Baker: glicerol, 

etiléndiaminotetracetato disódico CEDTA), ácido clorhidrico, 

alcohol isopropilico, ácido acético glacial, 

potasio dibásico, fosfato de potasio monobásico, 

fosfato de 

cloruro de 

sodio, hidróxido de sodio, citrato férrico amoniacal. 

Obtuve de Sigma Chemical Co. C St. Louis MO, EUA): tri s -

<hldroxlmetil)-amlnometano <Trizma base, Tris), 

mercaptoetano l <ME), seroalbúmina bovina <BSA ) 

gl ici:la, 2 -

fracción V. 

N'N'-metllén-bls-acrilamida, Azul bril !ante de Coomasie R25 0 , 

ácido pararacloromercuribenzoico CpCMBl, L-cisteina, glucos a, 

ácido ascórbico y gelatina (de piel de puerco tipo !). 

La a6ri l amida provenía de Eastma n Kodak Co . 

EUA) , la N',N',N',N' - tetra metiléndiamina <TEMED) de Cana l 

In dust r ial Corp. <Rockvi ! le MD, EUA>; el pe r sulfato de amon i o 

de Bia - Rad Laboratories <Richmond CA, EUA>, e l agar de Dif co 

Laboratories <Detroit MI, EUA), el dodecil sulfato de sodio 

CSDS) de BDH Che~icals Ltd. <Poole, Inglaterra), la pepto na. 

biotriptasa de Bioxon de México, S.A. 
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A. Unigen de los reactivos

Dbtuve los siguientes reactivos de J. T. Baker: glicerol.

etilendiaminotetracetato disódico (EDTA), ácido clorhídrico,

alcohol isopropilico, ácido acético glacial, fosfato de

potasio dibasico, fosfato de potasio monobásico, cloruro de

sodio, hidróxido de sodio, citrato ferrico amoniacal.

übtuve de Sigma Chemical Co. (St. Louis HU, EUA): tris-

(hidrosimetil)-aminometano (Trizma base, Tris), glicina, 2¬

mercaptcetanol (ME), seroalbúmina bovina (BSA) fracción V.

N'N'-metilen-bis-acrilamida, Azul brillante de Coomasie REED,

ácido pararacloromercuribenzoico (pCMB), L-cisteina, glucosa,

ácido ascórbico y gelatina (de piel de puerco tipo I).

La acrilamida provenía de Eastman Kodak Co. (Rochester N?,

EUA), la N',N',N',N'-tetrametiléndiamina (TEMED) de Canal

Industrial Corp. (Rockville HD, EUA); el persulfato de amonio

de Bio-Had Laboratories (Richmond CA, EUA), ol agar de Difco

Laboratories (Detroit Ml, EUA), el dodecil sulfato de sodio

(8D8l de BDH Chemicals Ltd. (Poole, Inglaterra), la peptona

biotriptasa de Bioxon de Mexico, S.A.

TE5lSHBC.90



17 

B. Composición y p reparaci ón de soluciones 

1. Amortiguadores y soluciones pa r a PAGE-SDS 

Soluciones para los geles y los tanques de electrofores is 

Solución A. Ac r il am ida-Bis 

Pesé 30 g de ac rila mida y O. 4 g d e bisacrilam ida usand o 

cubrebocas. Diso lv í l o s componentes en 70 mi d e ag ua, filt ré 

l a so lución con pape l Wh at man No. 1 y 12 a fo r é s. 100 ml . 

Guardé l a so luclón en una b o te ll a de po 1 ipropileno cubie rta 

c o ~ papel aluminio y la almac e né a 4ºC. 

Sol ución B. Tris-HC! 3 M pH 8.8 

Di sol v í 36.3 g de Tri s e n 30 ml de ag ua , añadí 5.3 mi de EDT A 

0.2 M pH 8, 10 mi de glicerol al 50% y ajus té el pH con HC l 5 

N. Af o r é la mez cla a 100 ml, la c o l oqu é e n una batel l a de 

pol iprop1lenp y l a almacené a temperatura ambiente. 

So luci ón C. Tris-HC l 0.49 M pH 6.8 

Diso l ví 5 .98 g de Tris-b a se en 30 mi de agua, a ña.d 1 4 m l de 

EDTA 0.2 M pH 8, a justé el pH co n NaO H 10 N y af o r é a 100 mi. 

Guar dé la solu c ión e n u n a bat el la d e polipro p il eno y ls 

almacené a temperatura ambie nte. 

So lu c ión D. SDS al 1 0% 

Disolví 10 g de SDS en 7 0 mi de ag ua; aforé la so l ub ión a 1 00 

ml y l a almace né a temp era t u ra amb i ente e n una h o te l l a 

lechera. 

Sol uc ión E. 

TES!SHBC.90 
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B. Comgosiciún 1 Eyeparaoion de soluciones

1. Amortiguadores 1 soluoigges g§§§_B¿§§j§Q§

Soluciones gara los geles y josì_§angues de glgqtroforesia

Solucion A. Aorilamída-Bla

Peaë 30 g de aorìlamida y 0.1 g de bìsaorllamida usando

oubrebooaa. Diaoluí los oomponentes en 70 ml de agua, filtre

la solucion oon papel Uhatman No. 1 y la aforé a 100 ml.

Guarde la soluolún en una botella de polipropileno oubíerta

con papel aluminio y la almaoene a 4°C.

Solucion B. Trío-HC1 3 M pH 8.8

Uìsolvi 36.3 g de Tria en 30 ml de agua, afiadi 5.3 ml de EDTA

0.2 M pH 8, 10 ml de glìoerol al 50% y ajuste el pH con HCI 5

N. Aforé la mezcla a 100 ml, la coloque en una botella de

polipropileno y la almaoené a temperatura ambiente.

Solucion C. Trìs-HCI O.á9 H pH 5.8

Dlsolvì 5.98 g de Tris-base en BO ml de agua. añaoï h ml de

EDTA 0.2 M pH 8, ajuste el pH oon NaüH JG N y afofé a íüü ml.

Guardé la solucion en una botella de polipropileno y l*

almaoené a temperatura ambiente.

Soluoïén D. SD5 al 1ü%

Dísolvï 10 g de SUS en TO ml de agua; afore la solución a 100

ml y la almaoene a temperatura ambiente en una botella

lechera.

Soluoìün E. TEHED

TESISHBC.90
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Distribuí muestras de 0.1 mi de TEMED en tubos Eppendorf de 

0.5 mi que luego cerré perfectamente, sellé con Parafilm y 

almacené a 4ºC. 

Solución F. Persu l fato de amonio <PA) al 10% 

Coloqué muestras de 0.1 g de PA en tubos Eppendorf de 1.5 mi 

que tapé perfectamente y almac e né a temperatura ambiente en 

u n desecador con gel de silice. Disolví el contenido de cada 

tubo con 1 mi de agua inmediatamente antes de usar 1 a 

so lución debid o a que el PA en soluc ión se inacti va 

r- á p i dame n t e . 

Solución G. Am or tiguador d e corrida 10X 

Mezclé 30 g de Tr is y 144 g de glicina con 100 mi de la 

solución D, 500 mi de agua y 40 ml de EDTA 0.2 M CpH 8 ). 

Ajusté el pH a 8.3 con HCl 1 N y a foré a 1000 mi. Guardé l 8. 

so l uc i ón en una botella de polipropileno a temperatura 

ambi e nte. 

Solución H. Amortiguador de corrida 1X. Mezclé 20 mi del 

amortiguador de corri~a 10X y aforé a 200 mi con agua 

bidestilada inmediatamente antes de usa r. 

2. Soluciones para preparar muestras para electroforesis 

Azul de bromofeno l al 0.2%. 

bromofenol con 10 mi de agua; 

Dis6Jv1 20 mg de azul• de 

distribul muestras de 1 mi en 

tubos Eppendorf y las almacené a - 20?C. 

TES!Sl1BC.90 
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Distribui muestras de 0.1 ml de TEHED en tubos Eppendorf de

0.5 ml que luego cerré perfectamente, sellé con Parafilm y

almaoené a ú“C.

Solución F. Pereulfato de amonio (PA) al 19%

Coloque muestras de 0.1 g de PA en tuboe Eppendorf de 1.5 ml

que tape perfectamente y almaoené a temperatura ambiente en

un desecador con gel de sílice. Disolui el contenido de cada

tubo con 1 ml de agua inmediatamente antes de usar la

eo'uciün debido a que el PA en solucion se inactiva

rápidamente.

Solución G. Amortiguador de corrida IOX

Mezcle 30 g de Trio y 1á4 g de glioïna con 100 ml de la

solución D, 500 ml de agua y 40 ml de EDTa 0.2 H (pH 8).

Ajuste el pH a 8.3 con HC1 1 N y aforé a 1009 ml. Guarde la

solución en una botella de polipropileno a temperatura

ambiente.

Solución H. Amortiguador de corrida 1X. Heacle 20 ml del

amortiguador de corrida IUX y afore a 200 ml con agua

bideetllada inmediatamente antes de usar.

2. Soluciones gara Eregarar muesgpga gara ejeotyoƒgyegjq

Azul de bromofenol al 0.2%. Dieolvi 20 mg de -azul' de

bromofenol con lü ml de agua; diatribui muestras de 1 ml en

tubos Eppendorf y las almaoené a -20°C.

TESl5HBC.90
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Regulador de muestras CRM) 2X. Mezclé 5 mi d e Tris-HCl 0.49 M 

pH 6.8, 2 mi de glicerol al 50% , 0. 5 mi de azul de bromofeno l 

al 0.2% y 0.9 mi de agua. Distribui muestras de 1 mi en 

tubos Eppendorf y las almacené a -20 º C . 

pHMB 10 mM , CpHMB 2Xl. Mezclé 8 mg de pHMB en 5 mi de agua. 

Para disolver completamente ag r egué 3 gotas d e NaOH 

concentrado Ccon pipeta Pasteur) y agité con el vórtex. 

Luego adicioné 4 gotas de HCI 5 N (con pipeta Pasteur) y 

agité con el vórtex. Aforé a 5 mi con agua bidestilada. 

Regulador de muestras con pHMB 5 ó 10 mM <RM/pHMB>. 

vol de pHMB 2X con 1 vol de RM 2X. 

Mezclé 1 

Regulador de muestras c on 2-ME 143 mM CRM/ME 2X). En l a 

campana extractora adicjoné 0. 1 mi de 2-ME (1.1168 g/ml) a 

cada 9.8 mi de RM 2X. Distrib ui mue stras de 1 mi en tubos 

Epp en dorf que almacené a - 2o~c. 

Regulador de muestras con pHMB 5 mM / PMSF 2 mM. Mezclé un 

v olumen d e pHMB 20 mM con 1 vol d e RM 1X para tener pHMB SmM. 

Preparé PMSF 100 mM, mez cland o 87 mg de PMSF en 5 mi de 

alcoho l i sopr o pilico. Mezclé 0.1 mi de PMSF 100 mM + 2.5 mi 

de pHMB 10 mM + 2.4 mi de RM 2X. 

3. Soluciones para ensayar la actividad proteolitica 

Tris-HCL 75 mM, NaCl 0.15 M pH 7.4. Disolvi 5.54 g de Trizma 

base y 4.38 g de NaCI en 400 mi de agua bidest i lada, ajusté 

TESISHBC.90 

Regulador de muestras (RHl_2X. Mezcla S ml de Tris-HCI 0.49 M

pH 5.8, 2 ml de glicerol al 50%, 0.5 ml de azul de bromofenol

al 0.2% y 0.9 ml de agua. Distribui muestras de 1 ml en

tubos Eppendorf y las almacena a -Eüifl.

QHHB 10 mM, (QHHE 2Xl. Mezcla 8 mg de pHMB en 5 ml de agua.

Para disolver completamente agregue 3 EUÍH5 de NaÚH

Concentragü (gún pìpeta Pasteur) y agita con el vúrtex.

Luego adiciona 4 gotas de HCI 5 N (con pipeta Pasteur) y

agita con el vórtea. afora a S ml con agua bidestilada.

Regulador de muestras con QHMB1§ d_¿QÄmM (RMfpflHB¿, Mezcla 1

vol de pHMB ZX con 1 vol de RM EX.

Regulador de muestras con 2-HE 1à3 mH (RHKHE QÉL. En la

campana extractora adiciona 0.1 ml de 2-HE l1.11S8 gfmll a

cada 9.â ml de RH EX. Distribui muestras de 1 ml en tubos

Eppendorf que almacena a ¬20'C.

figgulggog de muestras con pHHB 5 mM/ PMSF 2 mM. Mezcla un

volumen de pHHB 20 mH con 1 vol de RH 1X para tener pHMB 5mM.

Prepara PMSF iüü mH, mezclando B? mg de PHSF en 5 ml de

alcohol isopropilico. Mezcla 0.1 ml de PHSF 100 mH + 2.5 ml

de pHHB 10 mfl + 2.à ml de RH SX.

3. Soluciones gara ensayar la actividad Qroteclitioa

Tr1s~HcL 75 mM,^ Nacl 0.15 H EH 7.4. nisalvi 5.aa g de Trizma
base y 4.38 g de NaCl en ¿O0 ml de agua bidestilada, ajusta
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el pH a 7.4 con HC! 5 M, aforé a 500 mi con agua bidestilada 

y esterilicé en autoclave. Guardé a tempratura ambiente. 

T .=...;:,.r~i~s~-~H~C=-=-l--~1~0~0'---m=-oM~,--~N~a~C;o...;..l __ ~0~ • ....::1~5=---'-'M--~p~H..:--7.:....:...~4. Disolví 6.005 g de 

Tri2ma base y 4.38 g de NaCI con 400 mi de agua biestilada, 

ajuste e l pH a 7.4 con HCI 5 M, 

bidestilada y esterilicé en autoclave. 

ambiente. 

aforé a 500 ml con ague 

Guarde a temperatura 

"""G""'e'-'1'""'8""" .. ~.;;_'-.;:_i "'"'n~8=-. --'e;;::_:_l __ ....::1'""%-=-; A un t u b o E p p e n d o r f c o n 1 O m g d e g e 1 a t i na 

añadimos 1 mi de agua b1dest1 ! ade; sumergimos el tubo en ague 

h i r vi endo y agitamos suavemente hasta Ja disolución completa 

de la gelati11a. La mezcla se preparó inmediatamente a nte s de 

usarla 

4. Soluciones para teñir los geles 

Colorante dti! Fai :r banks. Mezclé 225 ml de alcoh ol 

isoprop111co, 50 mi de ácid~ acético glacial y 25 g de Azul 

br11 !ante de Coomasi e R250 con 300 mi de agua. AfQré a 500 

m 1, filtré a t ra vés de papel 

solu c i ón a temperatura 

polipropil eno . 

ambiente 

Wha tman No. 1 y gua rd é la 

en una betel la de 

Solución desteñidora rápida. Mezclé 50 mi de ácido acét ico 

glacial, 225 ml de alcohol isopropilico y 200 ml de agua y 

aforé la mezcla con agua a 500 ml. Guardé la solución a 

temper at ura ambiente e n una batel la de polipropileno. 

Ac ido acético al 7.5%. En la campana extractora mezclé 37.5 mi 
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el pH a ?.4 con HCI 5 M, afora a 500 ml con agua bidestilada

y esterilica en autoclave. Guarda a tempratura ambiente.

Tris-HCI 100 log; _NaCl 0.15 M QH ?.à. Disolui 8.005 g de

Trizma base y ú.SS g de NaCl con úüü ml de agua biestilada.

ajuste el pH a T.ú con HC! 5 H, afora a Sud ml con agua

bldeatilada y esterilica en autoclave. Guarde a temperatura

ambiente.

Qe¿ì¿1Qa al_ la A un tubo Eppendorf con 1@ mg de gelatina

añadimos 1 ml de agua bidestilada; sumergimos el tubo en agua

hirviendo y agitamos suavemente hasta la disolucidn completa

de la gelatina. La mezcla se preparo inmediatamente antes de

usarla

à. SoLyciones paga teñir los geles

cularantg gg _ Falrbanke. Mezale 225 mi de alaahal

isopropilicc, 50 ml de acido acético glacial y 25 g de Azul

brillante de Cocmasie R25@ con 300 ml de agua. Afcra a 500

ml. filtra a travas de papel Uhatman No. 1 y guarda la

solución a temperatura ambiente en una botella de

polipropileno.

Solucion desteñidora ragida. Mezcla SU ml de acido acatlco

glacial, 225 ml de alcohol isopropilico y 200 ml de agua y

afora la mezcla con agua a 500 ml. Guarda la solucion a

temperatura ambiente en una botella de polipropileno.

Acido acético al 7.5%. En la campana extractora mezcla 37.5 ml
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de áci do acético g l acial c o n 300 mi de ag u a y aforé con 5 0 0 

mi. Guardé 18. s olu ción a t em p e r·at. u ra 8 mbien t e e n u na b ot e! 13 

de p o lipropileno. 

5. Soluciones y reactivos de uso general 

HCI 5 N. En la c ampana extracto r a a~adi lentament e 42 ml d e 

HCJ concentrado ( 12 N> a una p r ob eta qu e c on tenía 40 ml de 

agua y luego aforé la mezcla a 1GO mi. 

tem peratura ambiente en una b o tella 

Guardé la solución a 

de po l ipropilen o . 

Glicerol al 50%. A una probe t a con 50 ml de gl icerol a ña d f 

50 mi de agua y a lm acené l a mez cla a tempe r atu r a ambiente e n 

una bate l la de po l i propi le no. 

EDTA 0.2 M pH 8. Di sol v i 74 g d e EDTA c on 70 mi de agua , 

ajusté el. pH a 8 con NaOH 10 N y aforé a 100 mi. Guardé l a 

sol uc ión a temperatura ambiente en u n a bote ! la de 

poli p ropileno. 

Aga r al 1%. En un va s o de p r e c i p i t ad o s de 2 5 0 ~l a~ad l 1g de 

ag ~r y 7 0 mi de s o luci ó n B. Luego f un d í e l agar en e l ho rnó 

de mi cro ondas p o r irradia c ión con i nt ensidad máx ima por 2 min 

y aforé la me ~ c l a a 100 mi c o n el mismo am o rt i guado r . 

Di st r ibu f muestra s de 5 mi en t ub os Py re x d e 13 X 10 0 mm c o n 

tapón de rosca que guardé , 

mas ki ng tape, a 4ºC. 

TES!SMBC.90 

bie n t a pados y se l !~d os co n 

21

de acido acético glacial con S00 ml de agua y afora con SOC

ml. Guarda la solucion a temperatura ambiente en una botella

de polipropileno.

5. Soluciones 1 reactivos gg uso generag

HCI 5 N. En la campana extractora aäadi lentamente ú2 ml de

Hül concentrado (12 Nl a una probeta que contenía ¿O ml de

agua y luego afora la mezcla a 100 ml. Guarda la solucion a

temperatura ambiente en una botella de polipropileno-

Glicerol al 50%. A una probeta con 50 ml de glicerol añadl

50 ml de agua y almacena la mezcla a temperatura ambiente en

una botella de polipropileno.

EDTA O.2_ H ,pH_ 8. Disolvi 74 g de EDTA con TÚ ml de agua,

ajusta el pH a 8 con NaUH 10 N y afora a 10@ ml. Guarda la

solucion a temperatura ambiente en una botella de

polipropileno.

Agar al 1%. En un vaso de precipltados de 250 ml afiadi ig de

agar y 70 ml de solucion B. Luego fundi el agar en el horno

de microondas por irradiación con intensidad maxima por 2 min

y afora la meccla a 100 ml con el mismo amortiguador.

Distribui muestras de 5 ml en tubos Pyrex de 13 X 100 mm con

tapan de rosca que guarda, bien tapados y sellados con

maskìng tape, a ¢“C.
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6. Medios para la cosecha y lavado de amibas 

Medio TYI. Mezclé los siguie~tes componentes en 100 ml 

ag ua caliente C60ªC>: 9.15 g de peptona biotr i ptasa, 2.85 g 

de glucosa, O.SS g de NaCl, 0 . 30 g de L-ciste i na, 0.06 g de 

ácido ascórbico, 0.175 g de K~HP04 y 7 mg de citrato férrico 

amoniacal. Ajusté el pH a 7 con NaOH 10 N, aforé a 250 mi, 

d istribul muestras de 11 ml en tubos Pyre x de 16 X 125 mm con 

t ap ón de rosca que esterilicé 15 minen e l au t oclave a 15-20 

l b/pul g 3 y almacené en la oscuridad a tem pe ratura ambiente no 

más de dos semanas. 

C. Material biológico 

1. Suero humano normal. Obtenido en el laboratorio por Ligia 

Canto <1990) y Bertha Jimén e z C1990l. 

2. Amibas. Utilicé trofozo f tos de Entamoeba histolytica HM1 , 

HM2, HM 3 , HM38 y HK9, E. invadens PZ e IP101, E. moshkovsld i 

FIC y E. hist o l y tica-like Laredo en fase logaritmi ca de 

crecimiento, cultivadas axénicamente en medio TYI-S-33 

CDia mond et al, 1978 ) suplementad o con suero de bovino 

<Colorado Serum Ca., lote 2185 B >. 
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6. Hedios_ Eara_ la cgsecha y lavado de amìbas

Medio TYI. Mezcla los siguientes componentes en 100 ml de

agua caliente (G0°C}: 9.15 g de peptona biotriptasa, 2.85 g

de glucosa, 0.55 g de Naül, 0.30 g de Lrcisteina, 0.06 g de

acido ascórbico, 0.175 g de K=HPO. y 7 mg de citrato farricc

amoniacal. Ajusta el pH a 7 con NaÚH 10 N, afora a 250 ml,

distribui muestras de 11 ml en tubos Pyrex de IS X 125 mm con

tapan de rosca que esterilica 15 min en el autoclave a 15-EO

lbfpulgi y almacena en la oscuridad a temperatura ambiente no

mas de dos semanas.

C. figteriaj bioldgjco

1. Suero humano normal. Obtenido en el laboratorio por Ligia

Canto (i990l y Bertha Jiménez (1990).

E. Amibas. Utilice trofozoitos de Entamoebs histolytioa HM1,

HMS, HMS, HM38 y HK9, E. ínvadens PZ e IP101, E. moshkovskii

FIC y E, hïstoƒytica-like Laredo en fase logaritmica de

crecimiento, cultivadas axanicamente en medio TYI-S-BS

¿Diamond et al, 1978) suplementado con suero de bovino

(Colorado Serum Co., lote 2185 S).
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METODOS 

A. ElPrtrnforP~is Pn geles de o o l iacr i l a mida 

1. Formación de los geles 

Gel separador <inferior) . Armé l e cámara para el ge l p l a n o 

de 90 mm de ~ncho, 70 mm de a l to y 0.8 mm d e e spesor y sellé 

los bordes latera les e inferior aplicando con una pipet a 

Pasteur agar al 1% fundido , primero en la base y luego en los 

lados de \as placas de vidrio ensambladas . 

Marqué con plumón el nivel q ue deberla al .canzar e 1 g e l 

sepa r ador en las placas de vid r io y en un ma tr az Erlenmey er 

de 50 ml me z clé las soluc i ones , en el orden anotado e n 1 a 

Tabla 3, para formar el ge l separador que cont enia n 

po l iacr· i lamida al 10%. Antes d e agregar el TEMED ( sol ución 

el per·sul tato de am onio (s oluci ón agi té ,,
,1 

desgasifiqué 1 min las mezclas e n la linea d e vacio. Con una 

pipeta a ~adi la me zcla cuidadosa mente en el espaci o con t enido 

ent r e las placas de vidri o, e v itando la f or maci ón de 

burbujas. Inmediatamente después c on una p ipe ta Pa steur 

vaci é cuidadosame nte agua p or e l i nterioi de uro de los 

extremos laterales de las p l acas , par a cubrir la me zcla de 

po l imerización y evitar su co n t ac to con e l aire. Es peré 1 0 

min a que polimeriza r a el ge l y c uan do se f o r mó l a in t erfa se 

el iminé el agua y lavé el borde superior de l ge l dos 

con agua de una pizeta. 
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b1EE1†CJ[)C]ES

a. Electroforasis en ge1es_de ooliaorilamida

1. Formacion de los oeies
Qíl-|-IIIIlIl|__Il -Il-III-IIIIHI

Gel separadgg (inferior). Arma la camara para el gel plano

de 90 mm de ancho, 70 mm de alto y 0.8 mm de espesor y sella

los bordes laterales e inferior aplicando con una pipeta

Pasteur agar al 1% fundido, primero en la base y luego en los

lados de las placas de vidrio ensambladas.

Marqua con plumon el nivel que deberia alcanzar el gel

separador en las placas de vidrio y en un matraz Erlenmeyer

de 50 ml mezcla las soluciones, en el orden anotado en la

Tabla 3, para formar el gel separador que contenían

pcliacrilamida al 10%. Antes de agregar el TEMED (solucion

El y el persulfato de amonio (solucion F), agita 5

desgasifiqua i min las mezclas en la linea de vacio. Con una

pipeta afiadi la mezcla cuidadosamente en el espacio contenido

entre las .placas de vidrio, evitando la formación de

burbujas. Inmediatamente despuas con una pipeta Pasteur

vacia cuidadosamente agua por el interior de uno de los

extremos laterales de las placas, para cubrir la mezcla de

polimerizaoion y evitar su contacto con el aire. Espera lo

min a que polimeriaara el gel y cuando se formo la interfase

elimina el agua y lava el borde superior del gel dos veces

con agua de una pizeta.
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TABLA 3 

FORMACION DE GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA NORMALES Y "DE SUSTRATO" 

GEL 

SEPARADOR 
Normal 10 
De sastra.to 10 

AD I e IONES ( m l ) • 
A B C 

2 
2 

1. 53 
1. 53 

0.025 
0.025 0.6 

E F 

2.4 0 .003 0.05 
1.8 0.003 o.os 

CONCENTRADOR 5.25 0.35 0.26 0.020 1.35 0.001 0.01 
•Soluciones: A acl'ilamida-bis al 30%, B Tris-HCl 3 M pH 8.8, C 

Tris-HCl 0.49 M pH 6.8 1 D SD~ al 10%, Gelat Gelatina al 1%, E 
TEMED, F Persulfato de amonio al 10% 

bAcri! amida (g/100 mi ) en el gel 
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I

TABLA 3

FORMACION DE GELES DE SDS~POLlACRILANlDA NORMALES Y "DE SUSTRATO

É "_ ` 1 Amclomasfmn- L
GEL al-=_ A, , B c D GE1.-if. 13,0' E F
SEPARADOR

P'-J -F2'Normal 10 2 1.53 -- 0.025 --+ 0.003 0.05
De sustrato 10 2 1.53 -- 0.025 0.003 ü.O5C1' CEI :-- CD

CONCEHTRADOR 5.25 0.35 --- 0.25 0.020 --- 1.35 0.00i 0.01
'Solucionesz A acrilamida-bis al 30%, B Tris-HC! S H pH 8.8, C
Trls-HCl O.â9 M pH 6.8, D SDS al lO%, Gelst Gelatina al 1%, E
TEMED, F Persulfato de amonio al 10%

“Acrilamida ig/100 ml) en el gel

TE5lSHBC.90
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Gel oopcepttador ~ t~uperlor). ~n un matra% Erlénmeyer de 50 

mi mezc1• la! solwaiones en el orden anotadG en la Tabla 3. 

Antes de a¡regar el TEMED (sóluoión E) y él persulf~to de 

2monia <solución F> agité y desgasif iqué la mezcla 1 min en 

la linea de vacio. 

Agité suavemente la mezcla y la coloqué inmediatament e 

sobre el . gel separador hasta llenar el espacio libre qu e 

quedaba entre las placas de vtdrió. Coloqué rápidament~ el 

peine entre las placas, introduciéndolo primero un po co 

inclinado par~ evitar que se formaran burbujas bajo el borde 

inferior de los dientes, procurando que el extr e mo inferi or 

del peine llegara hasta 1 cm por arriba del gel separado r . 

La polimerización del gel concentrador ocurrió ~n 15 min . 

2. Preparación del aparato de electroforesis 

Mientras se polimeri za ba el gel concentrador <superior>, 

preparé 200 mi de amortiguad or de corrida iX. Antes de 

quitar el peine, sobre la cara externa de l a placa mayor d~ 

vidrio marqué con un plumón indeleble fin o el t6ndo de cad a 

hendidura formada para col oc a r las mue stras en el ge l 

concentrador. Con el empaque de hule y las abrazaderas mon t é 

las plaoa1 de v>drio con loe geles ya formados daritr~ dt l 

apatato da •laottofor~~ia. LLen~ él tanque ~upe t i or bon 

amortiguador iX y VQtifiqué qwé no !SQurrisra haoia el tanqu~ 
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 - En un matraz Er-lenfnezfer de 50
ml mezcla las soluciones en el orden anotado en la Tabla 3.

Antes de agregar el TEHED (solucion El y el pcrsulfatc de

amonio (solucion F) agita y desgasifiqua la mezcla 1 min en

la linea de vacio.

Agita suavemente la mezcla y la coloque inmediatamente

sobre el gel separador hasta llenar el espacio libre que

quedaba entre las placas de vidrio. Coloqua rapidamente el

peine entre las placas, introduciandolo primero un poco

inclinado para evitar que se formaran burbujas bajo el borde

inferior de-los dientes, procurando que el extremo inferior

del peine llegara hasta 1 cm por arriba del gel separador.

La polimerizacidn del gel concentrador ocurrio en 15 min.

2. Pggggragigg gg! agggato de glectroiogesig

Mientras se polimerizaba el gel conoentrador (superior),

prepara 200 ml de amortiguador de corrida iï. Antes de

quitar el peine, sobre la cara externa de la placa mayor de

vidrio marqua con un plumón indeleble fino el fondo de cada

hendidura formada para colocar las muestras en el ge!

concentrador. Con el empaque de hule y las abrazaderas monta

las placal dc vidrio con los geles ya formados dentro dt'

aparato de electroforesis. LLené el tanque superior con
-II

amortiguador IX y verifiqua que no esourriera hacia el tanque
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inferior. Quité luego el pei ne, cu i dando de no deformar los 

carriles y con una pipeta Pasteur 

amortiguador de corrida cada u na de las 

concentrador sin de jar ni ng u na 

lavé tres veces con 

he n d i a u ·r as de l gel 

burbuja . Agregué e l 

amo r tiguador de corrida lX restante en e l tanque inferior. 

3 . Preparación de las muestras 

Calcul é primero las diluciones pa~a obten~r la cantidad de 

tro f ozo itos deseados en las muestras (2 X 105 ). Preparé las 

muestras amibianas sólo hasta que ya estaban montados los 

geles en . el aparato de electroforesis y colocado e l 

amortiguador de corrida en los tanques superior e inferior. 

Con una jeringa Hamilton coloqué 20 µl de cada muestra 

en la bendidura correspondiente. Enjuagué la jeringa tre s 

veces con amortiguador de cor r· t da antes de col o car cada nueva 

mue s tra CLas mue str as no se hirvieron). 

4. Corrida electroforétlca 

a corrida se hizo a 25ºC/120 V 

5. Tlnción de . los geles 

Después de la incubación <reactivación ) paré la reacción y 

te~f con un vol u men de colorante de Fairbanks 

para cubrir el gel, toda la noche. Retiré el 
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inferior. Quite luego el peine, ouidande de no deformar los

carriles y oon una pipeta Pasteur lave tres veces oon

amortiguador de corrida cada una de las hendiduras del gel

eonoentrador sin dejar ninguna burbuja. Agregue eï

amortiguador de corrida iX restante en ei tanque inferior.

3. Pregaraoidn de La§_g3estras

Calcule primero las diluciones para obtener la cantidad de

trofoeoitos deseados en las muestras (2 X 105). Prepare las

muestras amìbìanas sólo hasta que ya estaban uontados los

geìes en _eì aparato de electroforesis y oolooado el

amortiguador de corrida en los tanques superior e inferior.

Con una jeringa Hamilton ooloqué 20 pl de cada muestra

en la hendidura correspondiente. Enjuagué la jeringa tres

ueoes con amortiguador de corrida antes de oolaoar oada nueva

muestra (Las muestras no se hirvieron).

á. Corrida eleotroforética

a oorrida Se hizo a 25”C/120 V

5. Tinoiún de los_ggles

Despues de la inoubaoion (reactivación) pare la reaooiün y

teãí oon un volumen de oolorante de Fairbanks suficiente

para cubrir el gel, toda la noohe. Retire el oolorante,
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enjuagué el gel con agua corriente, l uego con so luc ión 

desteñidora rápida par 30 min y l e di varios lavados e n áci d o 

acét i co al 7.5%. Fina lmen te lavé el gel en dos c ambios d e 

sgua por 30 min c ada ve z. 

6. Fotografia de los geles teñidos 

Un a vez elimina do el exceso de c olorante, l os geles 

hidratados y húmedos se colocaron ·sobre un a placa de y id rio y 

e ncima de un negatoscopio se transiluminaron para s e r 

fotografiados con una cámara de 3 5 mm con objet ivo de 50 mm y 

filtro amarillo. Las exposiciones fueron de 1/125 de seg a 

f/8 o f /11. Se u tili zó pel icula Kodak Pl u s X y se hi ciero n 

las impresiones e n pape l Kodabromide F2 de 4 X 5 pu l gada s. 

7. Secado de los geles 

Par a secar cada gel ya teñido, lo puse pri~ero sobre un a 

placa de vidrio, eliminé el gel concentrador y orienté el gel 

se par ador de manera que el p r imer carril quedase a la 

derecha; lo cubri luego con un peda zo rectangular de pa pe l 

celofán de 13 X 11 cm. Transferí el gel <adherido al pape l 

cel o fán), a un secador de parrilla <Gel Slab Dyer Bio -Rad, 

mode l o 224) de ma nera que el celofán quedase abajo, sobre un 

pape l filtro grueso colocada encima de la reji l la me t áli ca 
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enjuague el gel con agua corriente, luego con solucion

desteñidora rápida por 30 min y le di varios lavados en acido

acético al 7.5%. Finalmente lave el gel en dos cambios de

agua por 30 min cada ves.

6. Egtogrgƒig de los geles_tefiidos

Una vez eliminado el exceso de colorante, los geles

hidratados y húmedos se colocaron sobre una placa de vidrio y

encima de un negatoscopio se transiluminaron para ser

fotografiados con una cámara de 35 mm con objetivo de 50 mm 5

filtro amarillo. Las exposiciones fueron de ifi25 de seg a

f/8 o f/11. Se utilizó pelicula Kodak Plus X y se hicieron

las impresiones en papel Kodabromide F2 de fl X 5 pulgadas.

7. Secado gg los geles

Para secar cada gel ya teäido, lo puse primero sobre una

placa de vidrio, elimine el gel conoentrador y oriente el gel

separador de manera que el primer carril quedase a la

derecha; lo cubri luego con un pedazo rectangular de papel

celofán de 13 X 11 cm. Transferi el gel (adherido al papel

celofàn), a un secador de parrilla (Gel Slab Dyer Bio-Rad.

modelo Éãúl de manera que el celofán quedase abajo, sobre un

papel filtro grueso colocado encima de la rejilla metálica
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d el secador. Cu b rí el ge l co n u na tira de p l ástic o r 1gida y 

a ést a c on l a cubier ta d e h ule . 

Cone c té el s ecador a una tra mpa de va c fo f o rm a da p o r 

mat rac e s Kitasat o en li nea ( co lo cado s rlent r o d e una bande ja 

d e acero inoxidab l e con hie l o seco ) que a s u vez conecté a 

u n a bom ba de vacio CFelisa, modelo 1400 ) . La temperatura del 

se cad or fu e fija C8 0G-82ºC) y el tiempo de seca d o de 30 min. 

B. Electroforesis en geles de gelatina-SDS-poliacrilamida 

1. Formación de los geles 

Ge l separ·ador ( inferi o r ) 

En un matraz Erlenmeye r de 50 mi mezclé las solucion e s en 

el orden anotado en la Tab l a 3, para formar los geles 

se pars.d o1·es que c onte n 1an gelatina al 0.1% y poliacr il ami da 

al 10 %. 

Gel concen trad or ( s u pe ri o r ) 

En un matr a z Er '. e nm e y er d e 5 0 mi me z c l é l as soluciones e n el 

orden ano ta do en l a Tabl a 3. 

2. Corrida electroforética 

a c orrida e l ectroforét i c a se hiz o a 4ºC/60V po r 10 h 

3. Lavado, activació~ e incubación del gel-sustrato 

concl u ir la c o rrida electroforética desmonté el g~l y lo 

ncubé t r es veces a 37º C por 10 min en Tris-HCl o. 1 M- Na Cl 

15 M pH 7.4 (activación) y luego po r 3 h en Tris - HC l 0.075 
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del secador. Cubri el gel con una tira de plastico rígida y

a esta con la cubierta de hule.

Conecte el secador a una trampa de vacio formada por E

matraces Kitasato en linea (colocados dentro de una bandeja

de acero inoxidable con hielo seco) que a su vea conecte a

una bomba de vacio {Felisa, modelo iflüül. La temperatura del

secador fue fija 180°-82°C) y el tiempo de secado de SU min.

B. Electroforesis en geles de gelatiqg-SD$-golìacrìlamida

1. Formacion de los geles

§el_ seoarador linferiorl

En un matraz Erlenmeyer de 5d ml mezcle las soluciones en

el orden anotado en la Tabla 3, para formar los geles

separadores que contenían gelatina al ü.1% y poliacrilamida

al ide.

Gel concentrador isuperiorl

En un matraz Erlenmeyer de 5@ ml mezcle las soluciones en el

orden anotado en la Tabla 3.

2. Corrida electroforëtica
l ' I H I I

a corrida electrcforetica se hiso a ú“C!6DV por 10h

3. Lavado, activacion e incubaoi§Q_del gelnsustrato

1 concluir la_corrida electrofcretica desmonte el gel y lo

ncube tres veces a 37°C por id min en Tris-HCI 0.1 H-Naül

15 M pH ?.c iactivacionl y luego por 3 h en Tris~HCl ü.O?5

TE5l5HEC.Qü
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-NaCl 0.15 M pH 7. 4. La tinción, el secado y la f ot o 

C . Ob tención de l as mues t ras a mibianas 

1. Cosecha y lavado de amibas 

Sumergf 10 min en hielo 10 tubos d e cultivo de trofozoitos de 

E. histoly tica HMl, HM 2 , HM3 , HM 38 y HK9 o E. inva.dens PZ e 

I P 1 0 1, E. moshkovskii F IC y E. histol yt ica-like Laredo en 

f ase logar1tmica, cultivados en medio TYI-S-33 ( Diamond et 

a 1., 1978) y reuni su con ten ido en tubos Falcan a 90 X .-, 
.:> 

<cent rifuga JEC, CRU 5000 co n cabezal 269, a 500 rev/min> p or 

3 min a 4ºC. Lavé la pastill a de t rofozoltos dos veces po r 

centrifugación c on 10 mi de TY I fri a. Al fin a l de Cé1d8 

lavado sus pend í y conté u na muestra de las amibas en e l 

hems. t 1 me.t r· o. Dividí la suspensión del segundo la vado, a la 

mi tad, en tubos de cultiv o y c e n trif u gé nuevamen t e a 90 X g 

para posteriormente realizar diferentes tratamientos a cada 

pasti 1 l a de trofozoltos. 

2. Tratamiento de las muestras para e lectroforesis 

disolv e r las amibas aspiré c uidadosamente e l 

sobrenadante del último lavado de cada tubo y a cad a pasti lla 

adicioné regulad o r de mue s tra <con o sin inhibidores o 

activadores) suficien te pa r a t e ner 2 X 10~ <Tabla 4). 

luego los tubos y hervi o no l as muestras antes de a l ma c e n 2 r 

a 20"C ó .- 196"C. de ag ua dest i l8 da antes ,de usar la s ol u ción. 
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-NaCl 0.15 M pH ?.a. La tincion. el secado y la foto

C. Obtención de las muestras amibianas

1. Cosecha y lavado de amibas

Sumergi id min en hielo 10 tubos de cultivo de trofoaoitos de

E. hƒstoiytƒca HH1, HME, HM3, HM38 y HK@ o E. invadens PZ e

lPiOi, E. moshkcvskii FIC y E. histoƒyrica-like Laredo en

fase logaritmioa, cultivados en medio TYI-S¬33 (Diamond et

al., 1978) y reuni su contenido en tubos Falcon a 90 X ;

(centrífuga IEC. CEU 5000 con cabezal 289. a 500 rev/min) por

3 min a 4“C. Lavé la pastilla de trofozcitos dos veces por

centrifugaciún con 10 ml de TYI frio. A1 final de cada

lavado suspendi y conté una muestra de las amibas en el

hematimetro. Dividi la suspension del segundo lavado, a la

mitad, en tubos de cultivo y centrifuge nuevamente a 90 X g

para posteriormente realizar diferentes tratamientos a cada

pastilla de trofoaoitos.

2. Tratamiento de las ggestras para electroforesis

Para disolver las amibas aspire cuidadosamente el

sobrenadante del ultimo lavado de cada tubo y a cada pastilla

adiciona regulador de muestra icon o sin inhibidores o

activadores) suficiente para tener 2 X 10” (Tabla àl. Tape

luego los tubos y hervi o no las muestras antes de almacenar

a 20“C o -i9S°C. de agua destilada antes de usar la solución.

TESlSHBC.90
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TABLA 4 

SUPLEMENTOS AL REGULADOR 
DE LISIS PARA 

ELECTROFORESIS• 

1. Ninguno 
2. pHMB 20 mM 
3. ME 143 mM 
4. pHMB 20 mM/PMSF 2 mM 
•0.2 ml/10i. am i bas 

3 0 

TESlSHHC.90

SUPLEMENTOS AL REGULADÚF

TABLA 4

DE LISIS PARA
ELECTROFDRESIS'

-l'=~l`.úl'*~J¡--. QHMB 20 mM/PMSF 2 mH
'O.2 ml/10* amibas

Ninguno
PHHB 20 mM
ME 1A3 mH
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RESULTADOS 

A. Estandarizac ión del método de elec troforesis en geles de 

SDS-poliacrilamida 

Los gele s de poliacri lamida constituyen una ma tr i z inerte en 

l a que la separa c ión de las proteínas se ba s a e n su peso 

molecular y su carga <Gordon , 1 9 75). En Jos geles de SDS -

poliacrilarn ida, l as p rotei na s for~an comp lej os con el dodec i l 

s u l f ato de sod i o <SDS), potente de tergente aniónic o que se 

une a las reg iones hidr o f ó bi c as, por lo que Jos polipéptid os 

se de s enrollan para gene rar cade nas extendidas individua les 

( Ma ize l , 1966; Sha p iro et al., 1967). Por el l o, cua n d o se 

ap 1 i ca la cor ri ente e léc tri ca las prot eínas asociadas a 

moléculas con carga n e ta negativa cuya i nt c:! nS i dad es 

pr oporci onal a l p eso mo l ecula r de las cadenas polipeptidi cas 

mi gr an hacia el elec tr odo pos1tivo <Shapiro et al., 1966; 

Webe r y Osbor n, 1969; Laemmli, 1970; Podulso, 1981). 

1. Polimeri zación de gel es de SDS-poliacri lamida al 10~ 

Pa ra p r oducir 

p roy ecto , usé 

los gel e s d e po liacrilamida al 10% del 

5 4 µ l de PA al 10% fresco por cada 6 ml d e 

me zc la d e mon ó me ros de l ge l separador y 10 µI de la mi s ma 

s ol ución por c ad a 2 ml de la mezcla de monómeros del gel 

concentr ador , d e acuerdo con datos obtenidos po r Ligia Cant 1) 

y Ber tha Jiméne z en nuest ro laboratorio <Tabla 3). 
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A. Estandarizacidn del método de_electroforesis en geles de

asiiHslïi. lfim 111-'=\.

Los geles de poliacrilamida constituyen una matriz inerte en

la que la separacion de las proteinas se basa en su peso

molecular y su carga (Gordon. 1975). En los geles de SUE-

poliacrilamida, las proteinas forman complejos con el dodecil

sulfato de sodio (SDS), potente detergente aniónico que se

une a las regiones hidrofdbicas, por lo que los polipéptidos

se desenrollan para generar cadenas extendidas individuales

iflaiael, 1966; Ehapiro et al., 196?l. Por ello, cuando se

aplica la corriente eléctrica las proteinas asociadas a

moleculas con carga neta negativa cuya intensidad es

proporcional al peso molecular de las cadenas polipeptïdicas

migran hacia el electrodo positivo (Shapiro et al., 196€;

Weber y Dsborn, 1959; Laemmli, 1970; Podulso, 1981).

1. Polimeriaacìon de eles de SDS- oliacriiamigg al igfi

Para producir los geles de poliacrllamida al 10% del

proyecto, usé Sá pl de PA al 10% fresco por cada G ml de

mezcla de monomeros del gel separador y 10 pl de la misma

solución por cada 2 ml de la mezcla de monúmeros del gel

concentrador, de acuerdo con datos obtenidos por Ligia Canto

y Bertha Jimenez en nuestro laboratorio (Tabla 3).
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2. Calibración de los geles de SDS-poliacrilamida al 10% 

Lle vé a cabo el análisis e n u n gel pl ano de 90 mm de a n cho, 

70 mm de a lt o y 0 . 8 mm de espeso r, con muestras d e 20 µl por 

Utilicé una mezcla de las carr11 (de 0.5 cm de ancho). 

siguientes pro te fna s marcadoras disuel t a s en regulad or de 

mu es t ras rnM 1Xl, c uya abre v i 2 tura s y pesos moleculares 

indico entre par énte s is : i nm un og lob ulinas ( ! g' 160 kDa i, 

43 kDa), fos for· i lasa b CP, 97 kDa ), ov·oa 1 b úm i na <OVA, 

a nhidrasa ca rbónica <AC, 31 kDa), e i nhib idor de tripsi na 

Por regresión l ineal obtuve la e c uación: Mr 

= antilo g (2.381 - 1.07 1Rf l , en donde Mr es el pes o molecular 

en kDa y Rf la migración r especto al frente; e 1 co efi ciente 

de corr e l ación fuer= 0.998 <Fi g 1; Tabl a s 5 y 6 l . 

3. Patrón electroforético de proteínas séricas humanas en 

geles de SDS-poliacrilamida a l 10% 

Para obtener el pa t r ón e lectr ofor ét ico de l as proteína s de l 

suero humano normal <SHNl y utilizarlo como estándar en 

experimen tos po ster i ores, realicé una electroforesis con 

muestras de 7 a 1 10 µg de p r oteínas séricas CFig 2). La 

inten sida d de l as bandas fue proporcional a la ca ntidad de 

prote ína aplicada. Oh s ervé una d i storsión a la altura de la 

po sici ó n de la al búmina en los carriles que contenian 56 y 

110 µg ' pero no en los q ue c onten ían entre 7 y 28 µg d~ 

proteínas séricas . Las ban da s de a lb úmina no fuer on 
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2. Calibración de Los geles de SDS-poliacrilamida al 10%

Lleve a cabo el análisis en un gel plano de 90 mm de ancho,

70 mm de alto y ü.B mm de espesor, con muestras de 20 ul por

carril (de ü.5 cm de ancho). Utilice una mezcla de las

siguientes proteinas marcadores disueltas en regulador de

muestras iRH iïl. cuya abreviaturas F Pesos moleculares

indico entre parentesis: inmunoglobulinas (lg, 160 kual,

iosforilasa b EP. Q? kDa), ovoalbümina {UUA, 43 kDa),

anhidrasa carbónica (AC, 31 kDa), e inhibidor de tripsina

(TI, 21.5 küal. Por regresión lineal obtuve la ecuación: Mr

= antilog (2.381 - 1.ü?1Rfl, en donde Mr es el peso molecular

en kDa y Rf la migración respecto al frente; el coeficiente

de correlación fue r = 0.998 (Fig 1; Tablas 5 y Sl.

3. Patrón electroforetico de proteinas sericas hggagas en

ge1e§_qe_§Ds-Ealiaeri¡amada al los
Para obtener el patrón electroforetico de las proteinas del

suero humano normal iSHN) y utilizarlo como estandar en

experimentos posteriores, realice una electroforesis con

muestras de 7 a 110 pg de proteinas sericas (Fig 2). La

intensidad de las bandas fue proporcional a la cantidad de

proteina aplicada. Observe una distorsión a la altura de la

posición de la albúmina en los carriles que contenían 56 y

110 ug, pero no en los que contenían entre 7 y 28 pg de

proteinas sericas. Las bandas de albúmina no fueron

TESlSHEC.90



homogéneas en los car ri les con SHN ni en los extremos d el 

gel, en los que coloqué 2 µg de BSA coma marcador de pes o 

molecula.r ; 

tiñ1~f·on m.?s 

la fa lt a d e homog ene idad co nsistió en qu e s ~ 

inte nsa men te los extremos laterales que 

partes intermedias de l as bandas CFig 2 ) . 

Con 14 µg de protefnas séricas obtuve en este experimen to 

e 1 mejo r patrón electroforético del suero, c on band a s 

sufici entemente nítidas e intens3s pero no so b r·ecar gad as. 

P ara experimentos posterio r es decidí emp lear muestras c on 14 

µg de proteínas J e SHN c omo estándar 

marcador de peso molecular. 

y 2 µg de BSA co mu 

B. Efecto de la temperatura de almacenamiento, la ebullición, 

y la adición de inhibidores proteol f ticos y mercaptoetanol 

sobre los patrones electroforéticos 

El an.§.1 is is de l a composición pr oteí nica de los trof oz olt 0s 

de E. h ist olytica e s problem~ti co debid o a la gran ac t ividad 

proteolitica de l os extract os. McLaughlin C1977l y Scholze 

(1984) reportaro n la p u rifica c i ón par c ial de u na pro te a:;:;á 

ácida de E. hi s tolytica que n o es a f ectada por i nhibidores 

conv encionales Cyodacetarnida, bromuro de b romofenacila) , 

una proteasa neu tra inhibible por agentes que bloquean grupo s 

tío 1 y activable por compues tos con sulfhidrilo~ libre s. 

Kee n e <1986) y Schulte ( 1987) re portaron la presencia de u n J 
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homogeneas en los carriles con SHN ni en los extremos del

gel, en los que coloque 2 pg de SSA como marcador de peso

molecular; la falta de homogeneidad consistid en que se

tideron mes intensamente los extremos laterales que las

partes intermedias de las bandas (Fig 2).

Con le pg de proteinas serioas obtuve en este experimento

el mejor patrón electroforetico del suero, con bandas

suficientemente nitidas e intensas pero no sobrecargadas.

Para experimentos Posteriores decidi emplear muestras con le

pg de proteinas ie SHN como estandar y 2 pg de BEA como

marcador de peso molecular.

B. Efecto de-¿p_tegperatqra dg_almacenamiento, la ebullición,

g¿_la adición de inhibidores proteoL1t¿g2§_1Lmercaptoetanol

sobre los patrones electroforeticos

El analisis de la composición proteinica de los trofoaoit¬s

de E. histoìytica es problemático debido a la gran actividad

proteolitica de los extractos. Mcbaughlin lie7?l y Scbolre

fiååfll reportaron la purificación parcial de una proteasa

ácida de E. hístoƒyfïca que no es afectada por inhibidores

convencionales iyodacetamida, bromuro de bromofenacilol, 1

una proteasa neutra inhibible por agentes que bloquean grupos

tiol y activable por compuestos con sulfhidrilos libres.

Keane (1986} y Schulte (1987) reportaron la presencia de una

TE5l5HBC.90
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TABLA 5 

CALIBRACION DE LOS GELES DE 
SDS-POLIACRILAMIDA AL 10% 

M r- Migración 
Proteina marcadora CkDa ) mm Rt 
Inmunoglobulinas 160.0 1 2 o. 169 
Fosforilasa b 97.4 29 0.397 
Albúmina bov i na 66.2 37 0.507 
Ovoalbúmina 42.7 50 0.685 
Anhidrasa carbónica 31. o 6 1 0.8 3 6 
Inhibid o r de t ri2sina 21. 5 7 3 1. ooo· 
ªFrente = 73 mm 

3 4 
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TABLA 5

CALIBRACION DE LOS GELES DE
SDS~POLIACRILAHIDA AL 10%
 _l

Mr
Proteina marcadora (KQÉ)

Migración
EE _B.†. , iv

Inmunoglobulïnas 180.0
Fosforilasa b 97.4
Aìbúmìna bovina 66.2
Dvnalbümina 42.7
Anhìdrasa carbónìca 31.0
Lghibidor de trípsina 21.5

12
29
37
50
61
73

'Frente = 73 mm

0.169
0.397
0.507
0.685
0.836
1.000
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200 
Mr= antilog (2.381-1 .071 Ff) 

150 Ig (160) 

100 
80 

60 

40 OVA(43) 

30 AC (31) 

20 

o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 
Rf 

r = 0.99 

Fig l. Ca libración de l os geles de SDS-poliacrilamida al 10% . Llevé a 
cabo el an~lisis en un gel p lano de 90 mm de ancho, 70 mm de alto y 0.8 mm 
de es pesor, con muestras de 20 µl por carril de 0.5 cm. Utilicé una 
mezcla de las siguientes protei na s marcadoras disueltas en regulador de 
mues tr as <RM 1X >, cuya s abreviat uras y pesos moleculares indico entre 
paréntesis: lnmunog lobulinas (!g, 160 kDa >, fosforilasa b CP, 97 kDa l , 
seroalbúmjna bovina <BSA, 66 kDa>, ovoalbétmina COVA, 43 kDa >, anhidrasa 
carbónica CAC, 31 kDa>, e inhibidor de t ripsina <TI, 21.5 kDa>. Por 
regresión lineal obtuve la ecuac i ón: Mr = antilog <2.381 - 1.071Rf>, en 
donde Mr es el pe~o molecular en kDa y Rf la mi grac ión r es pecto a l frente; 
el coeficiente de correlac ión fue r = 0.998 . Ini c ié la e lectrof oresis con 
60 V por 15 min y una vez que las muestras habían penetrado a l gel 
separador apliqué 120 V durante 120 min. Lueg o teñ1 e l ge l con coloran t e 
de Fairbanks <Az ul de Coomassie al 0.05%) y l o desteñí con var ios cambios 
de ácido acético al 7.5%. 
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200 Mr= ontilog (2.381-1.071!-'fl

10° . P (91)
80 ¡-
G0 '_ _ SA (66)

(kDu) 40 vi (431
ao Acrsn

Mr

20% TI (21.5)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Rf

r = 0.99

Fig 1. Calibración de los geles de 5ÚS~poliacriZam da al iÚ%¬ Lies@ a
cabo el análisis en un gel plano de 90 mm de ancho. T1 om de alto r 0.5 om
de espesor, con muestras de 20 pl por carril de H.5 cm. Utiši e o:a
mezcla de las siguientes proteinas marcadores o sueltas en regulado: de
muestras (RH IX), cuyas abreviaturas y pesos moleculares indico entre
paréntesis: lnmunoglobulinas (lg, 180 kDa), fosforìlasa o (P. 9? küa-.
seroalbúmina bovina IBSA, BB kba), ovoalbümina (UVA, A3 küal, anhidrasa
carhónica (AC, 31 kDa), e inhibidor de tripsina (TI, 21.5 küai. Prr
regresión iìneal obtuve la ecuación: Mr = antilog (2.381 - 1.ü71Rfi, en
donde Hr es el peso molecular en kDa y Rf la migración respecto al freote;
el coeficiente de correlación fue r = 0.998. Inicie la electroforesis con
60 V por 15 min y una vez que las muestras habian penetrado al gel
separador aplique 120 V durante 120 min. Luego tefii el gel con coìoran†e
de Fairbanks (Azul de Coomassie al 0.05%) y lo destefii con varios cambios
de acido acético al 7.5%.
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TABLA 6 

RELACIONES ENTRE Rf Y PESO MOLECULAR APARENTE CkDa> 
DE LAS PROTEINAS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA 

AL 10% 

TESISl'!BC.90 

Rf/kDa 
0 .20/147.5 
0.211144.3 
0.22/140.2 
0.23/137.4 
0.24/134.5 
0.25/130.1 
0.26/127.6 
º" 271.124. 2 
0.28/121.4 
0 .29/118.5 
0 .30/ 115.3 
0 . 3 1 / 112.2 
0 . 32/ 109.8 
0 . 3 3 / 107.2 
0.34 /104.6 
0.35/102.0 
0.36/099.5 
0 .37/097.1 
0.35 / 094.8 
0.39/092.5 

Rf/kDa 
0.40 / 090.4 
0.41/088.3 
0.42/086.2 
0.43/084.0 
0.44/082.0 
O. 4E,/ 080. O 
0.4Ci l 078.1 
0. 47/ 076.2 
0.48/074.3 
0 . 49 / 072.5 
0.50/070.8 
0.51/069.'1 
0.52/067.4 
0.53/065.8 
0.54/064.2 
o. 155 / 062. 6 
O. f•<S 1061. O 
0.57 / 059.6 
o. 155/058. 2 
O . !5 9 I 056. 8 

Rf/kDa 
0 .60 / 055.4 
0.61/054.0 
0.62 / 052.7 
0.63/051.4 
0 .64 / 050.2 
0 .65/049.0 
0. 66/047.8 
0.67/046.6 
0.66 / 045.5 
0.69/044.4 
0.70/043.3 
0.71/042.3 
o. 72/ 041.3 
0.73/040.3 
0.74/039.3 
0 . 75/ 038.3 
0.76/037.4 
0.77/036.5 
0 .78/ 035.6 
0 . 79/034.7 

Mr = antil o g C2.381 - 1. 0 7 1Rf) 
r· = O. 99 8 

Rf /kDa 
0.80/ 033.9 
0.811 033.t 
0.82 / 032.2 
0.53/031.5 
0 . 8 4/ 030.7 
0. 55/029.9 
0. 55 / 029.3 
0 .87/028.5 
0 .6él / 027.8 
0 .59 / 027.2 
0. 9 0 / 026 .5 
0.91 / 025.9 
0.92/025.3 
o . 9 :3 / 024. 6 
0.94/024.0 
o. 9':· /023. 5 
0 .96 / 022.9 
0 . 97/ 022.3 
0.98 / 021.8 
o. 99/ 021.3 
1.00/020.7 
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RELACIÚNES ENTRE Rf Y PESO HOLECULAR APARENTE (kDa)
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TABLA 6

DE LAS PRÚTEINA5 EN GELES DE SDS-PÚLIACRILAHIDA
AL 10%

Ef/kDa

Ú.TÚf1Ä?.5
0.21†1#4.3
0.É2f14Ú.2
Ú.É3f137.4
U.Éflf134.5
O.É5f13Ú.1
0.25/127.5
Ú2É7¢124.2
U.ÉÚ/121.å
Ú.ÉQ/115.5
Q.3Ú/115.3
0.51/112.2

32/109.5
33f1Ú7.2
3fl¡104.fi

0.35/1Ú2.Ú
0.35/ÚQ9.5
U.37fÚQ7.1
U.3ÚfÚ94.Ú
U.3QfÚQ2.5

CICJC1

R

U
D
D
O
0
O
U1

O
0
D
U
D
O
D
D
U.
0
D
U

L¿kDa __ Rf/kDa
flOfÚQÚ.4
4lf0B8.3
42fÚÚ6.2
Ä3fÚÚ4.Ú
flåfÚÚ2.0
fl5fÚBÚ.0
ÚÉfÚ7Ú.1
å7fÚ7B.2
4BfÚ74.3
49fÚ72.5
5UfÚ70.8
51/069.1
52/067.4
53fÚ65.B
54f064.2
55fÚ82.B
55fÚ61-Ú
57fÚ59.6
5ÚfÚ5Ú.2
59fÚ56.B

.I. 

G.
U.
U.
ü.
U.
U.
O.
D.
O.
U.
G.
O.
Q.
O.
G.
O.
U.
U.

fl.@UfÚ55.4
Ú.51fD54.Ú
O.@ÉfÚ52.7
Q.EBfÚ51.4
G.5¿fÚ5Ú.2
ü.Ú5¡04Q.Ú
U.ÚÚfÚ47.B
U.57fD45.5
U.5BfO45.5
Ú.59/044.4
0.70/043-3
0.71/042.3
Ú.72!0å1.3
0.73/040.3
Q.7#f039.3
Q.75¡O3B.3
U.7EfD37.4
Ú.77fÚ3B.5
0.75/035.6
O.75fO34.T

Mr = an±i1ag`<e.oo1 - 1.of1ef›
r = 0.995

Rffküa

U.
G.

Y í í 1 

"'1I Q “F

eo/oaa.s
e1foaa.1
esfoa2.2
esfoa1.s
eflfoao.v
ssfo2e.s
asfozs.a
orfo2a.s
aafoz7.e
aefozrgz
sofoze.5
e1fozs.s
eefo25.a
esfo24.e
es/024.0
ssfoza.5
sefoz2.s
e†xo22.a
saxo21.c
esfo21.s
oofo2o.?
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Fig 2. Patrón electroforético de l suero humano normal CSHN>. C ont e n~do 

de proteinas indicado en cada caso. CA> y CG) 9SA 2 µg; (B) 110 µg, (C ) SS 
µg, <D l 28 µg, CE > 14 µg y (F ) 7 µg de SHN. Elect ro foresi s y tinciór. di:: 
lo s geles como en la Fig 1 . 
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los geles como en la Fig 1
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Fig 2. Patrón electroforetico del suero humano normal ESHNF. Center
de proteinas indicado en cada caso. (Ai y (G) ESA E pg: tE) 1 '"10 pg. (Cl
pg, (D) 28 ug, (El iü pg y (Fl 7 pg de SHN. Electroforesis y tincior i
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ciste in-proteasa neutra C56 kDa> en ex tract o s de trofozoitos 

de E . histolytica HM1, que des truye colágena I • elastina, 

fibronectina y laminina. 

La inhibición de la degradación de las pr ot e inas en l ,-, e 
·~ . ..: 

extractos de E. histoly tioa se ha lograda con inhibidores que 

reaccion an con los grupos sulfhidrilo CAvila et al., 1985 ) . 

El pHMB reacciona especlficamen te con g r upos su lfhidri lo 

libr·es de las proteínas para formar mercáptides CFraenkel -

Conrat, 19 5 7 ) y es e 1 in h i b i do r el e e 1 e e c i ó n par a preven i r· l 2 

autopro teólisis de extractos de t ~o f oz oft os de E. histolyti ca 

HV9 y E. 

mercaptoetanol 

1985). 

invadens PZ, l a cual se 

<2ME) y se es ti mula con SDS 

reactiva con .-, _ 
,:_ 

CAvi la et al., 

En éxperimentos realizad os recientemente por Ligia Canto 

C1990 ) y Bertha Jiménez (1 990 ) en nuestr o laboratorio, e 11 as 

observa ron que cuando lisaban a los trofozo f tos de E. 

histolytica HK9 en SDS al 2% con pHMB y Jo s sometían a 

ele c troforesis en geles de SDS-poliacrilamida, obtenían un 

patri:'.m e! e c tro forét i co complejo y caracteristico de la 

especie Cpor lo men os 35 bandas principales de proteinas) sin 

deg rad ación aparent e. Los lisados ami bianos obtenidos en SDS 

al 2% solo o adicionado con 2 ME y luego hervidos tenian, en 

cambio, un patrón electrofo rét i co muy simple con sól o tre s 

bandas remanentes principales de 2 6 , 30, y 33 kDa. De esta 
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gìetgínvppgtgaga neutra (55 kDal en extractos de trofoaoitos

de E. histofytƒca HH1, que destruye colagena I. elastina.

fibronectina y laminina.

La inhibición de la degradación de las proteinas en los

extractos de E. hfstoƒytica se ha logrado con inhibidores que

reaccionan con los grupos sulfhidrilo (Avila et al., 1985).

El pHHB reacciona especificamente con grupos sulfhidriln

libres de las proteinas para formar mercäptides (Fraenke1-

Conrat, 195?l y es el inhibidor de eleccion para prevenir la

autoproteàlisìs de extractos de trofoaoitos de E. hfstoƒytica

HH9 y E. ` Invadens PZ, la cual se reactiva con E-

mercaptoetanol (EME) y se estimula con SUS ¡avila et al.,

1985).

En experimentos realizados recientemente por Ligia Canto

(199fil y Bertha Jiménez (19901 en nuestro laboratorio, ellas

observaron que cuando lisaban a los trofoacitos de E.

hisroƒyrioa HK9 en SUE al En con pHHE v los sometian a
J'

electroforesis en geles de SDS~poliaorilamida, obtenían un

patron electroforetico complejo y característico de la

especie (por lo menos 35 bandas principales de proteinasi sin

degradacion aparente. Los lisados amibianos obtenidos en SUS

al Ed solo o adicionado con EME v luego hervidos tenian, en

cambio, un patrón electroforetico muy simple con solo tres

bandas remanentes principales de 25, SU, v 33 kDa. De esta

TE5l5HEC.9ü
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ma ner a ellas conf irm a ron que la actividad autoproteollti ca de 

lo s l isados am i bi anos en SDS es inmediata, extensiva , y se 

debe a cisteln-pr o tea s a s <Avi la et al., 1985) . 

1. Trofozoltos de E. histolyt i ca 

Para ve rifi c ar si dife re n t e s cepas de E. histol yt ica tienen 

acti v idad aut o pr oteo l itica ini h ibible con bloqueadores d2 

grupos sulfhidrilo y de s e r 1n prol ea sa s, analicé e n ge les de 

SDS-poliacrilamid a al 10% muestras de trofozo1tos de las 

c epas HK9, HM1 y HM3 disuelto s en regulador de lisis CRL ) 

ad ic ionado con pHM B, 2ME, o la mezcla pHMB/PMSF <Tabla 4 l. 

Describiré por separado los patI'ones electroforét icos 

obtenid o s en estas condi cion e s. 

a . Efecto de la temperatura de almacenamiento y la ebu!lición 

Almac ena d os a - 196ºC 

Lo s 1 i sados de E . hJ stolytlca HMt, HM.3 y HK9, hervid os 

tu vie r on cinco bandas principa les de 25, 

<F i g 3 ; Ta bl a 7). 

Alma c enados a -?o;c 

30, 33, 41, 56 kDa 

Lo s l isados sin h e r y i r tuvieron cuat ro bandas princ ipal es de 

167, 140, 113 y 35 kDa y lo s hervi ros tuvieron un patr ón 

se me jan te a 1 de 1 os' a l m a e en ad os a - 19 6 º C ( F i g 3 ; Ta b l a 7 ) . 
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manera ellas confirmaron que la actividad autcproteclïtica de

los lisados amibianos en SDS es inmediata, extensiva, v se

debe a cisteìn-proteasas (Avila et al., 1985).

1. Trofozoitos de E. histolytƒca

Para verificar si diferentes cepas de E. histoƒvrfoa tienen

actividad autoproteolìtica inihibible con bloqueadores de

grupos sulfhidrilo y de serin proteasas, analice en geles de

SUS-poliacrilamida al 10% muestras de trofcaoitos de las

cepas HK9, HHi v HH3 disueltcs en regulador de lisis (RL)

adioionado con pHMB, 2HE, o la mezcla pHHB/PHSF (Tabla él.

Describiré por separado los patrones eleotrcforeticcs

obtenidos en estas condiciones.

a. Efecto de la temperatura de almacenamiento y la ehuliicicn

Almacenadcs a "19E“C

l"'1- L-1.Los lisados de E. hisfofv ce Hfli. HHH v Has. hervidos

tuvieron cinco bandas principales de Él io, 33, ci, 56 kDe

iFig 3: Tabla 7).

Almacenados a -20°C

Los lisados sin hervir tuvieron cuatro bandas principales de

167, 140, 113 y 35 kDa y los herviros tuvieron un patron

semejante al de los almacenados a -19E°C iFig 3; Tabla 7).

TE5I5llBC.90
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TABLA 7 

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE 
ALMACENAMIENTO Y LA EBULLICION 
SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS 

PRINCIPALES EN LISADOS DE E. 
histolytica 

Bandas• -1 96 "" -20" 
CkDa) Hb No h H 

167 1 
140 2 
113 2 

56 2 1 1 
41 1 .-, 

"'" 
33 2 1 f") 

.<... 

30 ..... 1 L 

25 3 2 
.. - ausente; .1, ten ue; 2, ' poco i nterisa; 3, intensa; 

4, muy i ntensa 
b No h, no he rvido; H, he r vido 

40 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA DE
ALHACENAHIENTO Y LA EBULLICION
SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS

PRINCIPALES EN LISADOS DE E

TABLA 7

histoƒytica

Bandas' -195* -20”
€kDa)_____.___..____¡:l..

18?
iåü
113
55
oi
B3
30
25 totoro*I-~I*-3

No h______..__|:ï__..

I-1-1*-Jl*-Ji-

1

.pn-

1

-1-

~¬J|-L.

I'-JI-~r-J

'~, ausente; 1, tenue; 2,
poco intensa; 3, intensa;
e, muy intensa

“No h, no hervido; H, hervido



Fig 3. Patrón e l ectroforét i co de proteínas de tr ofozo1tos de E. 
histo/ytica HK9, HM1 y HM3, lisados en SDS al 2%. Muestras de 20 µl por 
carril, cuyo contenido en todos l os ca so s fue de 3 X 10~ tr ofozoitos. <Al 
y <Bl trofozoitos HK9, <C l y CD) trofozoitos HM3, <El y <Fl tr ofozo it : s 
HM1. Obtuve las amibas de cultivos ax én icos en fase logar 1tmica, las la v ~ 
dos veces con TYI· frio, d iv idí la suspensión en dos partes iguales (cada 
ur. a con 2 X 106 amibas) y después de cent r ifuga r las di so lv í inmed iatame r.t e 
cada pastilla amibiana con regulado r de lisis CRL: SDS al 2%, Tri s -HCI 
0.49 M, pH 6.8, glicerol al 50% ) para obtener l isados con 3 X 1 0 ~ 

amiba s/20 µl. Elect r oforesis y tinc ión de los ge les como en la Fig 1. 
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a ron electroforetico de proteinas de trofosoitos dFig 3. P t , , _
hƒstoiyiƒoa HK9, HH1 y HM3, lisados en SDS al 2%. Muestras de 20 pl ;
carril, cuyo contenido en todos los casos fue de 3 X 10” trofoaoitos f l
y (Bi trofosoitos HK9, (Cl y (D) trofoaoitos HM3, (El y iFl trofor
HH1. Ubtuve las amibas de cultivos axenioos en fase lcgaritmica, las le _
dos veces con Tïl frio, dividi la suspension en dos partes iguales (co -
una con 2 H 10* amibasl y después de centrifugarlas disolvi inmediatamer*e
cada pastilla amibiana con regulador de lisis (RL: SDS al 2%, Tr e-~`

3 X *“U.ü9 H, PH 6.5, glicerol al 50%) para obtener lisados con
amibasffiü pl. Electroforesis y tincidn de los geles como en la Fig 1
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b. Efecto de la adición de pHMB 

Los l isados obtenidos con pHMB tuvieron pat r·ones 

electroforéticos idénticos y co mpl e jos, con más de 30 bandas 

<Fig S; Tabla 8), sin emba r go cuando se almac ena ron a -20ªC 

por unos dlas y se hirviercin antes de c o rrerlos, 
~ 

solo quedan unas cuantas banda s remanentes de 

des ta can dos bandas de 56 y 33 kDa <Fig 4 · 
' 

vimos que 

las qut7: 

T-ab 1 a 8 ), 

co r ro borando que en las tres ce pas analizada s s e inh ibe la 

a utoproteólisis inmediata po r agentes bl oqu eador es de grupos 

sulfih id r ilo, pe r o que para que la aut oprot eó li sis se bloqué 

irr esve rs iblemente es necesa rio hervir las mues tra s antes d~ 

almacena !' . 

De estos resultados inferi que la autopr ot eó lisis en 

dichas cepas.es mediada por c iste i n-protea sas y c onfirmé el 

ha! laz go de Avila et al. (1~85) de que la presencia de pHMB 

en una relación cercana a 4 µmoles/10~ amibas evita 1 a 

d e g r· a d a e 1 ón de la. s proteínas totales de trofo2oitos de E. 

histolytica disueltos en SDS. 

c . Efecto de la adici ó n de 2ME y de la temperatura de 

almacenamiento 

Los l isados de las tres cepas (alm acena dos a -196º 6 -20º C ) 

mo s traron un pa~r ón electroforético similar, con t res bandas 

pr· incipales, cuyo o r den de i ntens idad fue 30 = 33> 41 kDa 

<Fig 6, Tabla 5). Este patr .j n fue s i milar al de l de los 

TESISHBC.90 
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b. Efecto de la adición de pHHB

Los lisados obtenidos con pHHB tuvieron patrones

electroforeticos idénticos y complejos, con mas de 30 bandas

(Fig 5; Tabla B), sin embargo cuando se almacenaron a ~20°C

por unos dias y se hirvieron antes de correrlos, vimos que

solo quedan unas cuantas bandas remanentes de las que

destacan dos bandas de 58 y 33 kDa (Fig 4; Tabla Bi,

oorroborando que en las tres cepas analizadas se inhibe la

autoproteólisis inmediata por agentes bloqueadores de grupos

sulfihidrilo, pero que para que la autoprcteólisis se bloque

irresversiblemente es necesario hervir las muestras antes de

almacenar.

De estos resultados inferi que la autcproteólisis en

dichas cepas_es mediada por cistein-proteasas v confirme el

hallazgo de Avila et al. (1985) de que la presencia de pHHE

en una relación cercana a o pmoles/10* amibas evita la

degradación de las proteinas totales de trofosoitos de E.

histoƒytƒca disueltcs en SDS.

c. Efecto de la adición de 2HE y de la temperatura de

almacenamiento

Los lisados de las tres cepas (almacenados a ~i9B° ó -20°Cl

mostraron un patron electroforetico similar, con tres bandas

principales, cuyo orden de intensidad fue 30 = 33> 41 pga

iFig E, Tabla B). Este patron fue similar al del de los

TESl5HBC.9ü
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TABLA 8 

EFECTO DEL pHHB, DEL 2HE Y DE LA 
TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE 

EL CONTENIDO DE PROTEINAS PRINCIPALES EN 
LISADOS DE TROFOZOITOS DE E. 

hístolytlca HK9 , HH1 y HM3 

Bandas• Sin Con 12HMB Con 2ME 
<kDa) adicionesb -20 º -196º -20 º -196" 

118 4 
92 4 
74 3 1 1 
56 2 1 2 
44 4 
41 2 1 3 
33 2 3 3 2 3 
30 2 1 ,.., 1 2 .... 
25 3 1 . - aus ente; 1 ' ten ue; 2, poco intensa; ' 3, intensa; 4, muy intensa 

b Muestras almacenadas a - 196ºC 

43 
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TABLA B

EFECTO DEL pHHB, DEL ZHE Y DE LA
TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE

EL CONTENIDO DE PROTEINAS PRINCIPALES EN
DE E.LISADOS DE TROFOZOITOS

hƒetolytƒce HK9, HH1 y HH3

Ban-da-s'l __ Ei? C-en QHMB lL'._g__¬_l_j EME
(kDal adiciones” -20' -196" -ED” -1951

14118 r ¬
92 - -
7d - -
56 2 1
dá - -
ål - -
33 3
30
r.s___ 1üJl"¬JI'\J

¡--

_|. _;

-... ¿-

i 1Lili:-¬

l`“3L'.úf¬J-l'2*I"J "-*I`~Jl-

3
3
2

'-, ausente; i, tenue; 2,
3, intensa; o, muy intensa

“Muestras almacenadas a -i9B°C

poco intensa 5

TI
-.J



KDa 
167 > 

113 > 

56 > 

A F .. B 

51 > _ .... ~-... ...... ~--.-
Cepa 
O i solucibn pH pH pH 

44 

A' s' e' D' E' F' 

~ ; ; . 

HMl HM3 HK9 
pH pH pH 

Fig 4. Efecto del almacenamiento a -20ºC y la ebullición sobre el patrón 
electroforético de pr oteinas de trofozoitos de E. histolytica HK9 , HM1 y 
HM3, lisados en SOS al 2% con o sin pHMB. Muestra de 20 µl por carr il , 
cuyo contenido en t odos Jos casos fue de 2 X 10~ trofozoft os . Trofozoi t0s 
de HM1, sin hervir (A) y hervidos (A' l . Trofozoitos de HM3, sin her vir 
<Bl y he r vidos <B'' ) . Trofoz oitos de HK9, sin hervir <Cl y hervid os (C' l. 
Trofozoitos de HM1 pHMB/sin hervir (0) y pHMB/hervidos <D'l . Trofo zoitos 
d~ HM3 pHMB/sin he rvir (E ) y pHMB/hervidos <E'l. Trofozoitos de HK9 
pHMB / no hervidos <FJ y pHMB/hervidos CF'l. Obtención de las amibas, 
electroforesis y tincíón de Jos geles co mo en las Figs 1 y 3. 
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Fig á. Efecto del almacenamiento a -20°C y la ebullición sobre el patron
electroioretico de proteinas de trofoaoitos de E. histolytica HK9, Hni y
HH3, lisados en SDS al 2% con o sin pHHB. Muestra de 20 pl por carril,
cupo contenido en todos los casos fue de 2 X 10” trofozoitcs. Troissoitds
de HH1, sin hervir (Al y hervidos (A'l. Trofozoitos de HH3, sin hervir
(El v hervidos (Eli. Trofozoitos de HK9, sin hervir IC) y hervidos fC'l.
Trofozoitos de HH1 pHHB/sin hervir (D) y pHHBfhervidos (D'l. Trofozoitos
de HMS pHH5fsin hervir (El y pHHBfhervidos (E'l. Trofozoitos de HH9
pHHEfno hervidos (Fl y pHHB/hervidos (F'l. Obtención de las amibas,
electroforesis v tinción de los geles como en las Figs 1 y 3.
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A B e o E F G 
~ kDa ..,. .. ., 
i-160 

~-97 ..... 
BSA ·-66 ,. ·"' 

w • -42 
-31 

~ -21 

Fig 5. Efecto de pHMB 20 mM sobre el patrón electroforético de prote ínas 
de trofozo1tos de E. histol y tica HK9, HM1 y HM3, lisados en SDS al 2%. 
Muestras de 20 µl .po r carril , cuyo con t enido en todos lo s casos fue de 3 X 
10~ trofozoitos disuel tos en RL-pHMB 20 mM. Trofo zoítos HK9, <Al y <B l . 
Trofozoitos HM3, ( C) y <D l. Tro foz o itos HM1, <El y <Fl . Suero hum ano 
normal, 28 µg de proteínas <Gl. Obtención de las amibas, el ectr o f o resi ~ y 
tinción de los geles como en las Figs 1 y 3. 
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Fig 5. Efecto de PHMB 20 mH sobre el patrón electroforético de proteinas
de trofozoitos de E. hƒstoivtioa HK9, HH1 y HMS, lisados en SUE al Ed.
Muestras de 20 pl.por carril, cuyo contenido en todos los casos fue de 3 X
10” trofozoitos disueltcs en RL~pHHB 20 md. Troforoitos HK9. (Al y (El.
Trofozoitos HH3, (Cl y (D). Trcfozcitos HH1, (E) y (Fl. Suero humano
normal, 28 pg de proteinas (G). Obtención de las amibas, electroforesis v
tinción de los geles como en las Figs l y 3.
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Fig 6. Efecto de 2ME 143 mM sobre el patrón elect ~ oforético de prote 1nct: 
de tr-ofo zoitos de E. histolytica HK9, HM1 y HM3 , lisados en SDS a l 2%. 
Mu estras de 20 µ ! . por carril, cuyo conteni do en t odos l os casos fue de 3 X 
10~ trofo zo itos, disueltos e n RL-2ME 143 mM y hervidos . Trofozo1tos HK9 
(A) . Tr of ozoitos HM1 CB>-. Trofozoi tos HM3 (C ). Obtenci ón de las amibas, 
electroforesis y ti nci ón de los geles c omo en l as Figs 1 y 3 . 
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Fig 6. Efecto de ZHE led mH sobre el patrón eleotroioretico de protel
de trcfozoitos de E. histoiytica HK9, HH1 y HH3. lisados en CDC
Muestras de 20 pl_por carril, cuyo contenido en todos los casos ¬
10” trofosoitos, disueltcs en RL~2HE iá3 mM v hervidos. rofozoitos
(Al. Trofozoitos Hfil (Blu Trofozoitos HMS (Cl. Obtención de las am ba
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l isados sin 2ME. 

d. Efecto de la adición de PHSF 

Los lisados hervidos y almacenados a -196ºC mostraron u n 

patrón si m 1 1 ar, con dos bandas principales de 35 y 43 kDa, 

que dismin~yeron con el almacenamiento a -20ºC. En lisados 

almacenados a -196ºC y no hervid o s, observé dos bandas de 109 

y 143 kDa CFig 7; Tabla 9>. 

Estos resultados confirmar o n que l a autoproteólis is 

inmediata es mediada por ciste1n-proteasas, ya que se inhib i ó 

con pHMB pero no con PMSF ( i nhibidor de ser1n-proteasas>, y 

se estimu1ó bon 2ME. 

2. Efecto de la temperatura de almacenamiento, la ebullición, 

y la adición de inhibidores proteoliticos y mercaptoetanol 

sobre los patrones electroforéticos de E. lnvadens, E. 

moshkovskii ~E. histolytica-like 

Se ha demostrado actividad ~ut o prote ol itica inh i bible por 

agentes alquilantes de grupos sulfih i drilo en a l gu na s 

espe c ies de T.richomonas (Lock wood e t a l ., 1987 >, Leishman ia 

CCoombs et al., 1982) y en E. i n vaden=-: P Z <Avi l a et a l. , 

1985) . Por otr o l ado, Hernández et a l . C1989 ) ob s ervaron q ue 

los patrones electroforéticos de promastigotes de a l gun as 

especies de Leishmania suspendid o s en suero bovino fetal y 

hervidos difieren de 

hervidas. 

TES!S"BC.90 

los de muestras simila r es pero n a 

ÄT

lisados sin EME.

d. Efecto de la adición de PHSF

Los lisados hervidos y almacenados a +1Q6“C mostraron un

patrón similar, con dos bandas principales de 35 y 43 kDs,

que disminuyeron con el almacenamiento a -20°C. En lisados

almacenados a -19B“C y no hervidcs, observe dos bandas de 109

y 1á3 kDa (Fig 7; Tabla 9).

Estos resultados confirmaron que la autcproteólisis

inmediata es mediada por cistein-proteasas, ya que se inhibio

con pHHB pero no con PMSF (inhibidor de serin-proteasas), y

se estimuló con ZHE.

2. Eìgctq de la temperatura ge almacenamiento, la ebullic1ónL

3 la adición de jnhipigopes proteoliticos merca toetanol

sobre los _pa§rpne§_ glectroforeticos de E, Invadens, E.

moshkovskƒƒ 1 E. hístcfytíca-like

Se ha demostrado actividad autoproteclitica inhibible por

agentes alquilantes de grupos sulfihidrilo en algunas

especies de TrìchomonasI(Lockuood et al., 1987), Leƒshmanie

(Coombs et al., 1952) y en E. invadens PZ iAvila et al.,

1985). Por otro lado, Hernández et al. (1989) observaron que

los patrones electroforeticos de promastigotes de algunas

especies de Leƒshmania suspendidos en suero bovino fetal 5

hervidos difieren de los de muestras similares pero no

hervidas.

TESl5HBC.90
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TABLA 9 

EFECTO DEL PMSF, DE LA TEMPERATURA DE 
ALMACENAMIENTO Y DE LA EBULLICION SOBRE EL 

CONTENIDO DE PROTEINAS PRINCIPALES EN LISADOS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolytica 

Sin PM SF Con PMSF 
Ban das" -20 º -196º -20 º - 196º 

<kDa) No hb H H No h H No h H 
140 ,-, 

L 

118 • 1 J_ 

113' ,.., 
"-

109 1 2c 
55 1 1 ,-, 

..:.. 

41 ,.., 3 1 2 .:... 

35 1 
33 3 2 1 2 
2 7 .3 3 
25 2 3 

6 - ausen te; 1' tenue; "., poco intensa; ".:! 

' .... , ,_, , 
intensa; 4, muy intensa 

b No h, no hervido; H, he r vido 
e Sólo en H!< 9; ausente en HM1 y HM3 

4 5 
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TABLA 9

EFECTD DEL PHSF, DE LA TEMPERATURA DE
ALMACENAMIENTO Y DE LA EBULLICION SUBRE EL

CONTENIDD DE PRUTEINAS PRINCIPALES EN LISADDS
TRDFUZDITDS DE E. hfstaƒytíca

DD 'L " DDDDD çQp›gggg A Lm_L@fi"
Bandas'

(kDa)

Sin PHSF
-En*
______ÍïNo F"

DE

~19e° -20°
H No h

_"

H
-135°
No h H

iaü
-11@

113
109
55
41
35
33
2?
25__ __ _ _

_I_'.`¶ 1 É

2

"1-¿_

1

1

'-, ausente; 1, tenue; É, pu; ï'tEn_¢;
intensa; 4, muy intensa

1
I"'.\
¿.

~J_ü(.L`I
'\_

'Í1'
l_

3

E.-JUJ~J

1

1

.-

1.

..-

1-|›

1

1

1

1

21:

'FJ
.¦-.

9"!.rJ..

¬@ Ñ --=› 3,

“Nu h, no heruìdu: H, hervìdo
=SúIn en HH9; ausente en HM1 y HH3

E
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BSA 

Fig 7. Efecto de PMSF 2 mM, de la temperatura de almacenamiento y de la 
ebullición sobre el patrón electrcforéti co de proteinas de trofozoitos de 
E. histolytica HK9, HM1 y HM3, 1 isados en SDS al 2%. Muestras de 20 µI 
por ca rril, cuyo contenido en todos lo s casos fu e de 3 X 105 trofozoft os , 
disueltos en RL-PMSF 2 mM. Antes de la electroforesis las muestras fueron 
almacenadas a -19s•c, excepto las de los carriles D y E que lo fueron a -
2o~c. Trofozoito~ HK9 hervidos CA>. Trofozoitos HM1 hervidos <B>. 
Trofozoítos HM3 hervidos CC). Trofozoitos no hervidos HK9 <Dl. Obtención 
de las amibas, electroforesis y tincion de Jos geles como en las Figs 1 y 
3. 
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Fig T. Efecto de PHSF 2 mfl, de la temperatura de aìmacenemiento y de le
ebullición sobre ei patron electroforético de proteínas de trofosoitos de
E. hïstofytƒca HK9, HH1 y HN3, lisados en SDS al 2%. Muestras de EO el
por carril, cuyo contenido en todos los casos fue de 3 K 10” trofoeoítos,
dísueltos en RL-PHSF 2 mfi. Antes de la electroforesis las muestres fueron
almacenadas a -1QB'C, excepto las de los carriles D y E que lo fueron e -

` - (A). Trofozoitos HH1 hervidos fBì.20“C. Trofoeoitos HK9 hervidos
` HK9 (D). ÚbtencìonTrofozoitos HH3 hervidos (C). Trofozoltos no hervidos

de les amìbas. electroforesis y tìncion de los geles como en les Fìgs 1 >
3.
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Recienteme nte , Ligia Canto (1990 ) en.nuestro laborato rio, 

con firmó lo reportad o por Avila et. al C198 5 ), que pa r3 

inhib ir la autopr o teólisi s en l a cepa HK9 es necesario hervir 

l os 1 is ado s, ya que la a c ti vid ad proteolftica no se inhibe 

co mpletamente con pHMB si no se hierve la muestra . Por ell o 

decidí ver si otras especies del géner o Entamoeba como E. 

invadens IP101, E. moshkovskii FIC y E. h is to 1 y ti ca- 1 i k e 

Laredo t ambién tenian actividad a~toproteolitica mediada por 

ci s t ein -p roteasas y en caso de que fuera asi, si los patrones 

d e l as pro teínas remanentes e r an similares. 

Disolví los trofozoitos en r egulador de lis i s so lo o con 

p HMB 20 mM, 2ME 143 mM, o pHMB 10 mM/PMSF 2 mM, para luego 

almace narlos a -196ºC o -20ºC. Antes de someter las muestra s 

a electr-'ofo:c;,esis, hervi o no los lisados. Por otra parte , 

c omo la s muestras con 3 X 1 0~ trofozoit os dieron un patrón 

electrof orético suficienteme~te intenso y nítido, decidí 

emplear tal cantidad de trofozoítos en todos los experimentos 

d e es t a etapa del proyecto. 

a. Efecto de la temperatura de almacenamien to y la ebullición 

1 ) Lisados de PZ e IP101 

Almacenados a -196ºC 

El pa trón electrof orético de PZ constó de nue v e bandas: las 

intensas fueron las de 99 y 90 kDa, y siete men os 

TESISHBC.90 
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Recientemente, Ligia Canto (1990) en'nuestro laboratorio.

confirme lo reportado por Avila et. al (1985), que para

inhibir la autoprcteólisis en la cepa HK9 es necesario hervir

los lisados,_ ya que la actividad proteolitica no se inhibe

completamente con pHHB si no se hierve la muestra. Por ello

decidi ver si otras especies del género Entamoeba como E.

invadens IPIO1, E. moshkovskfi FIC y.E. hfstoiyrïca-like

Laredo también tenian actividad autoproteolitica mediada por

cistein~proteasas y en caso de que fuera asi, si los patrones

de las proteinas remanentes eran similares.

Disolvi`los trofozoitos en regulador de lisis solo o con

pHMB 20 mH, 2HE 1A3 mH. o pHMB 10 mM/PMSF 2 mH, para luego

almacenarlos a -196“C o -20“C. Antes de someter las muestras

a electrcfonesis, hervi o no los lisados. Por otra parte.

como las muestras con 3 X 10” trofosoitos dieron un patron

electroforético suficientemente intenso y nitido, decidi

emplear tal cantidad de trofcsoitos en todos los experimentos

de esta etapa del proyecto.

a. Efecto de la temperatura de almacenamiento y la ebullìcion

ii Lisados de PZ e iPi0i

almacenados a -i96'C

El patrón electroforético de PZ constó de nueve bandas: las

dos mas intensas fueron las de 99 y 90 küa, y siete menea

TESISHEC.9U
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TABLA 10 

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE 
ALMACENAMIENTO y DE LA 

EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE 
PROTEINAS PRINCIPALES EN LISADOS 
DE TROFOZOITOS DE E. invadens PZ 

Bandas• -20" -196 <> 

(kDa) No h H No h H 
127 1 
' ?. 3 ? 3 .i.. ...... .l ~ · 

99 '"' 4 L 

90 4 
82 
66 
54 1 
51 1 
43 1 
37 1 4 
35 
31 
28 
27 
25 1 
23 1 2 
2'"' 1 r-, 

L.. ..:.. . - ausente; 1' tenue; ') poc o ' ~. 

inten sa; 3, int ensa; 4, muy 
intensa 

b No h, no hervido; H, hervido 
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TABLA 10

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE
ALMACENAMIENTO Y DE LA

EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE
PROTEINAS PRINCIPALES EN LISADOS
DE TROFOZOITOS DE E. invadens PZ

Bandas' -2 OH

...i_1.;%r2....-..rl¬.I*~1_-:ar th _¬ H
196

_ I Ñ;-:Ii I Í?
127
121
99
90
82
56
Sú
51
ú3
3?
35
31
E8
27
25
23
22

ff*
.r_.

O2

1
1

-.-

CrL.

fl¬\
-'_

-r

_

n_n.

._

_...

_..

f¬.I

ffl
.|.'.

-¡ì'-ü'-f.1J1-
--

-rn

F'-"I-*F-*I-U

1

_
_
_
_

_
_
_
_

à
_
-

_
_
_
_

1 1 ¡

'~, ausente; 1, tenue; 2, poco
intensa; 3, intensa; 4, muy
intensa

“No h, no hervidoâ H, hervido

:Í
\...II¿.
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TABLA 11 

EFECTO DE LA EBULLICION Y DE LA 
TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO 

SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS 
PRINCIPALES EN LISADOS DE 

TROFOZOITOS DE E. invadens IP101 

Ba ndas • -20 ,, -196, 
CkDa) No h H No h H 

121 2 1 3 
99 1 4 2 
90 1 4 
8 2 
t: ; 
...; J. 1 
45 2 
'"'""" .::i i 1 3 
35 1 
31 
23 1 1 
I"') r:1 1 1 k. "-. - aus en te; 1 , tenue ; 2, poco ' intensa: 3 ' intensa; 4, muy 

intensa 
b No h, no he rv ido; H, her v ido 

5 2 
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TABLA 11

EFECTO DE LA EBULLICION Y DE LA
TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO

SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS
EN LISADOS DEPRINCI

TROFOZOIT
PALES
OS DE E. invadens IP1ü1

Bandas'
{kDa1

~eo* -reef
N ü_ I`1 ____ H _ No h

121 H
es
eo
SE
:J
_|'.¡.

¿S
3?
35
31
23

+“"\I*-3 ¦~_

É
1

I*-"I-"'

'I
J.

"I.L

JI
L

1

$2'-Jl“~OJ
¿_

1
"'.¦I
¿..-

1
1
1,.

-1.

_.

_ H_

É

3

'-, adsente; 1, tenue;
intensa; 3, intensa; á, m
intensa

“No h, no hervido; H,

E, poco
dr

hervido

DE
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Fig 8. Efecto del almacenamiento a -196~c y de l a ebullición sob re e! 
patrón electroforét ico de pro teí nas de trof ozoitos de E. invadens PZ e 
!P101 , E. moshkovski i FIC y E. hi stolytic_a-like Laredo , lisados en SDS al 
2% . Muestras de _20 µl por c.,ani l, cu yo contenido e n todos los casos t ·_; e 
de 3 X .105 hofozoitos. Tr of oz o1tos PZ, s i n hervir (Al y hervido s U. ' ) . 
Tr ofozo Hos !P101, sin hervir (8 ) y her vidos (8' ) . Trofoz o Hos FIC, '.in 
he rv i r <Cl y hervid os <C'). Tro fozoitos Laredo, si n herv i r (D ) y herv ~ d o s 

CD' l. Obt~nción de las amib~ s, electr ofore s i s y tinción de los geles como 
en l as Figs 1 y 3. 
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Fig 8. Efecto del almacenamiento a -198”C y de la ebullición sobre
patron electroforético de proteinas de trofozoitos de E. invadens U"
lP1üi, E. moshkovskii FIC y E. histoƒytƒcs-like Laredo, lisados en D -
2%. Nuestras de 20 pl por carril, cuyo contenido en todos los casos

ATBCD
lil;-›

`¦ .- ."!- Il

S

¬.

.

.\.

f

ü

Il-un l
, L' í

J
-I' Ä 1

.

'H-I -

9512;.

i.

Al .B1 Qu .Du KDG

-«--1eo
97

'Ir
*Él

' - 1

7*'*='_-66
'H

"¬
-I-1.

.|

'D ,Hi

-E-31
-=--21

de 3 X 105 trofozoitos. Troiozoitos PZ, sin hervir (A) y hervidos
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Trofozoitos IP101, sin hervir (Bi y hervidos (B'). Trofozoitos FIC,
hervir EC) y hervidcs (C'). Trofozoitos Laredo, sin hervir (D) y herv
lD'). Obtención de las amibas, electroforesis y tincidn de los geles J
en las Figs 1 y 3.
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intensas de 25, 51, 54, 121 y 127 , 43 y 37 kDa CFig 8; Tab l a 

10) . En el pat r ón de IP 101 observé seis bandas: tres m¿ s 

i ntensas de 45, 90 y 99 kD a y cuatro menos inte n sas de 5 1 , 

1 21, 137 y 35 kDa <Fig 8 ; Tabla 11). En e 1 11 sado d e PZ 

h ervido se perdieron prácticamente todas las bandas y 

so lamente quedó una muy intensa de 3~ kDa <Fig 8; Tabla 10>. 

El lisado de IP101 hervido constó de una banda remanente muy 

i ntensa de 37 kDa y otra me~os intensa de 99 kDa <Fig B; 

Tabla 11> . 

Almacenados a -20ºC 

En el lisado de PZ permanecieron las bandas de 22, 23, 99 y 

121 kDa y al hervir aumentaron de intensidad las de 22 y 23 

kDa CF.ig 9; Tabla 10). El lisado de IP101 sin hervir tu vo 

cuatro bandas difusas de 22, 23, 90 y 121 kDa, pero cuando 

se hirvió se intensificaron ·1as bandas de 22 y 23 kDa. <Fig 9; 

Ta b l a 11). 

i i) Lisados de FIC 

Almacenados a -196ºC 

Los lisados sin hervir constaron de una banda reman~nte mu y 

intensa de 90 kDa y tres bandas menos intensas de 82, 71, y 

66 kDa <Fig 8; Tabla 12). Los lisados hervidos tuvieron tres 

bandas remanentes, la más intensa de 33 kDa y dos men o s 

intensas de 37 y 109 kDa. 
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intensas de 25, 51, 54, 121 y 12? 43 y 3? kDa (Fig 8; Tabla

10). En el patron de IPi01 observe seis bandas: tres mas

intensas de #5, 90 y 99 küa y cuatro menos intensas de 51,

kDa (Fig 8; Tabla 11). En el lisado de PZ|...l I*-J 1--~ r-1 U ¬-I HZ tu U1

hervido se perdieron prácticamente todas las bandas y

solamente quedo una muy intensa de 3? kDa fFig B; Tabla 10).

Ei lisado de lPiD1 hervido consto de una banda remanente muy

intensa de 3? kDa y otra menos intensa de 99 kDa (Fig B;

Tabla 11).

Almacenados a -2Ú'C

En el lisado de PZ permanecieron las bandas de 22, 23, 99 y

121 kDa y al hervir aumentaron de intensidad las de 22 y 23

kDa (Rig 9; Tabla 10). El lisado de IP10i sin hervir tuvo

cuatro bandas difusas de 22, 23, 90 y 121 kna, Per@ guanäfi

se hirvio se intensificaron'las bandas de 22 y 23 kna (Fig 9;

Tabla li).

ii) Lisados de FIC

Almacenados a -19B'C

Los lisados sin hervir constaron de una banda remanente muy

ìfltënfia de 90 kDa y tres bandas menos intensas de B2, 71, y

66 kDa (Fig B; Tabla 121. Los lisados hervidos tuvieron tres

bandas remanentes, la más intensa de 33 kn; y dos menüs

intensas de 37 y 109 kDa.
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TABLA 12 
EFECTO DE LA EBULLICION Y DE LA 

TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO 
SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEI NAS 

PRINCIPALES EN LISADOS DE 
TROFOZOITOS DE E. moshkovskii 

FIC 

Bandas• -20º -196 ~ 

<kDa) No h H No h H 
109 1 

90 4 3 3 
82 1 
71 1 
68 1 
37 3 
33 4, . - ausente; 1 tenue ; ') poco ' ~ ' ~ . 

intens a; 3, intensa; 4, muy 
i ntensa ; 5, la más inte:·nsa 
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TABLA 12
EFECTO DE LA EBULLICION Y DE LA

TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO
SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS

PRINCIPALES EN LISADOS DE
TROFOZOITOS DE E. moshkavskìí

FIC

`“*___Í_“_1ãB¿ _ ` ` _“"_"”“_""Bandas l -19$Í
(kee) N@ h H me h H

109 " ¬ " 1
90 Q 3 -(.10
82
71
86
37

--

1

1

--

_›

-1

¬-

i-¡I--¡I-F'

É
ü33

'¬, ausente; i, tenue; 2. poco
intensa; 3, intensa; 4, muy
intensa: 5, la más intensa

CE.
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Fig 9. Efecto del almacenamiento a - 20 º y de la ebulli ción sobre el 
patrón electr ofo rético de proteínas de t rofozoito s de E. invadens PZ e 
IP101 y E. moshkovski i FIC, l i sados en SDS al 2%. Muestras de 20 µ I 
carril , cuyo conten ido en todos los casos fue de 3 X 105 trof ozoít os . 
T íO f o z o' it os P Z , ( A l s i n he r v i r y ( A ' ) he r v ! dos . T r o f o z o ft os l P 1 O 1 , s i n 
her vir <B > y hervidos CB'l. Trofozo itos FIC, sin hervir <C> y hetvid c1 s 
CC'). Obtenci ón de !as amibas, electrofo resis y tinción de los geles como 
en las Figs 1 y 3. 
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en las Figs

TEÉIEHBC.90

- -¦¦-"-I-¡.11-|-I'

É ""' A A“.-r

¦|-

-

. i _

'I3.?-I-I- ¬_'-Í'.~' -'DIPÃ-. 2fforr*-›*~ 1'š'$;'_p|I.1,._-.-I-.#1-TL* *'¬L¦""5¿J--`+'L_I;'L'¿-1.-`- ..›,r'".¬-"'-:-.'-_'4'.-'..i."_.-1':__.,.`-_`_,__:J 'I1

.,__,,

. 15

- fm
.f

HH _-à¬'§1-"U-i',_..›

ABcA'B'c'

P.'

ar

'E

KDu
'|-Ie¬--

-i-

-IE--'-_

-e:---

-E-----

IL'

Fig 9. Efecto del almacenamiento a -20° y de la ebullición sobre '
patron eleotroforetico de proteinas de trofosoitos de E. invadens PT
lPiO1 y E. moshkovskfƒ FiC, lisados en SUS al 2%, Muestras de 20 pl
carril, cuyo contenido en todos los casos fue de 3 X 10” trofozcitrs
Trofosoïtos PZ, (Ai sin hervir y {A'i hervidos. Trofosoitos !PiO1, c .
hervir (B) y hervidos íB'). Trofozoitos FIC, sin hervir (Ci y hervidls
(ï'i. übtenciún de las amibes, electroforesis y tincion de los geles c¬ro

1 y 3.
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Almacenado s a - 20ºC 

Lo s lisados de F ! C sin hervi r tuv ier o n una banda re ma nent e d~ 

99 kDa , q ue permaneció de s p1_iés d e he rv ir las mues t r a s ( Fi g 9; 

Ta b l 3. 1 2) . 

i :'. i ) Lisa.d os de Laredo 

Al mac enados a - 196~c 

El 1 isa do sin hervir c o n st ó de u n a b a nda pr incipa l de 90 kDa 

y tr e s ba n d as m e~ ~ s intensas d e 107 , 1 1 : , y 127 kDa ,. Fig 8; 

Tabl a 13) . E n l os l isados her vi do s c bservé do s b ::i nd a-" 

r ema nen tes intensas de 33 y 37 k Da y u na me nos i n ten s a de 106 

kDa. C. F ig 8; Ta b la 13 ) . Cuan do l o s l i sa do s n o s e hi ivi ero n, 

la s p r ote i nas re mane n t e s t u v i e ro n p e so s molecul ar es m2 yo r0s 

que c ua n d o se h i r v iero n, p o r l o que infe ri que 12. ebL; llici::, r. 

l 2. s d e s agregó. 

b . Ef e ct o de l a adici ó n de pHMB 

i ) Lisa do s de PZ •2 IP1 0 1 

Lo s pat r ones e l e c troforéti co s de PZ e IP101 fuero n c omplej os 

y s i mi 121.res , con ocho banda s p r inc i pales rle 25 , 26 . 

33, 4 4 , 65, y 81 k Da CF ig 1 0 ; Tabl a s 114 y 1 5) . 

i i> Lisados de FIC 

27 , 3 1 ' 

E l pa trón el ectr oforético d e FI C t uvo seis ba ndas p r i nc ipa l2s 

d e :'. 7 , 

¡ p 101 ' 

3 1 , 33 , 43, 65 y 81 kDa y fue pare cido a l os d e PZ ~ 

p e ro s i n las d os ba ndas pri ncipal e s de 2 5 y 26 J.:[1a 

CF ' g 10; Ta b l a 16) . 

TES i S~BC . 90 

E11

àlmacenados a -20°C

Los lisados de Fl? sin hervir tuvieron una banda remanente de

99 Püa, que permaneció despues de hervir las muestras fFig 9;

Tabia 12).

iiii lisados de Laredo

Aimacenadcs_a 1i96“C

El lisado sin hervir conste de una banda principai de 90 kba

y tres bandas menus intensas de 107, i`É v 12? '.T"'*TJ (JJ †ì g 8:

Tabla 13). En los lisados hervidos observe dos bandas

remanentes intensas de 33 y 37 kee y una menos in†enea de ise

kDa iFig 8; Tabla 13). Cuando los lisados no se hirvieron,

las proteinas remanentes tuvieron pesos moieculares meyoro

que cuando se hirvieron. por lc que inferi que la ebcliicii.

las desagrego.

b. Efecto de la adición de pHMB

ii bisados de PE e lPiO1

Los patrones electrcforéticos de PZ e IFIO1 fueron complejos
I'

y similares, con ocho bandas principales de 25, 2€. 27, 31,

5. y si ros (Pag io; reales ra v 151.UJ tú Il'- -P* CD

il* Lisadgs de FIC

El patron electroforético de FIC tuvo seis bandas principaies

de 27, 31, 33, #3, G5 y 81 kDa y fue parecido a los de PE ¬

IPIOI, pero sin las dos bandas principales de 2% y 28 hüa

fF*g 10: Tabla 16).

TE5i5fiBC.99
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TABLA 13 

EFECTO DE LA EBULLICION 
SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS 

PRINCIPALES EN LISADOS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolytica-

1 ike Laredo ALMACENADOS A - 196ºC 

Bandasª 
r: l<Da) 
140 
127 
115 
107 

90 
84 
71 
59 
37 
33 

Ne 
hervidos Hervidos 

1 

4 
1 
1 
1 

4 
4 

• - , ausente; 1, t en u e; 2 i p o co 
intensa; 3, intensa; 4, muy 
intensa; 

TEEiSHBC.9Ú

EFECTO DE LA EBULLICION

TABLA 13

SOBRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS
PRINCIPALES EN LISADOS DE

TROFOZOITOS DE E. hístofytica-
like Laredo ALMACENADOS A ¬1QB°C

Bandas” No A A
ikDai hervidospfieryidoå
reo
12?
115
ro?

eo
en
rr
se
sr
9.@

1

JLU
1.

¿'-

¿'-

|-¬1-|--l-=›.|':-.J

-_-

...

_..

_

-.-

-_-

_-_

al
élh-íí-l__l

"', E.1..IEE'i"ILE¿' 1, ÍETIIJE; Él, EIHÍFCLÍI

intensa; 3, intensa; e
intensa;

llfif'I |ÃT1_±fv

:P
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TABLA 14 

EFECTO DE LA ADIC ION DE pHMB O 2ME Y 
DE LA EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE 

PROTEINAS PRINCIPALES EN LISADOS DE 
TROFOZOITOS DE E. in vadens PZ 

ALMACENA DOS A -196ºC 

Co n 2ME 
Band ss • Con pHMB No 

<kDa) Hef'vidos he r vidos Her v idos 
107 3 

9 0 4 
81 '::> 

'.J 

65 ,..., 
,;:._ 

60 4 
4 :3 2 
3 7 ~. 

4 ,;) 

::35 4 
31 4 
.28 1 
27 4 
2 6 2 1 
25 3 1 . - aus ente; 1 ·' tenue; 2, poco intensa ; ' 3, in t ensa; 4 , muy in t ensa 

c::g 

TEÉl5HEC.9Ú

EFECTO DE LA ADICION DE pHMB O EME Y
DE LA EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE

PROTEINAS PRINEIPALES EN LISADOS DE
TROFOZOITOS DE E. invadens PZ

ALMACENADOS A -196°C

TABLA ià

Í- "_ í-I'I1I ¿_ _.

esE'-'ÍJIAI .;.¡1E1 ____

Bandas' Con pHMB No
.___..<1~f.l`-*e

10?
QC
81
55
GO
¿L3
3'?
35
31
E8
2?
26
25

3
"314:..

\J
li...

(.úl`~Jlì`~'-"-l'=~I°:-FJJ

l Hervidos_ be5vjdos"_Hervidos
o
|-u¬

A

._

1

--

-

_

_

-

1

A

A

-I-r

I
.-I.

*I
±

'“ Hufiefitëä 1. tenue; É, poco intensa;
intensa; ú, mov intensa

'í

(JJ

__-j
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TABLA 15 

EFECTO DE LA ADICI ON DE pHMB O 2ME Y 
DE LA EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE 

PROTEINAS PRINC IPALES EN LISADOS DE 
TROFOZOITOS DE E. invadens IP101 

ALMACENADOS A - 196 ~ C 

Con ZM E 
Ban das · Con pHMB No 

( k[i a ) Her vi d os h e .cv i dos Herv i dos 
9 0 4 
81 3 
65 .-, 

L 

55 
4 -:, ,_, 2 
3 7 3 
':> C:: 
,_¡ ._; 4 
31 4 
2 8 1 
27 4 
2 6 2 1 1 
2 5 3 1 . - au s i.? nte ; 1' ten u e ; ? po i::; o i ntensa; ' ~ . 

3, intens a; 4, muy inte n s N. 

60 

TEEESHB

TABLA 15

EFECTO DE LA ADICION DE pHMB O 2ME Y
DE LA EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE

PROTEINAS PRINCIPALES EN LIEADOS DE
TROFOZOITOS DE E. Ínvadens IP101

ALMACENADOS A “1QB°C

Con EME
Bandas“` Con pHMB No
_'U~';'f*-'-'±. i___fle¿3ido§“, neryidcs Hervidos

90
Si
65
55
43
37
35
31
28
27
25
25

_ ¿_ __

3
o
In-

4""'›
JL

*"\

-3-|'L"-i-¬'*«I1*I?-'~{.-

'fi-.__.-

¿_

--

-

1

1-

-

_

1

1

i

4.1.

1
1

'-, ausente: 1
Í

tenue; 2, poco intensa;
3, intensa; A muy intensa
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TABLA 16 

EFECTO DE LA ADICION DE pHMB O 2ME Y 
DE LA EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE 

PROTEINAS PRINCIPALES EN LISADOS DE 
TROFOZOITOS DE E. moshkovskii FIC 

ALMACENADOS A -196 ª C 

Con 2ME 
Bandas A Con pHMB No 

<kDa ) He r·.; idos hervidos Her vi d o s 
133 

,..., .._ 

109 1 
9 2 1 
81 3 3 
71 2 4 4 
65 2 1 
55 3 
4 7 3 
4 3 3 2 
37 .-. 1 -:;, ,;_ >-J 

3:'.j 4 
3 1 2 
28 1 1 . - au sente; 1 ' te n ue; 2, po c o inten sa; ' 3, i nte nsa; 4, mu y ·tn tensa 

6 1 
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TABLA 16

EFECTO DE LA ADICION DE pHMB O 2ME Y
DE LA EBULLICION SOBRE EL CONTENIDO DE

PROTEINAS PRINCIPALES EN LISADOS DE
TROFOZOITOS DE E. moshkovskíƒ FIC

ALMACENADOS A -196*C

:ss
los
se
si
rr
es
ss
fr?
es
sr
es
si

_ 2.e. .

1

--

1-

I"~JI¬~J(.-J

I-I-'DJ13*IQLO

Con ¿HE
Bandas' Con pHHB No

lkDai Hervidos hervidos fiervidos
o
In.-

1

¡`2~(.lJI-f"
-1-

1

un

2
1

-bu-

_..

E'-

I'.›J._1J'*"'

¡_

"II
-J

i
'-, ausente;
3, intensa; il"-I-* H-su

Ã _ FT*

tenue; 2, poco intensa;
muy intensa

.n.



kDa 
160-

97-

A 

66-
42-·~ : , .. , ..........,.. 
31- . ;¡ --....... 

B 

~: ·1 
:: -~ 
:;e·• :t -21---• ... ; .. ·.:e 

62 

e D E F 

.... BSA 

Fig 10 . Efecto de pHMB 20 mM sobr e el patrón electroforéti co de prote1nas 
de trof ozoitos de E. l n vadens PZ e IP101 y E. moshkovski i FIC, 1 isado s en 
SDS a l 2". Mues t ras de 20 J.l l po r car r i J , cuyo contenido en todo s l os 
cas os fue de 3 X 1 0~ tr ofo zoi to s d i sueltos en RL-pHMB 20 mM. Trofozo ft~ s 

IP101, <Al y <B l. Trofozo ito s PZ, CC ) y <Dl. Tro fozoitos FIC, <El y <Fl. 
Ob t ención de l as amibas, e le ct r ofore s is y tinción de los geles como en la s 
Figs 1 y 3. 
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D

It-_1

"ir 10 Efecto de PHHB 20 md sobre el patron electroforetico de proteira-
e trorosoitos de E Invaders PZ e IPIOI y E mosrkovsiii Fl , |1¬ado* _

al 2 H es ras d 20 pl por carril, c yo ontenido en told;
:esos fue de X iü” trofo':1tos disueltcs en R - HHB ` m rc o__ _

1, Al ofozo tos Pr (Ci y (D) Trofozoitcs FIC (Ei f
btenridn de las amibas, electroforesis y tincion de los geles como er «"

H'
r

-- asi
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c. Efecto de la adición de 2ME 

i ) Lisados de PZ e I P1 01 

E 1 1 i sado de PZ c on 2ME y no her v ido tuvo una band a 

principa l de 90 kDa y dos bandas más difu sas de intensida d 

decre cie n te: 107 > 26 kDa CFig 11 ; Tab l a 14); la misms 

muestra hervida tuvo dos bandas muy intensas de 60 y 39 kDa y 

dos di fusas de 26 y 25 kDa CFi g 11 ; Tabla 14) . 

El lisad o de IP101 con 2ME y no her vi do tu vo una ban da 

de 90 kDa y otra difusa d e 26 kDa (Fig 11; Tabla 15); 

misma mue_tra hervida tu vo una banda principal de 56 k Da y 

dos menos intensas de 25 y 26 kDa CFig 11; Tab la 15) . 

• • 1 l l , Lisados de FIC y La 1' edo 

Los li~ad o s de FIC con 2 ME y no hervidos tuvieron una bandE 

principa l d e 71 kD.::i. , tres menos intensas de 81, 109 y 133 kDa 

y c u atr·o difusas de 37, 43 y 133 kDa CFig 10 ; Ta bla 16). Los 

mism o s lisacio~ he r vidos tu vieron una banda intensa de 71 kDa , 

t res meno s intensas de 37, 55 y 65 kDa y una difusa de 26 kDá 

<F ig 11 ; Ta bla 16 ) . 

Los lisados d e Laredo no hervidos tuvie ron una ban da 

principal de 76 kD a y tres difusas de 42, 84 y 121 kDa 

1 1 ; Tabla 17>; lo s mismos lisados her vi dos t uvieron d o s 

ba ~d as i ntensas de 62 y 56 kDa y d os menos in tensas de 37 v 

76kDa <Fig 11; Tabla 17) . 
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C1
1'h_

0. Efecto de la adición de 2HE

ìì Líeadus de PZ eï!P101

El lísede de PZ con EME y no hervído tuvo una banda

principal de 90 kDa y dos bandas más dìfusas de intensidad

,_
111.decreciente: 107 E 26 kDa tFig 11; Tabla 14): la mìäm

muestra hervìde tuve dos bandas muy ìnteneee de 60 y 39 kfia y

dee dìfueas de E6 y 25 küe CFìg 11; Tabla lá).

El lieede de IPIOI con 2HE y no hervide tuve una banda

de 90 kDa y otra difusa de 25 kDa (Fig 11; Tabla lšì; 1

misma mueštra hervìda tuvo una banda principal de 58 küa y

des menos íñtensas de 25 y 26 kDa (Fíg 11; Tabla 15).

ii? L¿eedeel_de__FIC g Laredo

Lee lišades de FIC con EME y no hervídee tuvieron une banda

principal de 71 küa, tres menos intensas de B1, 109 y 133 HDR

y eua††@ difusas de 3?, aa y`13s Rua feig zo; Tabça 151. Lee
mìemee Iïeadee hervides tuvieron una banda intensa de ?1 küa.

tree menus intensas de 3?, 55 y B5 kDa y une difusa de 25 küe

(Fíg 11; Tabla IG).

' Lee lisedee de Laredo no hervides tuvieron una banda

principal de 76 kDa y tres difueas de 42, 84 y 121 kDa €Fí;

11; Tabla 1?); los mismos lisados hervìdos tuvieron dee

båÑd¿5 ÍUÍQÑSHS de 52 Y 56 kDa y dos menos intensas de 37 p

7BkDa (Fig 11; Tabla 17).
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TABLA 17 

EFECTO DE LA ADICION DE 2ME 
Y DE LA EBULLICION SOBRE EL 

CONTENIDO DE PROTEINAS 
PRINCIPALES EN LISADOS DE 

TROFOZOITOS DE E. histolytica 
-LIKE Laredo ALMACENADOS A 

- 196 " C 

Con 2ME 
Bandas• No 

<kDa > ·her v idos He rv id o s 
121 1 

84 ·1 
76 1 3 
62 L~ 2 
55 3 
42 ,.., ,.., 

..:... L.. 

37 1 
a - , a u sente; 1, tenue ; 2, 

poco inten s a; 3 , inte n s a; 
4, muy inte n sa 
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TABLA 17

EFECTO DE LA ADICION DE EME
Y DE LA EBULLICION SDBRE EL

CONTENIDO DE PRüTEINàS
PRINCIPALES EN LISADÚS DE

TRUFDZDITDS DE E. hístaíytíca
-LIKE Laredo ALHACENADDS A

~196°C

Con EME
Bandas' No

(kDa) `Qg;vïdoe_ Heruìdee
121 1 -

B4 1 -
76
62 ¬ 1
55_ -
#2 E
3?

'-, ausente; 1, tenue: _
poco intensa; 3, ìntenee;
ú, muy intensa

;_I¬.|_à. uh)
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A 8 e D A' s' e' o' KDa 
< 160 

___,_ 
1;.,.,:~ 97 - -E 

li - ' .;t .... -. ' 

BSA 
_,. 

... , .. .... .. , .... ~ 
-~... ' , ~ .. ~--.~ ,.. 

< 42 ~ 

< 31 
..• ' . 
.;i:~ ,,..,,... 

< 21 
P2 IPIOI FIC Lar 

Fig 11. Ef ec to de 2ME 143 mM y de la E::bul l ción s obr e e l pa t rón 
elec t ro f oréti co de p r ot e i nas de tro fo 2oitos de E in va dens PZ e IP1 01, E. 
mos hk ovskii FIC y E. histolyti ca-like Laredo, lisados en SOS a l '.:'.% . 
Muestra s de 20 µ I por carril, cuyo con tenido en t odos los casos fue de 3 X 
105 tro fozo 1tos, · d i suelto s en RL -2ME 143 rnM. An te s de la ele c tr ofo res i s 
l as mu~st r as fuefo n almacenadas a - 196ºC. Trofozoitos PZ, <Al s in he rvir 
y <A' l hervidos. Trofoz o1t os IP101, sin hervir <Bl y hervido s (B ' ) . 

Trofozoitos FJC, sin hervir <e>. y he r vidos (C ' l . Trofozoft os Laredo, si~ 
her vi r <Dl y herv i do s <D' ) . Ohtención de l as amiba s, el ect ro fo r esis y 
t inción de los ge les como en las Fi gs 1 y 3 . 
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BSA 4

Fig 11. Efeete de ENE 1â3 mH y de le ebuìleiún sebre el petf z
electreferéìiee de proteinas de trefereites de E invaden; PE e Efliüi, f
meshrevskíí FIC y E. hfsfoƒytƒee-ìike Laredo, lisadee en SDÉ el _
Muestras de 20 pl per eerril, euye contenida en iedee Eee eeeee fue de
10* trefe2oites,- dieueitee en RL-ZHE 143 mH. Antes de la e1eetrefor_
las muestras fueren almacenadas a -196°C. Trefeeeitee PZ, ¿Ai sin he i

A sc D A's'c' of

de I-Jäàü

*

`.-__-|_í-...

P2 IPIOI FIC Lur

m _

rKDu
+--iso
-E--97

1-.__

e <--31
É--=--21

y {A*) hervidee. Trefeeeítus IPIO1, sin hervir (B) y heruidee
Trefezeites FIC, sin hervir {C) y hervides fC'ì. Trefezeites Laredo. J .
hervir (D) y heruides (D'F. Obtención de las emíbae, eIectrof@re~i=
tinción-de ies geles eeme en las Figs 1 y 3.
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Cuando los lisados no se hirviero n, las pr ot eína s 

tuvieron pesos moleculares mayores que cuando se hi rv ieron, 

por lo que inferí que con la ebul l ición se agregan la s 

proteínas remanentes. 

La temperatura de almacenamiento c ambió los patrone s 
¡ 

electroforéticos, ya que cuando almacené los lisados a -20ºC 

las proteínas se degradaron más que cuando los almacené a -

196ºC, por lo que para preservarl~s mej o r decidl en el futuro 

seguír almacenándolos a -196~c. 

C. Efecto de ~HHB. PHSF y 2-mercaptoetanol sobre los patrones 

de gelatinasas am1b1anas en geles de sustrato 

Orozco et al. (1977) y Mattern et al. (1977 y 1978) 

encontraron que la virulencia de diferentes cepas amibianas 

- - medida c9mo la capacidad de los trofozoltos de E. 

hlstolytlca para producir abscesos hepáticos en hámsteres- ~ 

correlaciona con la capacfdad de destrucción de célula s 

animales en cultivo por los trofozoitos. 

La virulencia de distintas cepas amibianas también 

parece corrslaclonar con la actividad proteol1t1ca de los 

trofozoitos que podria determinar su capacidad histolftica, 

ya que una o varias proteésas · amibianas pueden degrada r 

proteínas de la matriz extracelular tales como f ibrone c tina , 

laminina y colágena tipo l <Keene et al., 1986). Gadasi y 
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GB

Cuando los lisados no se hìrvìeron, las proteinas

tuvieron pesos moleculares mayores que cuando se hirvieron,

por lo que inferi que con la ebullíoion se agregan las

proteinas remanentes.

La temperatura de almacenamiento camhiú los patrones

electroforéticos, ya que cuando almacene los lisados a -20°C

las proteinas se degradaron más que cuando los aimacene a -

19G“C, por lo que para preservarlcs mejor decidi en el futuro

seguir almaoenándolos a -1Q6°C. I
4

C. Efecto dg EHHB, PHBF g 2-mercagtoetanol sobre los patrones

de gelatinasas amihianas en geles de sustrato

Orozco et al. {1Q7?) y Hattern et al. (1977 y 1978)

encontraron que la virulencia de diferentes cepas _amibianas

~*medida como la capacidad de los trofoaoitos de E.

hƒstolytica para producir abscesos hepáticas en hämsteres--

correlaciona con la capacidad de destrucción _de celulas

animales en cultivo por los trcfozoitos.

La _viruIenoia de' distintas cepas amioianas también

parece ccrrelacionar con la actividad proteolitica de los

trofozoitos que podria determinar su capacidad histclitica,

ya que una o varias proteasas 'amibianas pueden degradar

proteinas de la matriz extracelular tales como fibronectina,

laminina y cclágena tipo I (Keene et al., 1986). Gadasi y
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Ko bi ! er (1983> han visto que l a c epa virulenta HM1 tie n e 

mayor actividad proteolitica que la cepa HK9, de v i rulenci ::1. 

moderada. Los activadores de p l as minóge no se han est udia do 

por análisis e le ctroforétic o e n geles de SDS-po liacr i la rn ids 

c opo l irnerizados con plasminógeno, que es reten id o en los 

geles durante la el ectroforesis y sirve corno s ustrato in sit u 

para localizar por tinción negat iva las banda s d e proteasa : 

acti vadoras de plasminógeno ya qu~ las proteasas dejan en e l 

gel una zona de hid róli sis qu e n o S R ti~e con Az ul d e 

Coo masie (Heussen y Dowdle, 1980 ) . 

Una técnica simila r q ue ha permitido determinar 1 ~. 
J C · 

presen c ia de seis proteasas de 73, 45, 36, 30, 26 y 23 kDa en 

geles de SDS-poliacrilamida en E. histolytica HMl, es l a dt=· 

los eleotroferograrnas proteoliticos o "g e les d e sustrato" que 

cons i ste en correr los l isados a mi bianos mediante SDS - PAGE, 

acti var las proteasas de l ge l por incubación corta en Tri s 

HCl p H 7.4 y lueg o sobrepone r este gel " act i vado" sobre otr o 

gel de poi iacri l am i da que contiene gelatina copo! i meri zada', 

incubar y te~ir e l segundo gel con Azul de Coornassie; las 

b a nda s clar as que resultan de la "ti nción negativa" son las 

qu e tienen la actividad proteol ft ica, en este ca so especific o 

de gelat i-nasa CO stoa-Saloma et a . , 1989). 

Pa ~ a identificar l as proteasas co n actividad dE-
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Hobiier (1983) han visto que ia cepa virulenta HHI tiene

mayor actividad proteolitica que la cepa HK9, de viruiencis

moderada. Los activadores de pïasmindgeno se han estudiado

por análisis electroforetico en geles de SDS~po1iacri1amida

copolimerízados con piasmindgeno, que es retenido en los

geles durante la electroforesis y sirve como sustrato in site

para localizar por tincion negativa las bandas de proteasa:

activadoras de plasmindgeno ya que las proteasas dejan en ei

gel una zona de hidrúlisis que no se tiäe con Azul de

Coomasie (Heussen y Dowdle, 1980?.

Una tecnica similar que ha permitido determinar le

presencia de seis proteasas de 73. å5, 36, 30, 26 y 23 kDa en

geles de SDS-poliaorilamida en E. histoiytƒca HM1, es la de

los eleotroferogramas proteoliticos o "geles de sustrato" que

consiste en correr los lisados amibianos mediante SDS~PAGE.

activar las proteasas del gel por incubación corta en Tris-

HCI pH 7.4 y luego sobreponer este gel "activado" sobre otrr

ge! de poliacriiamida que contiene gelatina copolimerizadaÍ

incubar y teñir ei segundo gel con Aaul de Coomassìe; las

bandas claras que resultan de la "tinción negativa" son las

que tienen la actividad proteoiitica, en este caso especifico

de gelatìnasa (üstoaråaioma et al., 1989).

Para identificar las prcteasas con actividad de

TE5I5HEC.90
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ge la t in<::<sa en l os li s ad os de tr es c epas E. h istolyti ca de 

diferente viru l en ci a (l a v iru lPnta HM1 y 1as moderad amente 

vi ru l entss HM3 y HKQ ) , utilicé una técni ca de "gele s d e 

sust r ato" adap t ada por Ber tha J i mén e z en nuestro l aborat or io, 

la cual ti e n e l a venta ja de qu e la gelat i na es cop olimerizada 

en el gel de pol iac rila mida y la é ct lv i da d de l a s gelatinasas 

s e pue de ver d irectamente en el gel sin tener que 

sobreponer lo (con las p r oteinas u h a v e z se pa r adas) sobre otro 

con gela t ina copolimeri z a d a. Ob tuve l os lisados de 

trofozo ft o s con un regu l ado r q ue con te ní a SDS a l 2% y 

adi c i onado o n o co n un i n hibi dor de cistei n-pro teas as CpHMB l , 

o t ro inhibidor de serin p r oteasas CPMSFl, o co n 2ME. 

Poste riormente i~cubé los geles 45 ó 60 mi n en pr ese ncia o no 

de pH MB e d e 2ME y luego los t e~ 1 co n Az ul d e Co omas sie . 

1. Trofozo1tos de E. h i s fo 1 y t i e a ;..:H"""K=9'-'''---'H:.=..:M..::;1__..y ____ H-=-'H-..3= 

Utilicé trofo zo i t os disuelt o s en RL a dicionado con pHMB, o 

con 2 ME , o c on l a mez cl a pHMB / PMS F ( Tabla 4). Luego ci'e 

l as pro te ína s po r e l ectroforesis en gelatina - SOS -

PA GE, incubé l o s gel es en pr e se nc ia o en ausenci a ci e pHME. 

De s cr ib ir é por separa d o los pa t r o nes de gela t i nasa s ob tenidos 

en la s diferente s condiciones . 

TES! SMBC.90 
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gelatinasa en los lisados de tres cepas E. hƒstolytics de

diferente virulencia (Ia virulenta HH1 y las moderadamente

virulentas HM3 y HK9), utilice una tecnica de "geles de

sustrato" adaptada por Bertha Jimenez en nuestro laboratorio.

la cual tiene ia ventaja de que la gelatina es copciimeriaada

en el gel de poliecrilamida y le actividad de las gelatinasas

se puede ver directamente en el gel sin tener que

sorreponerlo (con las proteinas una vez separadas) sobre otro

gel con gelatina copolimerisada. Úbtuve los lisados de

LQ U L0trofozoitos con un regulador cue contenía al 2% v

adicicnado o no con un inhibidor de cistein~proteasas lpHME .

otro inhibidor de serin proteasas CPHSF), o con EME.

Posteriormente incubé los geles a5 ú BO min en presencia o no

de pHMB o de EME y luego los teäi con Aaui de Coomassie.

1. Trofozoitos de E. hƒsfoƒytìca HK9, HH1 1 HH3

Utilice trofoaoítos disueltcs en RL adicionado con pHMB, o

con ZME, o con la mezcla pHMB!PMSF (Tabla 4). Luego de

separar las proteinas por electroforesis en gelatina¬SDS-

PAGE, 'incube los geles en presencia o en ausencia de pHHE.

Describire por separado los patrones de gelatinasas obtenidos

en ias diferentes condiciones.

TESlSHBC.90
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a. Efecto de la tempera tu ra durante l a corrida 

electroforética sobre los pa t rones de gelat i na s a s en los 

geles de sustrato 

En e l lab o rator i o los ge l es de SDS - poli a crilamida se corren a 

te mp eratu r a am bi e n te ( 25 "C) pero He u ssen et al 

re po r ta r on una t é c n ica pa ra an a lizar la activación de '. 

plasmi n ógeno, con ge l es de s ü s tra t o, e n l a que hacen la 

c or r i da el ectr o f o r é ti ca a 4ºC. E~ por é s t a q u e decidi proba 1 

si la tempe r atu r a d e corrida modifica el patrón de 

gel a t inasas ( peso mo le cular, intensidad de la s bandas) de E. 

hist o l y tica . HK9. 

Uti l icé trofo z o i tos d i su e ltos en regulador de lisis <RL>, 

pa ra a n a liz a r los en g i:::·l es de sust t' a to <gelatin&-SDS -

p cJ! i ac ri lamida ) , en l os que la corrida e l ectrofo r éti c a f ue a 

4ªC o a 25" C y en a mbo s caso ~ el voltaje fue d e SOV. 

Cu ando la c o r rid a elect r of o rética se hace a 25"' se 

o bs e rva n s ol amente dos gelatinasa s difusas con tamaños 

apar ent e s de 45 y 33 kDa, pero c uand o los geles se corren a 

4º C entonce s HK9 a par ecen hasta seis gel al inasas nf tid as con 

p e s os aparentes d e 41, 8 0 , 31, 61, 27 y 95 kDa <Fig 12A y 

A , ' ' . 

Es t o result ados indica n que hay mejor res ol ución de la s 

TES !SMBC.90 

5 É'

a. Efecto de la temperatura durante la corrida

electroforética sobre los patrones de gelatinasas en los

geles de sustrato

En el laboratorio los geles de SUS-poliacrilamida se corren s

temperatura ambiente f25°Ci pero Heussen et al fiãåü;

reportaron una tecnica para analizar la activacion del

plasmindgeno. con geles de sustrato, en la que hacen le

corrida electroforetica a &°C. Es por esta que decidi probar

si la temperatura de corrida modifica el patron de

gelatinasas ipeso molecular, intensidad de las bandas) de E.

hístoiytica- HK9.

Utilice trofozoitos disueltcs en regulador de lisis (RLi.

para analisarlos en geles de sustrato (gelatina~SDÉ-

poliacrilamidai, en los que la corrida electroforetica fue s
4

ú°C o a 25°C y en ambos casos el voltaje fue de GGV.

Cuando la corrida electroforetica se hace a 25° se

observan solamente dos gelatinasas difusos con tamaäoe

aparentes de ü5 v 33 küa, pero cuando los geles se corren e

&°C entonces HK9 aparecen hasta seis gelstinasas nitidas con

pesos aparentes de #1, 80. 31. 61, 27 y 95 kDs (Fìg 12A ;

A1):

Esto resultados indican que hay mejor resolucion de las

TÉÉl5HBC.9ü
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Fig 12. Efecto de la temperatura durante la corrida el ectrof oréti ca (4ºC 
ó 25º C> sobre los patrones de gelatinasas · en los geles de sus trato. 
Obtuve las amibas de cultivos axénicos e~ fase logarltmica, las lavé dos 
ve ces con TYI frío, dividí la suspensión en dos pa r tes igual es Ccada una 
con 2 X 10' amibas> y después de centrifugarlas disol vi i nm edi atamen te 
cada pastilla amibiana con regulador de lisis para obtene r lisado s con 2 X 
10' amibas/20 µl. Utilicé muestras para SDS-PAGE de 20 µI po r car ril, 
cuyo contenido en . todos 1 os casos fue de 2 X 10' tro fo zoi tos. Las 
corrid~s elvctroforéticas fueron a 4ºC o a 25ºC y a 60 V du rante 8 h. 
Luego lavé tres veces el gel con Tris - NaCl 100 mM ITS> y poste r io rme nte lo 
i ncubé a 25°C por 45 min en TS. Teñ1 el gel con colorante de Fai r banks 
<Azul de Coomassle al 0.05%) y lo desteñí con varios cambios de ácido 
acético al 7.5%. 
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Fig 12. Efecto de la temperatura durante la corrida electroforëtìca (o°C
` ' l d sustra*o.o 2b“C) sobre los patrones de gelatinasas en los ge es e s

Obtuvo las amibas de cultivos axénìcos en fase Iogarítmìca, las lave dos
¬ TYI frio divìdí la suspensión en dos partes iguales (cada unaveces csn ,

con 2 X 10* amibasì y despues de centrífugarìas dìsolvi inmediatamente. s Xcada castilla amibiana con regulador de lisis para obtener 11sados con cI*

10” amibas/20 pl. Utilice muestras para SDS*PAGE de 20 pl por carril,
5 t fo*oì†es. Lascuyo contenido en todos los casos fue de 2 X 10 ro. _ -_

corridas electroforetìcas fueron a 4°C o a 25°C y a 60 V durante 8 h.
Luego lave tres veces el gel con Tris-NaC1 100 mfl (TS) y posteriormente to

' ` " I ante de Fairbanksincube a 25'C por 45 m1n en TS. Teni el gel con co or
Eåsul de Coomassie al 0.05%) y lo desteäi con varios cambios de ácido
acetico al 7.5%.
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ge!atinasas separ ~da s a 4ºC, que a 25(",C; po r el lo en tod os 

Jos experimen to subsecuen t es hici::: las corrida s 

electroforéticas 4ºC. 

b . Disolución e incubación con o sin pHMB 

i> ~i solución e in c ubación sin pHMB 

HM1 y HK9 tuvie ro n seis gelatinasas cuyo orden de po tencia 

para HM1 fue 41 > 31 > 80 > 27 > 95 > 61 kDa, y para HK9 f ue 

41 > 80 > 31 61 > 27 > 95 kDa. HM3 tuvo un patr:'.'.; ·, 

seme j ante al de HK9 y HMl, pero s in l a ba.nda de 28 kDa 

13A, 138 y 13C; T.;.bla 18 l . 

ii) Disolución e incubación co n µHMB 
1 

HM 1 y HM3 tuvier o n tres gelat in 2 sas ccn orden de potencia 56 

> 80 > 33 kDa. HK9 sólo tuv o una, de 56 kDa CFig 13A' , 138,' 

1 3 e ; Ta b· t a 1 8 ) . 

c. Disolución con pHMB e incubación c on o sin pHMB 

i l Disoluc ión c on p HMB e in cubaci ón sin pH MB 

HM1 y HM3 tuvieron cinco gela tinas a s cuyo º 'de n de potenci 3 

fue 56 > 86 > 80 y 31 > 95 kDa <Fig 14 A y 148 ; Tabla 19). 

HK9 tuvo dos ge la ti nasas cuya pote ncia fue 86 > 57 kDa ( F .i g 

1 i.iC; Ta b la 19). 

i il D5solución e incubaci ón co n pHMB 

HM1 y HM3 tuvier on tres ge la tina s as c on o r den de pot~n ci a 56 

> 80 > 33 kDa. HK9 sólo tuv o una, de 56 kDa <Fig 13A', 13E ', 

1::1C; Tab l a l.8). 
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or ello en todos“Ugeletinasss separadas s 4“C± QUE H 25°C

los experimento subsecuentes hice las corridas

electroforétioae fl°C.

b. Disolución e incubación con o sin pHHB

il Úisolucidn e incubaciqg sin QHHB

HH1 y HK9 tuvieron seis geiatinasss cuyo orden de potencia

para HH1 fue #1 e 31 > 89 > 2? 3 95 > 61 küa, y para HK9 fue

41 D 80 > 31 3 51 > 2? }'95 küa. HH3 tuvo un patria

semejante al de HK9 y HM1, pero sin le banda de 28 kDa (Fic

13A. 138 y 13€; Tecla 18?.

|w1 La C: C .OI-*- D. :Sii? P* [_ - e incubacion con EHMB

HM1 y HM3 tuvieron tres gelatinssas con orden de potencia 56

|._.L LL] U1> EO > 33 kDa. HK9 sólo tuvo uns, de SB küa (Fig 13A',

Tabla 18).u-~ Lu (`)

c. Disolución con pHHB e incubación con o sin pHHB

il” Q_i¿sc›iuo_i¿5n con pi-'.P1`L-2% e in;-uhs-I-_iC`.n:| sin _;_;-_i_-!_!jf1-'_3__

Hfil v HM3 tuvieron cinco geistinsses cuyo orden de po†enci¬

fue se s se s so y si v es sus feig lee v ies; †se1s 1e›Í

HK9 tuvo dos gelatinasas cuya potencia fue B6 F 5¬ küa fFj¿

1eC; Tools 19).

iii Disolución e incubación con QHHH

HM1 y HM? tuvieron tres gelatinasas con orden de potencia 56

> 80 > 33 kDa. HK9 sólo tuvo una, de 56 vDa (Fig 13A*, IBP',

19€: Tahia 18).

TEÉlSHEC.90
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TABLA 18 

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolytica 
DISUELTOS - INCUBADOS SIN pHMB 

VS.DISUELTOS -INCUBADOS CON pHMB 

Bandas• Sinb / Con EHMB< 
<l<Da) HM1 HM2 HM 3 HK9 

9 5 110 1/0 1/0 1/0 
80 1 / 1 0/1 2/1 310 
5 6 0 13 0/2 0/3 012 
41 4 / 0 4/0 4/0 4/0 
33 0/1 0/1 0/1 
31 310 3/0 3/0 310 
27 210 ·21c 210 

•o , ausen te; 1, tenue; 2, poco 
intens a; 3, i ntensa; 4, muy 
in tensa; . - •. ausente en ambos c asos 

bTrofozoitos disueltos-inc ubad o s 
si n pHMB 

<Trofozoit os disueltos-incubados 
con pHMB 5-10 mM 
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TABLA 18

ACTIVIDAD DE GELATINASA5 DE
TRUFÚZUITDS DE E. hístoìytfca
DISUELTÚS-INCUBAD05 SIN PHHB

VS.DIEUELTÚ5-INCUBADÚS CDN PHHB

Band ' S`n”fCon HHH*
Ckfiã HN1 HH*

as i _ _+_ 1:¿r_r__ _____,
J . HF“ c iHF@

95
BO
BB
úl
33
31
27

1/O
1/1
O/3
d/O
O/1
3/0
2/O

1/O
O/1
O/E
c/0
O/1
3/O

'E/C

1/O
2/1
U/3
ú/O
Ofi
3/O

1/O
3/D
G/2
e/0

3/D
2/O

'O, ausente; 1.
intensa; 3, intensa; A, muy
intensa;.-, ausente en ambos casos

tenue; 2, poco

“Trofozoïtos disueltcs-incubado
sin pHMB

=Trofozoitos disueltcs-incubados
con PHHB 5-10 mM

_.'r'“|
I'¡__



kDa 
160 

Disolución 
Incubación 45m 

A 

-

B e 

HM3 HK9 

Fig 13. Efecto de l a diso lución de trofozoítos de E. hist olytica e 
presencia o no de .pHMB y pos te r i or incubación de l gel en pre senci a o no de 
pHMB, · sobre su ac tividad de gelatinasa. Trofozoft os di s ue lto s e 
incubación del gel en ausenc ia de pHMB: CA) HM1 , (B) HM3, <C> Hl<9. 
Trofo zof tos disueltos e incubación de l gel en pre s encia de pHMB 5 rnM: (A' l 
HM1, CB') HM3, CC') HK9. Obtención de las ami bas , elec troforesis, !avad o , 
i ncubaci ón y tinción de los geles co mo en l a Fig 12 . 
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A Bac misc'
kDc| ¡

97-~=

42--1
31---2 »

¬~_ _ _ i

HM1 HM3 HK9
Disolucicín -- - - PH PH PH
Incubacidn 45m - - - PH P" P"

Fig 13. Efecto de le disofuciún de trofoaoitos de E. hístcƒyiica -
presencia o no de_pHMB y posterior incubación del gel en presencia e nc i~
pHHB -sobre su actividad de geiatinasa. Trcfozoitos disueltcs ›
incubación del gel en ausencia de pHHE: (A) HHI. (B) HM3, (C) eii
Trofozoitos disueltcs e incubación del gel en presencia de pHHB 5 mV: fe'
HH1, iB') HH3, (C') HK9. Dbtencion de ias amioas, electroforesis, isvado
incubación y tinción de los geles como en ia Fig 12.
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TABLA 19 

ACTIVIDAD DE GELAT1NASAS 
DE TROFOZOITOS DE E. 
histolytica DISUELTOS

INCUBADOS SIN pHMB VS. 
DISUELTOS CON-INCUBADOS 

SIN pHMB 

Bandas• Sinb/Con 2HMBc 
C!<Dal HMl HM3 'HK9 

95 1/1 1/1 210 
86 013 012 012 
80 1/2 2/1 310 
61 1/0 2/0 :3/0 
57 012 
56 0;4, 0/4 
41 4/0 4/0 4/0 
31 3./2 312 310 
27 1 / 0 110 

• - , ausen t e en ambos cas o s : 
O, ausente¡ 1, tenue; 2, 
poco inten s a; 3, intensa; 
4, muy intensa 

bTrofozoitos disueltos
incubados sin pHMB 

crrofozoftos disueltos con
incubados sin pHMB 
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TABLA 19

ACTIVIDAD DE GELATINASAS
DE TRDFUZÚITOS DE E.
hístofytíca DISUELTDS-

INCUBADÚS EIN pHHB VS.
DISUELTDS CüN~lNCUBADÚS

SIN PHHB
1

Banda
(kDa

"_eÍš'""“
BB
80
El
57
56
hi
31
2?

s' Sin*fCon pHHB“
F ditl__ ¦'.|.¡"ï.ï."Í›.__ _ _ __,`Hl$_5i

iii
DES
IIÉ
ifü

Ú¡à=
¿XD
EEE
lfü

1/1 EXC
0/2 O/2
2/1 3/O
Ef@ 3/O

- O/2
Dfâ -
4/O Á/O
BXÉ BIO

- IXQ

O, a

“I”-

usente; 1, tenue; 2,
poco intensa; 3, intensa;
4, muy intensa

“Trofoaoitcs disueìtos-
incubados sin pHHB

=Trofosoitos disueltcs con-
incubados sin pHHB

*-, ausente en ambos casos.

to 1".I¿_
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42 

31 

21 
HM1 HM3 HK9 

Disolución pH pH pH pH pH pH 

Incubación 45m pH pH pH 

Fig 14. Efecto de Ja disolución de trofozoit os de E. his t olytica en 
presencia de pHMB y posterio r incubación del gel en presencia o no de 
pHMB, sobre sú a c tividad de ge latinasa. Trofozoi to s disueltos e 
iJE;ubación de l gel en ausenc i a de pHMB: <A> HM1, <B> HM3, <C> HV.9 . 
T~ofozof tos disuelto s e incubación del gel en presencia de pHMB 5 mM: <A' ) 
HM1, <B') HM3, (C') HK9. Obtención de las am ibas, electrof or esis, la ·.;a dCJ, 
i ncubación y tinción de los geles com o en Ja Fig 12. 
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97

42-
31-

21-
HM1 HM3 HK9

Disolución P" P" P" P" PH pH
-incubación 45m - - - P" p" p"

Fig lá. Efecto de la disolución de trofosoitos de E. histoiviica en
presencia de pHHB y posterior incubación del gel en presencia o no de
pHHB, sobre su actividad de geiatinasa. Trofozoiïos disueltcs e
incubaoián del gel en ausencia de pHHB: (A) HH1, (Hi HH3, ¿Ci FF".
Trcioaoitos disueltcs e incubacicn del gel en presencia de pHHB 5 md: ffl`“
HH1, {E'i HH3, iC') HK9. Obtención de ias amibas. electroforesis, iavado.
incubación y tincidn de ios geles como en la Fig ii.
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d. Disolución sin-incubaci ón con pHMB 

il Disolución sin pHMB e incuba c ión con pHMB 

Hl<9 y 

t'ue 4 1 

HM3 tuv ie ron cinco 

> .31 > 61 > 76 

gelatinasas 

> 95 kDa. 

cuyo 

HM1 

orden de potenci ~ 

tu v o un patrór, 

semejante, 

Tab 1 3 20 l . 

pero sin la b anda de 95 kDa CFig 15A, 158 Y 15C; 

La conclusión g eneral de esta serie de experimentos con las 

cepas de E. histol ytica es que lo~ pat rones de gelatinasas d~ 

los trofoz ofto s de E. hi sto/ y tica HM1, HM3 y HK9 son 

dife re ntes si se a grega o no p HM B durante la lisis y durant e 

la incubación de los ge les de sustrato. 

Esta concl u s ión gen e ral deriva de las s~quientes concluEion es 

especf f i ca.s 

La mayor p2. rte, sino e s que tod a la actividad de 

g e la tina s as es c istel n-depen~ien tes, ya que p r ácticamente se 

bloquéo, casi pcn co mp leto, co n r-·HMB añadido durantt? la lisL:; 

y la incubac ión 

2> Las protea sa s de no cistein-dependlentes más potentes en 

las ce pas de E. histo lytica CHM1, HM 3 y HK9 ) son las de 56, 

8 0 y 33 kDa, y a que no se 1 legaren a inhibir completamente e '1 

pre se n c ia de pHMB 5 mM durante Ja lisis y la incubación 

1 3; Ta bla 18). 
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d. Disolución sin-incubación con PHHB

il Discluciún__sin pHMB e jncubaciQn¬con pfiflfi

HK9 y HMS tuvieron cinco gelatinasas cuyo orden de potencia

fué 41 5 31 > Si > 76 P 95 küa. HM1 tuvo un patron

semejante, pero sin la banda de 95 kba iFig LEA, 155 T 15€;

Tabla 20).

La conclusion general de esta serie de esperimentos con las

cepas de E. histoiytica es que los patrones de gelatinasas de

los trofoaoitos de E. histcivtica HH1, HM3 y HK9 son

diferentes si se agrega o no pHME durante la lisis y durante

la incubación de los geles de sustrato.

Esta conclusión general deriva de las siquientes conclusiones

especificas -

1? La mayor parte, sino es que toda la actividad de

elatinasas es cistein-de endientes, a ,ue ¬racticamente seP Y Q l

blüeuëü. casi por completo, con pHHB aäedido durante la lisis

v la incubación

2) Las proteasas de no cistein~dependientes mas potentes en

las cepas de E. histoiytica iHMl, HM3 v HK9? son las de 56,

80 y 33 kDa, ya que no se llegaron a inhibir completamente e

presencia de pHHB 5 mH durante la lisis v la incubación (Fï¿

13; Tabla 18).
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TABLA 20 

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolytica 

DISUELTOS-INCUBADOS SIN pHMB VS. 
DISUELTOS SIN- INCUBADOS CON pHMB 

Bandas• Sinb/Con eHMBc 
<kDa) HM1 HM3 HK9 

95 1/0 1/1 2/1 
80 1 / 1 2/2 313 
61 1/1 2/2 313 
41 4/3 4/3 4/4 
31 310 3 10 310 
28 1/0 1/0 

• -, ausen t e eri ambos ca sos; O, 
ausente; 1, tenu e; 2, poco 
intensa; 3, intensa.; 4, muy 
intens a 

bT rofozoitos disu e ltos
incuba dos sin p HMB 

c Trofozo i tos disueltos s in 
pHMB- incubados c o n pHMB 
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TABLA 20

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE
TRDFOZGITOS DE E. hístolytƒca

DISUELTOSHINCUBADOS SIN pHHB VS
DISUELTOS SIN-INCUBADDS CON PHHH

Bandas: Éinbfüon pHMB=
(kDal

`_š`š__"
80
61
41
31
EB

'-, ausente ed ambos casos; O,
ausente; 1, tenue; 2, poco

HMi HH3 HK9
1/Q
lil
1/1
A/3
3/O
110

ifl
2/2
2/2
¿X3
3f0

--

¡_

2/1
3/3
3/3
àfú
3/O
IKO

1

intensa: 3, intensa; 4, muy
intensa

°Trofczcitos disueltcs-
incubados sin pHHB

=Trofoaoitos disueltcs sin
pHHB-incubados con pHHB
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Disolución 

Incubación 45m 
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78 
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HK9 

Fig 15. Ef ecto de la d i s o l ución de trofozo i tos de E. hfstolytica en 
pr esencia o no de pHM B 5 mM e incubación del gel en presencia de pHMB, 
sobre su activid~d de gela tinasa. La corrida electroforética fue a 4ºC y 
60 V duran t ~ 8 h. Trofozo ftos disuelt os en ausencia de pHMB e incubacijn 
con pHMB 5 mH: CA> HM1 , CB > HM3, (C) HK9. Trofozo1tos disueltos e 
incubación del gel con pHMB 5 mM: CA') HM1, <B') HM3,_ CC') HK9. Obtención 
de las am i bas, elec t rofores is, lavado, incubación y tinción de los geles 
como en Fig 12. 
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kDa

9711

42--1
3 1-*

c  tu IHM1 Hua HK9
Disolución - -'- - PH PH PH
Inwbacidnom P" P" P” P" P" P"

21_L

Efecto de la disolucidn de trofozoitos de E. histoìytics en
presencia c no de pHMB 5 md e incubación del gel en presencia de pHHB.
sobre su actividad de gelatinasa. La corrida electroforetica fue a ú°C y
60 V durante B hi Trofozoitos disueltcs en ausencia de pHHB e incubación
con pHHB 5 md: (A) Hfii, (B) HH3. (Cl HK9. Troioaoitos disueltcs e
incubación del gel con pHHB 5 mfl: (A'l HHI, (B') HH3, {C') HK9. Dbtencidn
de las amibas, electroforesis, lavado, incubación y tinción de ios geles
como en Fig 12.
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e. Disolución con o si n pHMB e i~cubación sin adiciones 

i) Disolución sin pHMB 

HM1 y HK9 tuvieron seis gelatina sas cuyc orden de potencia 

para HM1 fue 41 > 31 > 76 > 28 > 95 > 6 5 kDa y para HK9 fue 

41 > 76 > 31 > 61 > 28 > 95 kDa . HM3 tuvo un patrón 

pero s!n la banda de 28 kDa CFig 16 A, 168 y 16C; 

Tabla 19 ) . 

ii l Disolución con pH MB 

HM 1 y HM3 tuvieron cinco ge l a tina sas cuyo orden de potencia 

fue 56 > 86 > 80 y 31 > 95 kDa. HK9 t u vo dos de 86 > 57 kDa 

CFig 16A', 168' 16C'; Tabla 19 ). 

Las conclusiones de es ta serie de expe rim e ntos son: 

1) En estas condiciones HM 1 y HM 3 tienen cinco c_stein-

pr·o teasas ele 56 > 86 > 31 > 80 > 9 5 k Da ; l s más pottsnte es J 3 

d e 56 k Da. HV 9 ti ene do s p roteasas mu y tenue s d e 8 6 y 57 

kDa. 

2) En e stas cond iciones la s bandas de gelatinasa s on mVy 

claras y nitidas, a dife r encia de la s ob te nidas c on Jo s dem ás 

tratamientos (l . e. sin ad icionar pHMB y a di c ionando 2 ME > en 

qu e son difusa s. 3 ) Las gelatinasas de muestras de HK9 s i n 

pHMB ( 95~ 80, 61 y 27 k Da> so n más p ot e nte s que las de HM 3 , 

que a su vez son más potentes que las de HM1. 

3 l HM3 no tiene l a gel atinasa de 27 kDa . 

TES!SMBC.90 
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E1. DÍEDIUGÍÚI1 G-DH D E111 PHHB es i'nfc_†-.±l:rie'-:i ='1':-r*= s ll ri. a i imei-*.;

ii Disolución sin ÉHHB

HMI y HK9 tuvieron seis gelatinasas uuu. s=nsU de potencia

para HH1 fue 41 > 31 > 76 > 28 > 95 > 65 kDa y para HK9 fue

41 > 76 1 31 > Bi > 28 § 95 küa. HH3 tuvo un patron

semejante, pero sin la banda de 28 kba iFig län, 1ñB y 15€:

Tabla 19).

iii Disolución con QHMB

Hfli y HH3 tuvieron cinco gelatinasas cuyo orden de potenni

fue 58 > 86 > BO y 31 > 95 kDa. HK9 tuvo dos de 86 D 5? nos

(Fig IGA', 163' 16C'; Tabla 19).

Las conciusiones de esta serie de experimentos son:

1) En estas condiciones HH1 y HH3 tienen cine» '-†"f›

proteasas de 56 F B8 > 31 3 90 r 95 küaz la mas porra e s- '±

un-¬-1dë 56 kDa. HK9 tiene dos proteasas muy tenues de dd v r

kDa.

2) En estas condiciones las bandas de gelatinasa son mu;

claras y nitidas, a diferencia de las obtenidas con los demas

tratamientos (i. e. sin adicionar pHHB v adicionando EME) co

que son difusos. 3) Las gelatinasas de muestras de HK9 sin

pHMB i95, BO,_ E1 y 27 kDa3 son mas potentes que las de Hflè.

que a su vez son mas potentes que las de HM1.

33 HH3 no tiene la gelatinasa de 27 küa.

TEE lSl^lBC.9il
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HM1 HM3 HK9 
Disolución 
Incubación 45m -
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97 

42 

31 

80 

F i g 16 . Efecto de l a disolución de trofozoitos de E. histo l _ytica en 
pr esenc i a o no de pHMB y posterio r incubación del gel en ause nc1a de pHMB, 
sobr e s u actividad de ge lat inas a . Trofozoitos disueltos e incubación de! 
ge ! si n pHMB: CA l HM1 , CB l HM3, CC) HK9 . Trofozoito s disuelt os ·::n 
presen c i a de pHMB e i ncubac ión del gel sin pHMB 5 mM: (A'l HM1 , CB' ) HM3, 
CC ' l HK9. Obtenc i ón de l as am ibas, electroforesis, lavado, incuba ci6n ¡ 
t i nc ión de los gel e s como en l a Fig 12. 
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A B C A' B' c'
:Du
-=--160

=-97

f--42

; f--31

HM1 HM3 HK9 i "`21
Disoiucidn - - - PH PH p"
Incubuciän 45m- - - - -_ -

Fig 16. Efecto de la dìsclucinn de ineiccaiies de E. histcƒyiƒca e
presencia e nc de pHMB y pdeterier incubación del gel en ausencia de FHHE
sobre su actividad de gelatinasa. Trcfccdítcs dieueitca e incubacìdn de'
ge! sin PHHB: (A) HH1, (B3 HH3. (Ci HK9. Trdfdccitea disuelice 2
presencia de pHHE e ìncubacìún dei gei ein pHHB 5 mn: iA'; HH1, (B') HM?
(C') HK9. Úbtencidn de las amìbaa. eïecirefcreeia, ìauadc. ìncubacifin
tinción de las geles ccmo en la Fig 12.
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f. Disolución sin adiciones e incubaci ón con o sin pHHB 

t ) Incub a ción sin eH MB 

HM1 y HK9 tuvi ero n seis gel at i nasas cuyo orden d e potencia 

fue par a HMl fue 41 > 3 1 > 60 > 27 > 95 > 55 kDa y pa r a HK9 

41 > 80 > 31 > 61 > 27 > 95 kDa . HM3 tuvo un patrón 

semejan te, pero sin la banda de 27 kDa <Fig 17A, 17B y 17C; 

Tabla 20). 

i i) 1 ncubac i ón con pHMB 

HK 9 tu vo cinco gel atiriasas cuyo o rden de potencia fue 41 > 31 

> 61 > 8 0 > 95 kDa. HMl y HM3 tu vi e ron un patrón de 

gelatina sas ·semejantes, per o si n la banda de 95 kDa CFig 

17 A' ; Ta b la 20). 

g . D19oiución con pHHB/ PMSF e incubación en pHMB 

En e stas condiciones, HMl, HM 3 y HK9 tuvieron solame n te dos 

ge lati n a ~ a s tenu es de 60 y 88 kDa y seis bandas remanentes de 

pr otein as te~idas c on Azul de Coo massie, de 144, 115 y 60 / 

70 > 50 > 48 y 4 4 kD a CF i g l8A', 188' y 18C'; Tabla 21). 

Por estos datos concl uyo que las tres cepas tienen dos 

p ro teasas de 60 y 88 kDa que son no ci stein-, 

dependientes. 
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f. Disolución sin adiciones e incubacion con o sin pHHB

1) Incubación sin QHHB

HH1 y HK9 tuvieron eeis geiatinasas cuyo orden de potencia

fue pare HH1 fue #1 > 31 3 SO > 37 > 95 F S5 kfia y para HK9

41 > BO > 31 > 61 } 27 3 95 kDe. HH3 tuvo un patrón

semejante, pero ein la banda de 27 kDa <Fig 17n, 178 y 17€;

Tabla 20).

ii) incubación con EHMB

HK9 tuvo cinco geiatinasas cuyo orden de potencia fue 41 3 31

} 61 > 80 > E5 kDa. HHI y HMS tuvieron un patrón de

gelatinasas semejantes, pero sin la banda de 95 kDa iFi¿

1TA*; Tabla 20).

g. Disolución con pHHBfPHSF e incubación en pHHE

En estas condiciones, HH1, HM3 y HK9 tuvieron solame te dde

gelatinaoas tenues de SU y BB kfia y seis bandas remanentes de

proteinas teñidas con Azul de Coomassie, de 14a, 115 y an ;

?O F 50 > âã y ee küa {Fig 1SA', 185' y iSC': Tabla 211.

Por estos datos concluye que las tree cepas tienen de

proteasas de 60 y S8 kDa que son no cistein-, ni serie

dependientes.

TES¦5HBC.9ü
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Disoluci6o 
Incubación 45m -
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Fig 17. Efecto de la disoluc ión de trofozoitoe de E. histolytica en 
ausencia de pHMB y posterior incubación del gel en presencia o no de pHMB, 
sobre su actividad de ge latinasa. Trofozoltos disueltos e incubación del 
gel en ~us encía de · pHMB: (Al HMl, (8) HM3, (C) Hl<J9. Trofozoitos disuel tos 
e incubación del gel e n pre senc ia de pHMB 5 mM: <A') HM1, <B') HM3 y <C ') 
HK9. Obtención de las amibas, electroforesis, lavado , incubac ión y 
tin c ión de los geles como en la Fig 12. 
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,A B c A'B'c'
KDa

160 -e

s7-¬--

42-1*
3l _*

_,¬_..1
- 1 p- r¬--u- _-gr_ _ HM1 Hua HK9

Dnsolucuón - - - -- -_ -
|nwba¢¡dn45m - - - P" P" P"

Fig 1?. Efecto de la disolucidn de trofozcitos de E. histoiytice en
ausencia de pHHB y posterior incubación del gel en presencia o no de pHHB.
sobre su actividad de geiatinasa. Trofaaoitos disueltcs e incubación del
geì en ausencia de PHMB; (Ai HPI, tE? HH3, (Ci Häâ. Trofoaoitos disuelto:
e incubación del gel en presencia de pHHE 5 mn: (A') HHI, iB'ì HMS y (C`ï
HK9. Cbtenciún de las amïbas, electroforesis, lavado, incubación y
tinción de ios geles como en la Fig i2.
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TABLA 21 

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolytica 

DISUELTOS-INCUB ADOS SIN ADICIONES 
VS . DISUELTOS CON <pHMB + PHSF>

INCUBADOS CON pHHB 

Bandas• Sinb /Con <EHMB + PMSF) e 

<kDa) HM1 HM2 HM3 HM38 HK9 
8 8 012 0/2 012 0/1 012 

6 0 0 13 0/2 012 
•O , .:~u sent e ; 1, tenue; 2, poco 

in t ens a ; 3, intensa; 4, muy inten sa; 
-, aus en te en ambos casos 

bT r o foz o itos · disuel tos - incubados sin 
adic io nes 

•Trof ozoi tos dis ue l tos con CpHMB 5-
10 rnM + PMS F 2-4 mM)-incubad os 
con pHMB 5-10 mM 

TES!5HBC.90

TÃHLA 21

ACTIVIDAD DE GELàTINASàS DE
TRUFOZOITUS DE E. hfstfllytica

DÍSUELTOS-INCUBåDÚS SIN ADICIONES
VS. DISUELTÚS CDN (pHHB + PHSF)-

lucuaaoos con pena
É la I S I i

“ C HMB + DHCP)Bandas' Sin { on ip' __ u o _åT_1
ceba: HM1 ens eye enae HK9
sa"" ox: ` efe efe O/1 O/É

eo ofai__ ¿_ Lèofs ohh-,,;Jo¿g
'O, ausente; 1, tenue; 2, poco
intensa; 3, intensa: ú muy intensa;I

-, ausente en ambos casos
”Trofoaoitos disueitos~incubados sin
adiciones

'Trofozoitcs disueltcs con ipHMB 5*
10 mfi + PHSF 2-à mH}-incubedos
con pHHB 5-10 mM

_,-_

...



kDa 

144 
115 

88 
70 
60 
50 
48 
44 
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lncubocio'n 
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Fig 18: Ef~cto de la diso lución de trofozoftos de E. histo/ytica en 
presencia de pHMB/PMSF y posterior incubación del gel en pr esencia de ~~ · M~ 

s ·m M, sob re su actividad de gela(inasa. CA> HM1, CBl HM2, CCl HM3, cr l 
HM38 y CEl HK9. Ob tención de las amibas, electroforesis, lavado, 
incub ac i ón y tinción de los geles como en la Fig 12. 

TES!SMBC.90 

En

AB CDE
una  kDfl

-=-160
144--*

o

88--Í
-1--97

447- -=-42
-e-31

-É-21
HM1 Hue HM3 Hice nc

Disolución PP PP PP PP PP
Incubocidn PH PH PH PH PH

Fig 18! Efecto de la disolución de trofozoitos de E. hƒstofytƒca ei
presencia de pHHB¡PMSF y posterior incubación de! gel en presencia de g-
5'mH, sobre su actividad de gelatinasa. fAì HHJ, (E) HH2, (C) HH3, f[ì
HH38 y (E) HK9. Obtención de las amibas, electroforesis, Iavadl
incubacidn y tinción de los geles como en la Fig 12.
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h. Disolución con o sin 2ME e incubación sin adiciones 

i) Disolución sin 2ME 

HM1 y HK9 t uvie ro n se is gelatinasas cuy o orden de potencia 

para HM1 fue 41 > 31 > 80 > 27 > 95 > 61 kDa, y para _ HK9 fue 

41 > 80 > 31 > 61 > 27 > 95 kDa. HM3 tuvo un patrón 

semejante Bl de HMl y HK9, pe r o sin la banda de 27 kDa CF i g 

19A, 19B y 19C; Tabla 

ii) Disolución con 2ME 

HM1 tuvo cuatro gelatinasas con orden de potencia 41 > 31 > 

27 > 95 kDa (Fig 19A'; Tabla 22> . HM3 tuvo ci nco gelatinasas 

de 41 > 31 > 56 > 80 y 95 kDa CF i g 198'; Tabla 22 ) . HK9 tu ve: 

se i s gelatinasas de 41 > 3 1 > 27 > 56 > 80 y 95 kDa <Fig 

19C'; Tabla 22 ) . En los lisados de HM3 y HK9 apareció u na 

ba nda d~ 56 kDa, ausente de muestr as sin 2ME; en l as mismas 

mue st ras sin adi c iones hub o una banda de 61 kDa con potenc ia 

se me jante a la de 56 kDa CFii 198 y 19C; Tabla 22>. HMl no 

tuve la banda de 56 kD a y la de 8 0 k Da era muy tenue . 

Las conclusi one s de esta serie de experim e ntos son: 

ll En estas condi c iones, e n las tres c epa s CHM1, HM 3 y Hl<9 ) 

no son aparentes las gelati na sas de may or peso molecula r <95, 

80 y 61 kDa l que e s tán presente s en Jos lisado s 

correspondientes sin 2ME CF i g 19 l . 

2> La gelatiansa de 6 1 kDa de HM3 y HK9 tal vez tiene enlace s 

TES !SHBC.90 
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h. Disolución con o sin ZHE e incubación sin adiciones

ii Disolución sin EME

Hfli y HK9 tuvieron seis gelatinasas cuyo orden de potencia

para HM1 fue 41 > 31 > oc > 2? > es i 61 Moa. y para_HKe fue

41 r 80 W 31 > 61 > 2? > 95 kDa. HM3 tuvo un patron

semejante al de Hfli y HK9, pero sin la banda de 2? kDa (Fig

19a, 195 y 19€; Tabla 22.

i1> 1S>:-=s~==_1.vf;_i._¢5n_f=i.e11.2_ffl.1ì.
HHi tuvo cuatro gelatinasas con orden de potencia 41 > 31 t

2? b 95 kDa GFig 19A'; Tabla 22). HM3 tuvo cinco gelatinasas

de 41 > 31 5 56 > 80 y 95 kDa (Fig 19B'; Tabla 22?. HK9 tuve

seis geiatinasas de 41 > 31 > 2? > 56 > 60 y 95 küa (Fis

19C'; Tabla 22l. En los lisados de HM3 y HK9 aparecio una

banda de 5€ kDa, ausente de muestras sin BME; en las mismas

muestras sin adiciones hubo una banda de Si kDa con potencia

semejante a la de 55 küa iFig 19B y 19€; Tabla 22). HMi no

tuvo la banda de 56 kDa y la de BO kDa era muy tenue.

Las conclusiones de esta serie de experimentos son:

1) En estas condiciones, en las tres cepas (HM1, HH3 y HM9i

no son aparentes las gelatinasas de mayor peso molecular (95,

80 y 61 kDa? que estan presentes en los lisados

correspondientes sin EME (Fig 19).

El La gelatiansa de Si kDa de HM3 y HK9 tal vez tiene enlaces

TE5i5HBE.9U
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TABLA 22 

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolyti ca 
DISUELTOS -INCUBADOS SIN 2ME 

VS. DISUELTOS CON - INCUBADOS 
SIN 2ME 

Bandas .. Sinb/Con 2MEc 
Ck Da ) HM1 HM3 HK9 

95 ' I 1 1/1 2/1 .l.¡ .l. 

eo 1/0 2/1 3/1 
61 1 /0 210 310 
56 0/1 012 
41 4/2 4/3 4/4 
31 312 312 313 
27 1/1 1/3 

~ - , aus ente en ambos casos; 
O, a usente; 1, tenue; 2 .• 
poco in'ten sa; 3, intensa; 
4, muy int ensa 

bTrofozoftos disueltos 
in cubados sin 2ME 

crrofozofto s disueltos 
can-incubad os sin 2ME 

86 
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TABLA 22

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE
TRDFDZOITDS DE E- hístofytƒca
DISUELTÚSfINCUBADOS SIN 2HE

VS. DISUELTU5 CON-INCUHADÚS
SIN 2HE

Bandas' fin”/Con 2HE=_ __
ikDa › Hai _ ens Has

95
80
B1
55
el
31
27

ifi 1/1
ifü ÉX1
ifo 2/o

~ O/1
¿#2 4/3
3/E 3¡2

__ü__1/1 -

ari
ari
aro
ora
àƒfl
ara
ira

in, ausente en ambos casos;
U, ausente; 1, tenue; É,
poco intensa; 3, intensa;
c, muy intensa

”Trofoaoitcs disueltcs-
incubados sin EME

=Trofoaoitos disueltcs
con~incubados sin ZME
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F ig 19. Efecto de ! a disolució:1 de tr ofozoftos de E. histo lytic 
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pfesencia o no de 2M E 143 mM y posterior incubación del gel en iiu:;enr:< 1 _:--:. 

pHMB, sobre su actividad de [el~tina sa. Trofozo1to s disueltos e 
incubación del gel sin adiciones: (A) HM1, <El HM3, (('.) HK9. Trofozo:.·~~,3 

disueltos en 2ME 143 mM e incubación del gel en ause nc ia de pHMB: rr· l 

wq, <B') HM3, <C ' l HK9 . Obtención d"' las ami tas, elect rofo resis, lava.-1,~, 

L1cubacijn y tinc i ó n de los gele ó; comu en la Fig 12. 
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A B c A' B' c'___ _ H  _kDG
---160

-=- 97

¡--42

--31
si s --21
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Disolución - - - ME ME MÉ
incubación 45m -- - - - - -

Fig 19. Efecto de la disolucion de trofosoitos de E. hƒstolzïi
p esencia o no de ENE in3 mH y pusteri?r incubaciun del ge' en †w¬fi~"
;HHB, sobre su actividad de ¿eÍFiinasa. Trofosditcs disu';±cs F
incubación del gel sin adiciones: fa; Hfii, ¿El HH3, (C) HK9. Trifoso
dí-ueltos en EHE ind mH e incubacion del gel en ausencia de pHHB: 'f
HUE, l3') HH3, lC'i HK9. Obtenciar de las anitas. e!ectrcioresis_ iave
i aubacifin y tincion de 'os geles comi en la Fšg 11.
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d isul fu r o int r am oleculares y con 2ME estos enlaces parecen 

camb iando el peso aparente de 61 kDa a 56 kDa. 

h . Diso luc ión c on pHMB e inc ubación con pHMB ó DTT 

i ) J ncub a c i ón con pHMB 

Las t:res c e pas tuvieron tres gelattnasa, 

jnt E·n sidad f u e 56 ::. 80 > 33 kDa CFíg 20; T3bla 23) 

i 1) ~ nc u bac i ón co n DTT 

HM1 tuvo s e i s gel atina s as de 56 > 33 > 80 > 31 = 41 = 61 kDa: 

HM3 tuvo o ch o g e l atina sas de 56 > 33 > 80 > 109 > 61 >127 > 

1 4 7 kD2. y HK9 tuv o si ete gelatinasas de 56 ' 33 > 8 0 > 31 / 

41 = 6 1 > 10 9 k Da <Fig 20; Tabla 23). 

i. Disoluc i ó n con pHMB e i ncubación con pHMB ó 2ME 

i ) Incub ac i ón con DHM B 

Las t res· c: epas tuvieron tr~s gelatinasa, cuyo orden de 

inte n sidad fue 5 6 > 80 > 33 kDa y ocho bandas de p rotefnas 

remane nte s Ct e~ ida s c on Az ul de Cooma:.;:;sie) con orden de 

intensidad 54 > 3 5 > 27 > 90 > 118 > 140 > 155 ~ 167 kDa, l as 

ba nda s de 155 y 167 eran difusas ~n HM3 y HM1, las de 118 y 

140 kDa eran di f u sas en HK9 crig ~1; Tatla 24). 

i i ) Incuba c ión con 2 ME 

HM1 tuvo ci nco gela ti nasas de 56 ' 80 33 > 41 > 70 kDa, HM3 

tuvo s i et e ge 1 a t i nas as de 5 6 > 8 O > 9 5 = 7 O > 3 3 > 41 i: Da y 

HK 9 tu vo c uatro g e latina sa s de 56 > 80 > 33 > 41 kDa CFig 21; 

Tab 1 a 24) . 

TES !SMBC. 90 

BS

fliguifuro intramoleculares y con EME estos enlaces parecen

*ambiando el peso aparente de Si kDa a 56 küa.romperse, c - _

h. Disolución con pHHB e incubación con pHHB ó DTT

ii incubación con pHfiB

Ef... FDLas tres cepas tuvieron tres f latinasa. cuyo orden de

intensidad fue 55 W BO P 33 küa (Fìg ED: Tabla 23)

iii incubación con DTT

Hfli tuvo seis gelatinasas de E5 3 33 a S0 r 31 1 el = 61 aüa:

HH3 tuvo ocho gelatinasas de 56 > 33 > BO > 109 > B1 312? F

ie? kDa y HK9 tuvo siete gelatinasas de 55 } 33 > 80 > 31 =

el = Si > 109 kDa €Fíg 20; Tabla 23).

i. Disolución con pHHB e incubación con pHHB ó 2HE

ii incubación con QHHB

Las tres- cepas tuvieron tres gelatinasa, cuyo

intensidad

remanentes (tenidas con Azul de Coomassiei

intensidad Sá > 35 a 2? > 90 9 11? a seu 1 155

bandas de 155 y 157 eran difusos en HM3 v HM1.

lau kDa eran difusas en HK9 (Tip 21; Tatla Ea)

ii) incubación con QHE

Hfii tuvo cinco geiatinasas de 55 ` B0 T 33

1.5.
--tuvo siete geiatinasas de 56 > BO > 95 70

LO CúHK9 tuvo cuatro gelatinasas de 55 > 80

Tabla Zài.

TESiSHBC.9ü

fue 56 > 80 3 3? küa y ocho bandas de

orden de

proteinas

con

1157 küa, las

las de li@ _

P 41 } TQ küa, HMS

§ 33 > si küa 3

> ai nos :sig si;

orden de

v
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TABLA 23 

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolytica 
DISUELTOS-INCUBADOS CON pHMB 

VS. DISUELTOS CON pHMB
INCUBADOS CON DTT 

Bandas' 
(k Da ) 
147 
127 
109 

80 
61 
56 
41 
33 
31 

HM1 

313 
0/1 
4/4 
0/1 
312 
0/2 

pHMBb /Con DTP 
HM3 Hl<9 
o/ 1 
0/2 
0/3 
2/2 ~/~ 

1/0 
313 

3/2 

0/1 
3/3 
0/1 
312 
012 

• - , ausente en ambos ca sus; 
O, aL:sente; 1, ':.enue; 2. 
poco intensa; 3, intensa· 
4 1 muy intensa 

bTrofozofto s disueltos con 
pHMB-incubados sin DTT 

~Tcofozo1tos dis0e!tos con 
pHMB-incubados co n DTT 
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TABLA 23

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE
TRÚFÚZÚITÚS DE E. histolytíca
DISUELTÚS-INCUBADOS CON pHHB

VS. DISUELTDS CON pHHB-
INCUBADDS CON DTT

Bandas* C¿n pHflB“fCun DTTf
cküar HH1 F! ff?.-:I HK9

147
127
109
80
S1
5€
41
33
31

3/3
0/1
ú/A
0/1
5/2
Ú/2

Qf1
0/2
0/3
Rfï
1¡O
3/3

3/2

I H-Qfl

-1

--

4-.

l:'|¡f"'I

Úfl
BFÉ
Oil
fiƒf
c 42, J

'-, ausente en ambas casçs;
0. ausente: 1, tenuë: .

Í. 1

poco intensa; d. intensa:
#, muy intensa

°Tr0fGzDítú5 dì§uel†m5 can
pHMB-ìncuhadüs Gin BTT

=Trufü:n1tua dïsveitua con
pHMB*incubadcs con DTT

E9



HMl HM3 HK9 
Disolucion pH pH pH 

fncubacion (45 m) DT DT DT 

HK9 
pH 

pH 

90 

Fig 20 • . Efecto de la disoluci ón de trofozoftos de E. histol y tica en 
presencia de pHMB y posterior incubación del gel en DTT o pHMB, sobre s u 
actividad de gelatinasa. Trofozolt os disuel tos en pHMB 10 mM e incubac i ó~ 

del gel en DTT 2 mM: <Al HM1, <B l HM3 y <Cl HK9. Trofozoitos dis ueltos e 
incubaci ón del gel en presencia de pHMB 10 mM: CA') HM 1, <B'l HM3 y IC' 1 

HK9. Obtención de l as amibas, electro foresi s, lavado, incubación y 
tinción de los geles como en la Fig 12. 
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ABC' AI' B1 C:

Ñ T
HMÍHM5 HK9 HM] HM3 HK9

Disolución P" P" P" P" P" P"
lncuboción(45m) DT DT DT P" P" P"

Fig 20. Efecto de la disclucìcn de trefczcitcs de E. histcƒytƒca en
presencia de pHHB y pcetericr incubaciún del gel en DTT c pHMB, sobre se
actividad de gelatinasa. Trcfczcitcs disueltcs en PHHB iD mfi e incubacicn
del gel en DTT 2 mH: (A1 HHI, ¿BT HHH y TC) HK9. Trcfozcitce disueltcs e
incubación del geì en presencia de pHHB 10 mn: {A”) HH1. (B') HH3 y fifi'
HK9. Ubtención de las amibae, electroforesis. lavadc, incubación y
tinción de los geles ccmc en ¦a Fig 12.

TESlSHBÉ.90
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TABLA 24 

ACT IVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. histolytica 
DISUELTOS-INCUBADOS CON pHMB 

VS. DISUELTOS CON pHMB 
INCUBADOS CON 2ME 

Bandasª Con 2HMBb /Con 2ME° 
CkDa) HM 1 Ht~3 HK9 

95 (' ., 
¡ I .t:.. 

eo 313 '.? /~ 2/? 

70 0/1 o i 
61 0/1 
56 4/4 3/3 .-, /.-, 

,J J ...:: 

41 0/1 (l / 1 r' .1 1 ._, , .J. 

'""> r, ·::i I 0 ':• 1 0 ·:'J I .-, 
.:.•..:J ,_)/.e::.. .:.. ·-' I ·-

':o 1 
~· . 01 O/ 

~ - a.usen te en an1bos ca~::. o 3 
' o, ausen te: 1' tenue; 

,-, 
~' 

poco intensa; 3, inb?Lc;z,, 
a, muy inti::nsa 

bTrofozo~t:.o s di:;ueltos .:;-:i 1 

pHMB- i ncubaclc1s sin 2~E 
cT~ofozoi~os dicuellos con 

pHMB-incubados 2on 2ME 

. 
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TABLA Zâ

ACTIVIDAD DE GÉLATINàSAS DE
TRDFUZDITDS DE E. hístnlytfca
DISUELTÚS-INCUBADÚS CON PHHB

VS. DISUELTQS CDN pHHB-
INCUBADDS CDN ÉHE

Bandas*
(kDa)

Ccn EHMB“fCDn EME"
HHI HH3 HK9

95
80
7U
61
56
àì
'T' 'D,__| .__1

P/3
Q/1

à/Â
O/1
932

r¬ --¬cffl ... _
a ¿ ufü
¡L1 1 ...

Úfl _
3'3 SF?
Úfl GH!
~:|- $11 1:1- J 'o
¡_ 1'- -'J' _

' üf

'-, ausente
U, ausente
pccc intensa; 3. intersez
=1. muy irfitensa

EN

1

--1--1-1-1 -

ambas ca c=
ÉEÑUEI 2,

“Tfcfczcihcs flifueitcs ¬¬-
PHME-incubadcs sin Eflì

=Trcfc:ciïss dif=e1ics cin
pHME¬incubadcs ren ÉHÉ

FI!



HMl HM3 HK9 
Disolucion pH 

Incubacion (45m) ME 

pH 

ME 

pH 

ME 

A' 

HMl HM3 HK9 
pH 

pH 

pH 

pH 

pH 

pH 
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Fig 21. Efecto de la disolución de t rc fozo itos de E. histolytica en 
presencia de pHMB y pos te rior incubación del gel en 2ME o pHMB, sobre su 
actividad de gelatinasa. Trofozo1tos disueltos en pHMB 5 mM .e incubac ión 
del ge\ 1? n 2ME: CAl HM 1, (8) HM3 y (C) HK9. Trofozoit os disuelto s e 
in cubación del gel en pHMB 10 mM: CA' J HM1 , CB') . HM3 y CC' l HK9. 
Obt enci ón de las amibas , electroforesis, lav ado, incubación y tinc ión de 
los geles como en la Fi g 12 . 
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EA B cl A' B' c'

Y
HM1 HM3 HK9 HM1 HM3 HK9

Disolución P" P" P" P" P" PH
In¢uba¢¡øn(45m) ME ME ME P" P" P"

Fig 21. Efectc de la disciucicn de trcfcsciics de E. bisïcƒyiíca en
presencia de PHHB y pcstericr incubacicn del gel en 2ME c pHHE. scbre su
actividad de gelatinasa. Trcfczcitcs disueltcs en pHHB 5 mH e incubación
del gei en 2HE: (A) Hfii, (B) HH3 y (Ci HK9. Trcfcscitcs disueläcs e
incubacicn del gel en PHHB 10 mH: EA'} HH1. (B'1 HH3 y (G'i HKD.
Obtención de las amibas, eiectrcfcresis. lavado, incubación y tinción de
ics geles ccmc en ia Fig 12.

TESlSHBC.9D
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estos experimentos con act1vadores obtuvimos las 

slgLientes conclusione ~: 

1) Las proteasas d~ 56, 80 y 13 '.<Da parecen se1 cistein-

dependientes parc 1 almenle inhibidas, por que se reactivar con 

y 2ME. y º"' kI)a r·- -Jr. 1 c·nntener 

r-JErenr:J·:pnrfS oorqu~ en 

pHMt? se inhiben las prim0r~s Cdis~inuyendc la 

potpnci2 de éstas' y no las segundas <Fig~; 20 y 21'. 

Zl L~s gelatinasas de HM1 son más potentes que las de HM3 j 

t-_~ s t. ~ .. ~; Ei_ :=:, u "J e z s o ; i m á. s 1- c. _ .=..- ,. i t- ~~ s -1 ._. e l a s d e H K 9 .. 

'l En HM3 se reactivan cuatro CP de 109, 127, 147 y 170 kDa, 

J.O 'c>tecta.bles er HMl y HV?. 

,-, . : .. Lisados de E . invadens P~~IP__!_Q_L_ F 

. mos1-1kovskii QC y E. histnlytica-like Laredo 

Ut~'izando getes de sustrato con 1 + . ge,a,:na, con 

- : .-, .,... 6t i C..::.. 
-. l ~ .. 

2.utopr ot1:::c. t ...:.ct pu1 

alquilani.es lJ8 grup.J::. su l f ; h i d r i ' 1.1 r ._ _, c. k ·...i u o d e t -. ' ..;:;. .L.' 

1Q87; N~rth et al., 1990). 

Por 1 o s : e s tJ ~ t a d o s v .:i r,1 s t. .l :: :l CJ s , 1 t~ , : 1 1 e 1 o ..:: 1 i ·3 3 d " .-¡ 

E. invadens PZ e !P101, r.· 
L • 

m ( e f• J ., ve; 1 FlC .! E. h.i'5tolvtic; 

like L.a1,.?dc tarnbJ~.-1 t-ieit•.~n a·-:;+i •':-;-:i.r-~ · · p r o+. e' i 1 i t i e a m -. -l ; •"*d.~ 

por CP, dec id1 caracterizar la actividad proteolftica de 

en geles j 

TESISMBC.90 
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De estes eeperimentee con actiuadcres chtuuìmcs las

siguienLes ccnclusicnee:

1? Las preteasas de 561 Bü y 33 afia parecen ser cisteine

dependientes_parc'aìmenLe inhibìdas, per qee se reactluan een

DTT y ENE. Las bandes de DE 3 “` küa çrdríw mantener

g-7-ia†inasa:= cis†r:=':- ynn cisiein- |fIe1'--'fnf-Ii»=n†e.s ç-.¬.›-:1rc_u~=- en

eeeseneia de- pHME se inhiben ias primeras fdlsmìnuyende la

pe†encia de estas* y nc las segundas iFigs 20 y Eli.

Si Las geiatinasas de HH1 sen mas pciennes que las de HHH ;

estas a su ue; sen mas y;_en†es ¿ue las de HK9.

Ji En HH3 se eeactìsan cuatrc GP de 109, 12?, id? y iïü küa.

wc “etectables er HH1 y HHH.

É. L1sadqs_ de tngfeecitge de E. Invadens Píue iP1ü1L E-

enshkewskƒf fii§_y E. hƒsfnfvtfeejlige Laredc

Utllisandc geles de sue*ratc ccn gelafina. een peptidns

ffnieti es. c ¬¬f ambas. er a!e;nas e- =fle= e T ïchnmcnas

se Hs demesïeadc actiaidad auncpicreclitica .~¬iel;le pci

agentes alquilanies de grupss sulfihinflìn -,aekeucd et al ,

lflflf Nurth et ai., ifiäül.*I

Pcs las Eesuïtades es w¬sï.ains. ie que lc: Íiead s de

E- íflwadens PZ e lpiüi, ¿_ mfrniflesiff Fifi ƒ EL histelvffca

iike Lãìedü también ìieñen afl*1:ifiafi -.*npfcïñfllEfic3 mediada

pee CP. -decidi caracterizar la -actividad prcteclítica de

es*as cepas que creeen a Iemnefafdre ambiente. en geles J»

TEEl5HEE.åü
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sustrato. 

Dis olvi los trofozoitos en RL con o sin pHMB, con 2ME, 

o con la mezcla pHMB / PMSF y a l macené los lisados a -196ºC. 

Hice corridas electroforét icas a 4ºC y 60V y lavé e incubé 

los geles de sustrato com o los de 1 os 1 i sados de E . 

hlsto lytlca. Por otra parte, como la s mu estras con 2 X 1 0~ 

tr ofozoi tos dier on un pat rón electroforéti co a la ve z 

suf ic ientemente intenso y nitido, decidi emplear la misma ca n -

tida d de trofozo it os en todos l os ex pe r ime n tos de es ta etapa. 

a . Disolución con o sin pHMB e incubación sin adiciones 

i ) Di solución sin pHMB 

PZ tuvo ocho gelatinasas con ord en de potenc ia 69 > 48 > 40 > 

8 4 > 3 6 > 32 > 28 kDa CFig 22A; Tabla 25). !P101 tuvo cinc o 

gelatina~as de 70 > 36 > 3 2 > 88 > 6 9 ( F ig 228; Tabla 25 ) . 

F!C tuvo seis gelatinasas de 32 > 76 > 70 > 69 > 40 > 30 kDa 

CFig 22C; Tabla 25>. Laredo tuvo tres gelatinasas de 70 > 40 

> 32 kDa <Fig 22D; Tabla 25>. 

ii ) Disol u ción con pHMB 

PZ tuvo seis gelatinasa s con orden de potencia 69 > 59 > 50 ) 

74 > 76 1 75 kDa C F i g 22A ' ; Tabla 25 ). !P10 1 tuvo sei~~ 

gelatinasas con orde n de pote nc ia 65 > 59 > 40 > 70 > 84 kD a 

C F i g 228' ; Tab 1 a 25) • FIC tu vo sei~ gelatinasas de 76 > 70 ) 

65 > 32 > 59 > 40 kDa <Fig 22C'; Tabla 25). Lare do tuvo tr·es 

gelatinasas de 70 > 43 > 50 kDa <Fig 22D'; T~bla 25). 

TES!Sl1BC.90 

sustratc.

Sc

Discluï lcs trcfcacitcs en RL ccn c sin pHMB, con EME,

c con la mezcla PHMBJPHSF y almacene lcs lisados a -195°C.

Hice ccrfides electrcfcreticas a 4°C y SUV y lave e incube

lcs geles de sustratc como los de lcs lisadcs de

nistcƒytica. Por otra

trcfczcítcs dieron un patrün electrcfcréticc

suficientemente intensc

tidad de trcfczcítcs en

a. Disolución cun 0 sin pHHB e incubación sin adiciones

il Disolución sin QHHB

E.

parte, como las muestras ccn 2 X 105

a la vez

y nítida, decidí emplear la misma can

tcdcs lcs experimentos de esta etapa.

PZ tuve cchc gelatinasas con orden de potencia 69 > 48 > ¿O >

84 > 36 > 32 > 28 kDa (Fig 22A; Tabla 251. IPIO1 tuve cincc

geletinaäaa de 70 > 36 > 32 > 88 > 69 fFig ZEB; Tabla

FIC tuve seis gelatinasas de 32 > 76 > 70 ? 69 3 ¿O > 30

íFig 22€; Tabla 25). Laredo tuvo tres gelatinasas de 70

e 32 kDa (Fig 22D; Tabla 25).

ii) Qigglucjgn ccq_”pflfl§

PZ tuvc seis gelatinasas cen orden de potencia 69 e 59 3

74 > 76 3 175 kDa (Fig 22A'; Tabla 25). IP101 tuve

gelatinaeas con ceden de potencia 65 a 59 1 40 > 70 > 54

¿sig 22a'; Tabla 25>. Fic tuve saiš geiatinasas de 76 w
F.

1

B5 2 32 > 59 > ¿G kDa (Fig 22C'; Tabla E5). Laredc tuve

gelatinasas de 70 e 43 > 50 kDa (Fig 22D'; Tabla 25).

TE5l5HEC.90
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kDa

> ¿O

50'*

eeia

kDa

TU 3

tres
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TABLA 25 

ACT IVIDAD DE GELATI NASAS DE 
TROFOZO ITOS DE E. invadens, E. 

moshko vskii Y E. histolytica -LIKE , 
DISUELTOS- INCUBADOS SIN ADfCJONES VS . 

DISUELTOS CON- INCUB ADOS SIN pHMB 

Ban das" 
PZ :P101 FJC CkDa J 

1 7!:. 
17 1 

~~~~~~~~-

0/1 

102 1/0 
88 
84 3/0 
76 0/1 
74 0./1 
70 
s·;1 1~,13 

65 
59 C/2 
50 0/2 
.~e 3 /o 
43 
40 
36 

310 
2/0 

32 1/0 

0/1 

1 10 
0/1 

2/1 
1 /0 
013 
0/2 

012 
1 ¡' ('i 
1/ 1 

28 .!. /O 
~-"''-"----~-"'-'--'--~~~~··-

113 

2/2 
2/0 
1 ! r; I.:. 

0/1 

1/1 

312 
1/0 

A O , ::.. u s e n t e ; 1 , t e n u e ; 2 , p , · 1 e o 

1/2 

0/1 

012 
1/0 

1/ 0 

intensa; 3, intensa; 4, muy 
inte nsa; -, ause n te e n a mtos c asos 

b Tro fo2ofto s disueltog-incubados s in 
adi ciones 

ºTr6f o zoit os dis ue :~as con- 1 ~cubados 

sin pl~MB 

95 
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ACTIVIDAD DE GELñTINàSñS DE

TABLA 25

TRDFOZDITDS DE E. ƒnvadens, E.
noshkcvskíí Y E. hƒstcƒytƒca-LIKE,

DISUELTGS-iNCUBàDü5 SIN ADlCiUNES VS.
DISUELTÚS CDN-lNCUBñDDS SIN pHHB

4-I--1-1-1-u __: -__ _ _ _ .v _.
! ¡ |Bandas* S1n=j§pnQyjhB°_ _nm- › - - “Í” E É_i_iÍ; _i~›e¿“._1fs±Íi±fïF__ ii-J-I |__|-1-|__| 14- _

175
171
102

BB
Se
76
Tc
70
69
55
59
E0
¿E
42
¿O
35
32
99

Gil

if@

3fÚ
C' J' 1
r"} _.-" 1

.I"'*|~'~'1'-J ,1-

Lu»;__¬:›-2; '.`_5.*1.- f̀-Í.l="Cf-Í'

5?Ú
Efiü
if@
ifü

- --___ -... __ _ ¿

_.

sfi -

lffi _
Úfi -

- 1f3

Éfl Éfl
.i HÚ 2l"fJ'

efe 1.-"_-2
GFÉ Oil

DIE iii
1,9
iii 312

...._

,_

-...

--

-.

-_

.¡r|"-.1I.|

.LI.|l'...

_

--

-

Gil

tj 1"', 2

1/G

1/0
- ' . 1.-i'.U_ ii_:.i___... L.

 .`ï.í_

*D, ausent .
intensa; 3, intensa; c, mui
intensa; -, ausente

“Trcfczcitcs disueì
adiciones

=Tpcfczc1tcs disaeltc
sin pHMB

e' 1, tenue; 2, urci

en ambas caeca
†Es*incnbadcs sin

:s cen - * 'ncubadcs



Disolución 
lncubacioo 45m 

PZ IP FIC Lar 

A' e' o' 

pH pH pH pH 

160 

97 

42 

31 

21 

9 6 

Fi g Z2. Efecto de l a disolución de t rof oz:iít os de E. in vaden s , E. 
mosMo vskii y E. histol y tica-\i ke e n presencia. o no de pHMB y poster'.:·c 
i ncubación del gel sin pHrB, sobre su a s t ivi dad de geletina ~~ . 
Trofozo í t o s disueltos e incuba c ión de l gel e n 21.isenc ia cte pHMB 5 mM: r.\ 

PZ .. IP, ) JP101, ( C) F! C, (D ) Laredo. T; o foz o i to':' d: sue :to s en pHMB 5 mr" ' 
incubación del gel s i n pHMB: ( A') PZ , <B ' ) l PEl1, <C ' l F !C, (D ' ) Lared o. 
Obt enc ión de las ami bas, elec t rof o r es is , l av a do , incubación y tincióG d· 
lo s geles como en l a Fig 1~ . 
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,ABCD

PZ IP FIC Lar
Disolución - - - -

1

A' B' c' D'

P" P" P" P"
Incubucidi145m- - - - - - - -

'ici de E inv-iens E

9€

kDu

-=---160

-%97

-=-42
-f--31
É*

?ig Í2. Efectc de la discluciün de trcfcïïl ¢ - si - ~ _
mcshicuskii y E. hisiclyiica-like en presencia u nc de pHHE y pcstsf-ï

- A - L »-
incubación del ge! sin pHFB, sabre su a tividad ce ge1==§nc
Trdfczcitcs disueltcs e incubación del ¿el en ausencia
PZ. id) IPIOI, (Cl FIT, (Di Laredc. T;«Fs:c
lneuaacisn dai el sia pana; <A'i PE, iB'>E
Ubtencicn de las amiias, electrcfcresis. ìavaìf, ìnüübeüïüfl F flfiëlúl ?
lcs geles ccmc en la Fig 12.

TEÉlÉFBC.9G
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iD'i Laredf
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b. Di so l ución sin p HMB e i n cubaci ó n con o si n pHMB 

1) I nc:ubac i ó n s i n ¡:i HMB 

P Z tuvo o cho ge l a tina s as con or den de pote n cia 69 ) 48 > 40 ' 

8 4 > 36 ) 32 > 28 kD a CFig 23A; Tabla 26 ) . 

ge latlnasas d e 70 ) 36 > 32 > 88 ' 69 CFig Tab 1 a 26). 

Fl: tuvo s eis ge ! ati n asa s de 32 76 > 7 0 > 69 > 40 > 30 kDa 

CF 5 g 23C; Tab l a 2 6 ) . Laredo tuvo tres ge ~a t i na sas de 70 > 40 

:- 3;::: l: Da (F i g 2 3 D; Tabla 26) . 

. . \ 
1 l , I n cubación con pHMB 

PZ tuvo siete gela tinasas de 54 > 65 > Cl > 43 > 80 > 4 5 > 40 

kDa r F ig 23A~; Tabla 26l . IP101 tuv o s e i s gela tinasas ~e 65 

> 88 > 64 > 54 > 43 > 40 kDa CFig ~3B'; Tab la 25>. F!C tuv o 

cu&.t:-o gelatinasa s d e 7L¡ > 6 5 " 40 > 69 !: D:=i. <Fig 23C'; Tabl ;:i. 

26 >. La~edo tuvo dos gelati~asas muy tenue3 de 69 > 48 kDa 

<Fí g 230'; iab l a 26> . 

Tab la 26 

c. Disolución c on 2ME e Incubación sin adicione s 

i ) Diso luc ión sin 2ME 

PZ t u vo o c ho gelat i nasa s con orden de potencia 69 > 48 > 40 

84 36 > 32 > 28 kDa CFig 24A; Tabla 27l. IP101 tuvo ci ne:o 

gelat i na sa s de 70 > 36 > 32 > 88 > 69 CF l g 24B: Tabla 27 ) . 

F I C tu v o seis g~ l a tinasa s de 32 ~ 76 > 70 > 69 > 40 > 30 k Da 

C F i ~ 2 4 C ; Tabla 27). Laredo tuvo tres gela ti nasa s de 70 > 40 

> 32 kDa CFig 24 D; Tabl a 27). 
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h. Disclución sin PHHB e incubacicn con n sin pHHB

li incubacidn sin ÉHME

PE tuvc eche gelatinasas con crdec de potencia 69 E ú8 3 A0 ¬

Hú > 38 * 32 > 28 kba (Fig 23A; Tabla 26). iPiO1 tuvc cinc:

L0 l'~Jgelatinasas de TD 3 35 ` > 98 F B9 tFig ESE; Tabla E5?.

FIC tuve seis geiatinasas de 32 ? 78 b 70 1 59 H 40 > nc ep;

iFig EBC; Tabla 251. Laredo tuvc tres gefatinasas de TO t cu

T 32 küa fF1g ESD: Tabla 26).

iii incubación ccn EHMB

PE tuve siete gelatinases de 5a a 55 > 51 1 43 1 3 anCU ID) -Í-1*CU

eng rFìg 23A'; Tabla EB). lP10i tuve seis gelatinasas de E5

“ Se 3 Ed } 5d 3 c3 § c0 küa iFig 23B'; Tabla E5). FIC tuve

cuatfc gelatinasas de 7c 3 G5 * ¿O § S9 hPa {Fig E3C': Tabla

253. Lanedc tuve dcs gelatinasas muy tenue; de E9 3 de küe

(Fig 23D'; Tabla 26).

Tabla 25

c. Disolución cun 2HE e incubacidn sin adiciones

ii Pisdlucidn sin EME

PE tuvc cchc geiatinasas cen crden de pctencìa 69 é 45 2 cn"

3@ F 32 > 28 kDa CFig 2úA; Tabla 2??. iP101 tuve cinesU3 .D-

geiatinasas de ?O F 38 3 32 > B9 > 69 iFig 2cB: Tabla 2?*.

FIC tuvc seis gelatinasas de 32 1 75 p 79 v 69 1 en 1 3c kn@

iF†g Zefii Tabla 2??. Laredo tuve tres gelatinasas de 70 T df

T 32 hüa (Fig 24D; Tabla 27).

TE5Í5HHC.9D
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TABLA 26 

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. invadens, E. 

moshkovskii Y E. histolytica-LIKE, 
DISUELTOS-INCUBADO S SIN ADICIONES VS. 

DISUELTOS SIN-INCUBADOS CON pHMB 

Banda :;• Si n b /Con EHMBC 
<kDa l PZ IP 101 FI C La. redo 

102 1/0 
88 1/2 
8 4 310 
80 0/3 
74 013 
70 210 210 1/0 
69 4 /0 l/O 2/1 0/1 
65 0/4 012 1/2 
64 0/1 
6 1 013 
54 0 / 4 0/1 
48 312 011 
4:::¡ 0/3 0/1 
40 3/1 0/1 1/2 1/0 
36 210 1/0 
32 1/0 1/0 310 1/0 
28 1/0 1/0 

• o, ausente; 1, tenue¡ ') poco ~, 

inte nsa; ., 
..:i, intensa; 4, muy 

inte n sa; 
' 

ause nte en ambos casos 
b Trofoz o itos disueltos-incubados 
sin pHMB 

e Tr ofozoitos di sueltos sin -
i nc ubados con pHMB 

98 

TE5iSHBC.9D

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE

TABLA 26

TRUFUZDITUS DE E. fnvadens, E.
mflshkavskfí Y E. hfstüƒytíca-LIKE,

DISUELTOS-INCUBADÚS SIN ADICIÚNES VS
DISUELTÚS SIN-INCUBADDS CDN pHHB

Bandas"
_(kDa>

SìT¬='Éf'<Í1;:›†±! si-HMB=:_ E' _: T
PZ iP1Ui FIC Laredc

102
88
Be
B0
7d
70
69
B5
Ed
Si
54
A8
¿É
dC
35
32
EB

D, ausente; ,
intensa; 3. intensa; d, muy
intensa: ~, ausente en ambos cases

“Trcfc2citcs disueltcs-incubadcs
sin pHMB

'Trcfczcitcs disueltcs sin¬

1/0

3/D
O/3

A/O
O/A

O/3
Old
3/E
OKÉ
3/1
E30
if@
1/O

-1 1 _..

132

EJB
ifü
OIE
DI1

Úfl

031
U/1
if@
ifü

-1.

il-ìï

-_

--

:_

UIS
2/D
É/1
1/E

1/2

3/D
1/O

¿_

--

_r

---

1/O
D/1

Ofl

1/O

1/O

tenue; E, pccc

incubadcs con pHMB
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42 
31 

2l 

Disolución 
Incubacion 

99 

A 

PZ lP FIC Lar 

F ig 23. Efecto de l a disoluci ón de trofozoitos de E. invadens, E. 
mo shkovskli y E. his t olytica-llke en au sencia de pHMB y posterior 
incubación del gel en presenc ia o no de pHMB, sobre su acti vidad d ~ 

ge l a t in~sa. Trofato ito s dis ue lt a s e i ncuba c ión de l gel en ause ncia de 
pHMB: CA> PZ, <B> IP101, CCl FIC, CDl Lared o. Tro fo zo1tos disueltos en 
aus enc ia de pHMB e incubación del g ~ ! en pHMB 5 mM: (A' ) PZ, CB ' l 1P1 01, 
CC' l FIC, <D' l Laredo. Obt enc ión de las amibas , el ec troforesis, lavad o , 
I nc ubación y tinción de los gele~ como e n la Fig 12. 
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A B C D Mi
kD<

160-=

97-=

42---'
-4

2]--' E El
PZ IP FIC Lor

Disolución - - - - -- - - -
Incubocioiu - - - - P" P" P” op"

Fig 23. Efecto de la disolución de trofosoitos de E. invadens. E.
moshkovskii y E. histoiyticaslike en ausencia de pHHB y posterior
incubación del gel en presencia o no de pHHB, sobre su actividad cc
gelatinasa. Trofoioitos disueltcs e incubación dei gel en ausencia de
pHNB: (A) PZ, (Bi IP10i, (C) FIC, (DJ Laredo. Trofosoitos disueltcs en
ausencia de pHHE e incubación del gel en pHHB 5 mH¦ [A'i PZ, iB'i IPIDZ.
(C'i FIC, (D'i Laredo. Obtención de las amibas, electroforesis, lavadr,
incubación y tinción de los geles como en la Fig 12.
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TABLA 27 

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE 
TROFOZOITOS DE E. invadens, E. 

moshkovskii Y E. histolytica-LIKE, 
DISUELTOS -I NCUBADOS SIN ADICIONES VS. 

DISUELTOS CON-INCUBADOS SIN 2ME 

Bandasª Sinb/Con 2MP 
Ck Da l PZ I P101 FlC Laredo 
102 1 / .. ) 

' ~ 

88 1 / 0 
84 3/0 
8 0 0/3 0 / 1 
7 0 '2 10 2/2 110 
69 4 /0 1/0 210 
P""" ::J { 0 1 2 0/3 0 / 2 
62 0 1 2 0/1 0 1 1 
55 0 /4 
4 8 3 13 0/2 
40 3/3 110 1/2 
36 210 1 / 2 0 1 3 
32 1 I ; I .L 1 / 2 3 / 2 1/0 
28 1_/ 1 1/2 0 13 

•o, ausente; 1, te n ue; 2, po c o 
inten sa ; 3, intensa; 4, muy 
inten sa ; -, ausente en ambos cas o s 

bTrof oz o ito s disuelto s -incubarlos 
sin adiciones 

cTrofozoi to s disueltos con 
incuba ct os sin 2ME 

100 
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TABLA 27

ACTIVIDAD DE GELATINASAS DE
TRUFDZDITUS DE E. invedens, E.

moshkovskíƒ Y E. hƒstolytíca-LIKE,
DISUELTDS~iNCUBADÚS SIN AD!CIONES VS.

DISUELTÚ5 CDN-INCUBADÚS SIN ZHE

Bandas*
1(kDaJ

5 ì 11'” / CE-E fi 9-IÍEÍ
PZ IP10l FIC Laredo

102
B8
Sá
SO
TD
59
ET
S2
55
¿B
úü
36
32
28 1,1 T if

'D, ausente: i, tenue: 2, poco

IÍÉ

3/U
OÍÉ

ÚÍÚ
ÚHÉ
ÚÍÉ
U/Á
BÍS
3f3
2/Ú
ifl

li@

O/1
2/O
1/O
OMS

I

¡_

0/2

1/2
1/É

¡_

1-

--u

2!2
2/O
O/2
O/1

130
O/3
BIÉ

1"'_¬.-
E' Z-

¿_

1

-1.

if@

on

1x2
:wo

__ ora
intensa; 3, intensa; ú, muy
intensa; -, ausente en ambos casos

sin adiciones

incubados sin 2ME
“Trofc:oitos disueltcs con¬

”Trofo:oitos disueltossincubados

100
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Incubocio'n 

A 

IP FIC Lar 

A' 

ME 

81 C1 o' 

ME ME ME 

101 

97 

42 

YJ 
<E--21 

Fig 24. Efecto de la disolución de trof ozoitos de E. E. invadens, E. 
moshkovskii y E.histo / ytica-like en pre sencia o no de 2ME y posteri or 
! ncubaciQn del gel s~n adiciones, sobr e su actividad de gela tinasa. 
Trcfozoitos disueltos e inccbación del gel en ausencia de 2ME 143 mM: tA: 
PZ, CBl IP101, <Ci FI C, CD> La r ed o. Tr ofozoitos disueltos en presenc ia de 
2ME e incubación del gel si n adiciones: CA') P7 , CB' l IP101, (C'l F '.':. 
([;' l Laredo. Obtenc i ón de la s amibas, e lec t r oforesis, lavado , incubac::-n 

y ti nc ión de los ge les c omo en la Fi g 1:. 
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PI.

_*-_-.

ABC D n'o'c' o'
i DE Do

i-160

f"-F9?

f--42

4 L _ -so
Pz IP nc ur i *'21

Disolución - - - - ME ME ME ME
Incubocio'n - - -- - _ ._ _. ._

' “4 Efecto de la disolución de trofoscitcs de E. E. invadeus, ÉFig ¿ . _
mostkovskii y E.hisiolyiica-like en presencia o no de EME y puster:n
incubación del gel sin adiciones. sobre su actividad de gela*lna:¿1'-1 M I- -I¡

Trciosoitos disueltcs e incubación del gel en ausencia de EME los m.;
PZ (Bi lP10i, (C) FIC, (D) La edo. Troicsoitos disueltcs en presencia1 1 ¡I 'I "¬:"'F

EME e incubación del gel sin adiciones: iA'i P?, (B 1 lP1Di. iC J .
`E'i Laredo. Obtención de las amibas, electroforesis, lavado, inmune":
v tinción de los geles como en la Fig 12.
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i i) Di soluci ó n con 2ME 

PZ tuvo nuev e ge la tinasas con ord en de pot encia de 55 > 80 > 

4R > 40 > 102 ) 67 > 6Z > ~2 > :5 kDa CFig 24A ' ; Tabla 27). 

I P101 t u vo cinco gelatinasa s de 67 > 48 > 36 > 32 > 80 l<Da 

CFig 248 ' ; Tab la 27). FIC tu vo seis gelat i n as as de 36 > 70 > 

t~-, '· 
.l ( ,,.' 32 > 28 l<Da CFig 24C ' ; Tabla 27). La redo tuv o 

gelatinasas de 28 > 40 > 62 kDa <Fig 24D' Tabla 27 ). 

La conclusión general de esta serie de experimento s con 

l as c epas de temperatura am biente es que las c epas son 

diferen tes. Esta conclusión general se debe a las sigui e ntes 

co!'clus iones especiale s : 

1) P Z tiene ma yor actividad proteol i tica q ue IP101 y los 

patrones 'de qmbas c epas son diferentes ( pesos molecul a r es, 

nitidez de las bandas de prote a sas), a pesar de que se afi rma 

que a mb as cepas son de la mis~a especie. 

2) En PZ destaca l a gelatinasa de 69 kDa y en IP101 la de 70 

3) PZ tiene al parecer dos cistein-proteasas de 40 y 48 l<Da e 

I P 1 0 1 tiene dos de 32 y 36 kDa, y a que se inhiben ca n pHMB y 

se reactivan con 2 ME. 

4 ) FIC tiene una sola cistein -p roteasa de 28 kDa Cinihi bible 

con pHMB y reactivada con 2ME ). 

5) Laredo tiene una cistein- p roteasa de 40 kDa, (se inhibe 

TES !SMBC.90 
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ii) Diselueiún een EME

PE tuve nueve geiatinasas een arden de potencia de 55 > 80 L

ee i ee e lea e e* 52 i ie kee ãFìg 2flA'; Teble E7?-=I."1ì"›.J

!Piüi tuve einee gelatinasas de B? } eä J 35 H 32 } BG küa

(Fig 24B*; Tabia 2?). PEC tuve seis gelatinasas de 3€ T TG 3

G7 J 32 W E8 kba (Fìg 24C'; Tabia 27). Laredo tuve tres

gelatinesee de 28 > 40 > 62 küa íFig 2àD'; Tabla 273.

La conclusión general de esta serie de experimentos con

las cepas de temperatura ambiente es que las. cepas son

diferentes. 'Esta eenelusiún general se debe a ias siguientes

eenetesienes especiales:

1) PZ tiene mayor actividad preteelitica que IP1ü1 y les

patrones de ambas cepas son diferentes (pesos meleeulares,

nitidez de las bandas de proteasas), a pesar de que se afirma

que ambas cepas son de la misaa especie.

2) En PZ destaca la gelatinasa de 69 kDa y en IP1Ui la de 70

küa.

33 PE tiene al parecer des eistein-preteasas de ¿O y ¿B kDa e

IP10i tiene des de 32 y 35 kDa, ya que se inhiben een pHHB y

se reaetivan cen 2ME.

4) FIC tiene una sola cistein-preteasa de 28 kDa íinihieible

con pHMB y reaetivada con 2HE).

5) Larede tiene una cistein- proteasa de 40 kDa, ise inhibe

TES!SHBC.90
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con pHMB y es react ivada con 2ME 143 mM) 

6 ) PZ tiene cin co gela t inasas que pod r ían ser no ciste1n

dependientes; dest acan las de 65 y 59 kDa. 

7) I P101 tiene siete gelatina sas qu e po dri a n ser no ci stein

dependie ntes; destaca la de 65 kD a . 

8) FIC tiene cinco gelatinasas que p od rían ser no cistein

depend ientes, destaca la de 64 kDa. 

9) Las proteasas de 84 y 69 kDa de · PZ parecen tener enlaces 

di sulfuro int r am o l eculares ya que al ser t r atadas con 2ME 

cambian su movilidad ele c troforética y por lo tanto sus pesos 

moleculares apa r entes C84 kDa a 80 kDa y de 69 k Da a 67 y 62 

kDa>. 

10) La proteasa de 70 kDa de Lare do pa rece tene r en laces 

disulf u ro int r am oleculares ya que al ser tratad a s con 2ME 

cambian su movi lidad e lectroforética y sus peso molecular 

apar e ntes de 70 kDa a 62 kDa. 
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con pHNB y es reactivada con ZME 143 mfl)

6) PZ tiene cincc geiatinasas que podrian ser nc cistein-

dependientes; destacan las de 65 y 59 kDa.

T) IP101 tiene siete gelatinasas que pcdrian ser nc cistein~

dependientes; destaca la de 65 küs.

Bi FIC tiene cincc gelatinasas que podrian ser nc cistein-

dependientes, destaca la de 64 kDa.

9? Las prcteasas de 84 y 69 kDa de`PZ parecen tener enlaces

dìsulfurc intramcleculares ya que al ser tratadas ccn EME

cambian su mcvilidad electrcfcretica y per lc tante sus pesas

mcleculares aparentes (84 kDa a 80 kDa y de 69 hDa a B7 y 52

kDa}.

10) La proteasa de 70 kDa de Laredc parece tener enlaces

disulfurc intramcìeculares ya que al ser tratadas ccn ENE

cambian su mcvilidad electrcfcretica y sus pese mcìecular

aparentes de 70 kba a B2 kDa.

TE5!EHBC.Qfl
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DISCUSION 

Cuand o deseamos rt?alizar e >: per imentos con 1 as pr o teínas 

amibianas, e ncontramos e 1 ¡:n oblema de la autoprote~lisi s 

inmediata y extensiva en los lisRdos. P.. ·.; i la et al . (1985 : 

encontraron que esta a.utorroteé1 i si~: se i n h i b e . c o ~-; 

b l oque2dores de grupos sulfhidrilo, s e reacti·,•a c o n agente ::: 

re du ctores y se estimula con SDS. 

Por otra parte, recient~mente Can to Ortiz (1990; 

encontró que cuand o los tr ofo2 01 t os de l ~ cepa HK9 de E. 

histoltyica se lisan con SDS, quedan tres bandas principaJ9 s 

.remn.nentes de la autopro teólisis innH:;diata, con pes CJ s 

moleculares de y 64 1<~ 1 a . Tam~ién encontró que l a s 

bandas de 31 y 45 de gE":·latinasa , 

aparentemente so n CP. 

Po r es t os antecedentes nuestro traba jo se enfocó a tre s 

i ) la carac'ter .i zaci ón de J ;.:., a c tivid8.d 

autoproteolítica Pn varias cepas de E. hist o lyti c a y otr a s 

espec ies del género Entamoeha, ii) anál i!O. is de la relación d'e 

la autoproteólisis inmed i ata con la asti ~ idad de CP y ii i ) I~ 

caracterizaGión de las CP más potentes J e E. histolytlca. 

-.A"""'u.._t"""o-"-'-p""'r._o"-'-t""'e"°"o_· """l ""i"""s.._1_· ,,_s ___ i """"n""m'-e_d~i-"a_t~a'--'e-.·=n E. h is to 1 y ti ca 

Efecto de inhibidores y activadores 

Los patrones el ectrc.forét i cos de los lisados amibia n u ; 

TESlSMBC.90 
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Cuando deseamos realizar eiperimentos con las proteinas

amibianas, encontramos el problema de la autoprcteclisis

inmediata y extensiva en lisados. Avila et al. fi985`ki El Uì

encontraron que esta auioproteciisis se inhibe con

bloqueaderes de grupos sulfhidriio, se reactiva con agente:

~.."¦ICJLf]reductores y se estimula con _

Por otra parte, recientemente Canto Ortiz fi99üi

encontrc que cuando los trofoccitos de la cepa HK9 de E.

hfstoffyice se lisan con SDS, quedan tres bandas principales

remanentes -de la autcproieúlìsis inmediata, con pesos

mcleculares de 31, 45 y $4 küa. Tambien encontró que las

bandas de 31 y ¿S kfia tienen actividad de gelatinasa 9

aparentemente son CP.

Por estos antecedentes nuestro trabajo se enfocó a tres

aspectes: ii la caracierìcacìon de la _ actividad

autoproteolitica en varias cepas de E. hfsfciƒtica y otras

especies del genero Entamceha, ii) anaiisis de la relación de

la autoprcteólisis inmediata con la actividad de CP y iiiì la

caracterización de las CP mas potentes de E. hisicƒytíca.

Autogroteúlìsis inmediata en E. hístolytíca

Efecto de inhibidores y activadores

Los patrcnes eiectrcforeticos de lcs lisados amibiana?

TE5lSfiBC.9ü
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(o'.::;t enidos e n regu l ad o r de 1 i ~; i s :-. in i r: r. i b idores. de 

p r .:,i ;._ e a s a s ) de l a s tr t~ s c e p~ s d 12 E. h isto lyt ica u t~l iza das 

f u ero n ~ i rni l ares, co n cinco b an tla s ren:an e r: t es, t r· es d•:? las 

cua le s C30, 33 ;r 4 1 kDa J fu e ron más i nt e n sa s. 

di f~r e nci a de pesos mol ecul are s e n las p r o te ina s remanentes 

co n l o s o b ten i dos p o 1· Canto O r t i z < 1 9 9 O : < 3 1 .• 4'::· y 6 4 kD a ' 

puede d eberse a l a temp e ratura de cor r ida de los ge l es , ya 

que Al la los hiz c a 25ºC y no 2ot ro s a 4ªC; a 4 vc la activi da d 

dE:· ! a CP podr1a determ inar un p1ocesami e n to dif e r ente de 

pro te f~as r emanentes .e n los l i sados. 

Lo~ patrones e l e c t ro fo r {·ti e o s de los l isad os d e 

t ro f 0 zo 1 tos ad icionados con pHM B i'uero n c c•mpl ej os 

=:. j m j l a .r · e s , con más de 30 b :·~ nd as ti::ñid as con Az u l d E: 

Cocim8.s.sl:e. As 1. confirmamos q ue en ·¡a rias cepas de E. 

hi st ol ,v tica de v i ru le nc ia d i ferente la auto p roteó lisi s se 

i nh~ be co n bloqueadores de · grupos s ul fhidr i l o y gene r3 

pro t eí nas r emane nt es similar Es. 

Los patrones de fas lisad os obten i d o s co n 2ME fue ro fl 

semejantes a los obte n idos sin adic ion9s , a un q ue más t enu e~ 

CFigs 3 y 6; Tab la s 7 y 8) . Est a dism i nu c i ón en e l cont e ni do 

de pro t e inas te~ i das c on Az u l de Coomassie puede deber se e'. 

qu~ l a s CP se activan con el 2ME ~ Lehnin ge r , 1980) . Nor ': ~1 

( 1982 ) , dice qiie l as CP se c a ra.e terizan por se r inh ib i da s 

con b 1 o queadore s de grupo s sulfhidri l o , p e r·o sob re t e.id :; 

TES I S~BC.90 

¡|..n 'Í' -l"_,f1

fobtenidos en regulador de lisis sin inhibidores de

proteasasl de las tres cepas de E. hƒstoiytfca utilizadas

fueron similares, con cinco bandas remanentes, *res de las

cuales ( al fueron más intensas. Esta¡JJ -C3 tú ¡JJ '*< IL* I-fl I' 'TJ

diferencia de pesos moleculares en las proteinas remanentes

con los obtenidos por Canto Úrtiz {1990f (31, a5 y Se küs*

puede deberse a la temperatura de corrida de los geles, ya

'U-Ique ella los hizo a 25°C y nosotros a 4*C a &°C la actividad

de la CP podria determinar un procesamiento diferente de las

proteinas remanentes.en los lisados.

Los patrones electrofoieticos de ios lisados de

trofozoitos adicionados con pHMB foeron complejos p

similares, con más de BG bandas teäidas con Azul de

Coomassie. asi confirmamos que en varias cepas de E.

hísioiyrioa de virulencia diferente la autoproteolisis se

inhibe con bloqueadores de- grupos sulfhidrilo y genera

proteínas remanentes similares.

Los patrones de los lisados obtenìios con EME fueron

semejantes a los obtenidos sin adiciones, aunque mas tenuei

(Figs 3 y S; Tabias 7 y B). Esta disminución en el contenido'Ir-

de proteinas tefiidas con Azul de Coomassie puede deberse e

que las CP se activan con el 2HE'ìLehninger, 19801. North

dice que las CP se caracterizan por ser inhibidas|›-=- LÍJ CD Í*-J

con bloqueadores de grupos sulfhidrilo, pero sobre tod:

--1:-11 f.'|"I U1HBC.S0
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pGrque se reactivan con agentes reductores como el 2ME y ~l 

DTT. Avi la (1982) sugiere que los grupos -SH del sitio 

activo de las CP pudieran estar bloqueados por metales 

pesados presentes co mo impurezas en el medi o , los cuales 

podrian se r· de s p l a za do s por· compuestc!S ricos en grupos 

sul fhidd lo l ibr·es. 

Cuando adicionamos PMSF, obtuvimos patrones similares en 

los !isado s de l 8. s t r· es e; epas·, con dos bandas remanentes 

principales de 33 y 41 kDa. Este patrón electroforético, 

di L"rente a 1 obtenido sin adiciones y can 2ME, podr· 1a. ser· 

debido a que el PMSF inhibe la actividad proteolftica en un 

1S-:3S% (/'v1i la et al. , 1985; C,::into !Jrtiz ig•:;_¡Q) . 

Con estos resultados confir mamos que la autoproteólis is 

que oc4rre en los lisad os de trafozoftos amibianos obtenidas 

con SDS al 2% es inmediata y extensiva, si mi lar en las tres 

cep3s anal izad::;.s y debtda principalmente a actividad 

proteolitica cisteln-dependiente ya que se inhibe con pHMB y 

aumen ta C'.Jn 2ME 5 

Efecto de la temperatura de almacenamiento y de la ebullici ón 

Los lisados frescos no hervidos de las tres cepas de E. 

hi ~to!ytica q~e pr imer o fuer on al macenados a -20º C y - 196ºC 

t u~ ieron un patrón similar, con cuatro bandas remanentes 

TESlS~BC.90 

10€

porque se reactiven con agentes reductores como el EME y el

DTT. avila {19B2l sugiere que los grupos -SH del sitio

activo de las CP pudieran estar bloqueados por metaies

pesados presentes como impurezas en el medio, los cuales

podrian ser desplazados por compuestos ricos en grupos

sulfhidrilo libres.

Cuando adicionamos PMSF. obtuvimos patrones similares en

los lisados de las tres cepasc con dos bandas remanentes

principales de 33 y 41 kDa. Este patron electroforetico.

diferente al obtenido sin adiciones y con EME, podria ser

debido a que el PMSF inhibe la actividad proteolitica en un

15-35% ¿avila et ali, 1985; Canto Ortiz ieãül.

Gon estos resultados confirmamos que la autoprotedlisis

que ocurre en los lisados de trofozoitos amibianos obtenidos

con SDS al 2% es inmediata y extensiva, similar en las tres

cepas analizadas y debida principalmente a actividad

proteolitica cïstein-dependiente ya que se inhibe con pHMB y

aumenta con EME.

Efecto de la temperatura de almacenamiento y de la ebullicisn

Los lisados frescos no hervidos de las tres cepas de E.

histofytica qde primero fueron almacenados a -20°C y -19E°C

tuuieron un patrón similar? con cuatro bandas remanentes
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entre las que déstacó la de 113 kDa. Sin embargo , cuando los 

mismo s lisados fueron almacenad o s y luego hervidos, ob tuvim o s 

c incc bandas remanentes de pesos moleculares más bajos <25, 

30, 33, 41 y 56 kDa; Figs 3, 4 y 6). Estos resultados pueden 

e xpl icarse con dos modelos alternativos ya sugeridos ~cr 

Canto Ortiz (1990) para la cepa HK9; i) Modelo 1: la proteí na 

de 113 kDa ~s ollgomérica y a l calentarla se disocia en las 

subunidades corres~ondientes de 30, 33 y 56 kDa, o bien, i j · 

Modelo 2: las proteínas de 56, 41, 33, 30 y 25 kDa result2n 

de proteólisis controlada de la de 113 kDa. 

Algo similar reportan Lushbaugh et al. ( 1985) ' quienes 

de lisados de E. histolytica purificaron una CP de 16 kDa, 

además de otras dos de 33 y 48 kDa que se encontraban e n 

menor proporción. Su g i ·r i e r d n que la de 16 kDa pod r í a 

resultar de la disociación de dí meros C3 3 kDa > o t rlm e r os C48 

kDa) unidos por puentes disulfuro. 

Cuando los lisados de las tres cepas se obtuvieron en 

presencia de pHMB, luego fueron almacenad os a -20ºC p o r 

varios dia.s sin hervir y f L :almente se ana l izaro n en SD S-

PAGE, dieron un patrón simple con pocas bandas reman e n t es , de 

2 c:: 
'""'' 30, 33 y 56 kDa <Fig 4¡ Tabla 8). Es te t:~fecto poc1 r ~ a 

deberse a que el pHMB no inhibe tota lmente la autopioteól is:s 

y p o r lo tanto para log rar la inhib ición completa d e t e n 

también hervirs~ las muestras antes d e almacena rl a s . Por 
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entre las que destaco la de 113 kDa. Ein embargo, cuando loq

mismos lisados fueron almacenados y luego hervidos, obtuvimos

cinco bandas remanentes de pesos moleculares más bajos (F5,

30, 33, 41 y 56 kDa; Figs 3, 4 y 6). Estos resultados pueden

explicarse con dos modelos alternativos ya sugeridos par

Canto Ortiz (1990) para la cepa HK9; il Modelo 1: la proteina

de 113 küa es oligomerioa y al calentarla se disocia en las

subunidades correspondientes de 30, 33 y 56 kDa, o bien, 1

de proteólisis controlada de la de 113 kDa.

Algo similar reportan Lushbaugh et al. (1985), quiene

É ade lisados de E. hƒstolytica purificaron una CP de 18 l

ademas de otras dos de 33 y à8 kDa que se encontraban en

Modelo 2: ias proteinas de 56, 41, 33, 30 y 25 kDa resultan

F!

4-I.

menor proporcion. Sugirieron que la de 16 küa podria

resultar de la disociación de dimeros (33 kDal o trimeros f4S

küaì unidos por puentes disuifuro.

Cuando

presencia de

varios dias

PAGE, dieron

25, 30, 33 y 55 kDa (F1g A; Tabla 8). Este efecto podi-

deberse a que el pHMB no inhibe totalmente la autoproteolisl

y por lo tanto para lograr la inhibición completa data

también hervirse las muestras antes de almacenarlas. fc

TE5ISHBC.Q0

los lisados de las tres cepas se obtuvieron en

PHMB, luego' fueron almacenados a -20"C por

sin hervir y finalmente se analizaron en SUE'

un patrón simple con pocas bandas remanentes, de

E1

¬
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at.ro 1 a.do, de almacenamiento <- 20DC ) 

seguramente no evita que ha.ya procesamiento de las p r otefna s . 

Con estos datos confirmamos lo que ya habian descrito Av l l a 

(1982) y Canto Ortiz <1990), quiene$ encontraro n que ~ s 

n e cesario hervir los lisadcs inmediatamen t e de s pués de a~a di ~ 

el regulador de lisis con pHMB para inhibir total ~ 

irreverslbl~mente l a autoproteó l isis inrnediat~ . 

De estos :resultados conc·luimos q ue la. temp ina. tu 1' í:1. 

de a lmacenamiento de lo s lis ~d os con y sin 

inh1b1dores es de -196ºC, ya que la autopr o teóllsls sig u ~ 

ocur r iendo a -20 ºC. También podemos decir que la eb u lli ción 

p ro voca la disociación d e la principal pro tein a cie 

oligornérica de 113 kDa, qu e se disoci a &n otra s t r ~ s 

p r· o te 1 r\ª s de meno r pe s o m o 1 e e u 1 a r • 

Autoprpteól ifds Jnmediata en ermeolaa no - hl s t ÓJyt i oa 

Efecto de la temperatura de alma cenamlenlo y la ebullición 

1 . E. lnvsdens PZ e IP101 

Los patrones electro fo r éti c os de los l isados a mibian os de E. 

invsdens PZ e 1P101 sin ad ic io ne s y al macenad os a - 196 ': , 

fueron similares. Entr e las b a nd as prin~ipales rem~n e nte e de 

ambas cepas dest acar·on 1 a dé< 99 kDa y otras do s mer: c!s 

intensas, de 90 y 121 kDa. 
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otro lado, la temperatura de almacenamiento i-20°C)

seguramente no evita que haya procesamiento de las proteinas.

Con estos datos confirmamos lo que ya habían descrito Avila

(1982) y Canto Ortiz (1990), quienes encontraron que es

necesario hervir los lisados inmediatamente despues de añadir

el regulador de lisis con pHHB para inhibir total e

irreversiblemente la autoprotediisis inmediata.

De estos resultados conciuimos que la temperatura

apropiada de almacenamiento de los lisados con y sin

inhibidores es de -i96'C, ya que la autoproteálisis signs

ocurriendo, a -2ü'C. Tambien podemos decir que la ebullioion

provoca la disociación de la principal proteina de

oiigomerica de 113 küa, que se disocia en otras tres

proteinas de menor peso molecular.

¿gtggrgggegiggg imgggigtg el ggmegigfi me-nrfiràfyires
Efecto de la temperatura de almacenamiento y la ebullición

1. E. Invadens PZ e lP101

Los patrones eleotroforetioos de los lisados amibianos de E.

ƒnvadens PZ e lP101 sin adiciones y almacenados a ~196'Ú.

fueron similares. Entre las bandas principales remanentes de

ambas cepas destacaron la de 99 hüa y otras dos menos

intensas, de 90 y 121 kba. 1

TEÉl5HBC.9Ú
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La banda de 99 kDa d e PZ fue más intensa q ue la de 

I P 101 , pero cuan do se hirviero n l os li sad o s IP101) 

quedó s ó lo u na b a n da re ma n e nte d e 37 k Da CFig 8; Tabla~: 10 y 

11 ) . Es to s re sult ado s podría n ex p lic3 r se s I l a pro teí na de 

99 kDa fuese o lig américa y al ca lentarl a se d isocia r a e n 

su b unidades de 37 kDa, 

proteólisis. 

o bien .• que es ta s resu l ~aran d~ la 

Cuand o alma c enamos a -20ºC los l isados n o her v idos, 

obt u vimos patrones de protefnas s imilares para PZ e IP1 01 ; PZ 

tuvo cuatro proteínas remane n tes, destacando las de 121 kDa 

( mu y tenue en IP1 0 1) y 99 kDa. Cuando h er vimos los lisados 

de ambas cepas, prevaleci ó la banda de 121 kDa, desapa reci.5 

la d e 99 J.:Da, ap a reci ó una de 90 kDa y aumenta ron de 

i n tensid¡:id las dos de bajo peso mo lecula r, de 22 y 2 :1 kD a , 

qui ;:'. á.s f'O r desagregación de l a s mo ! ée: ula s d e mayor· pes e 

mo l .:::cula.r (121 y 99 kDa) para g e rH:· r· a r· las de men o r pes o 

molecular (22 y 2 3 kDa ( Fig 9; Ta b las 10 y 11 ) 

Las bandas de men or peso mol e cular en li sados 

almacenados a -20ºC podrian ser prod u ct o s de la 

a uto proteólisis de las de mayor peso mo lecu lar, c o mo repor tan 

McKerrow et al. (1985), q u ienes vieron en S. mansoni un a 

pro t easa de 17 kDa que al parecer e s product~ de l ,). 

autcproteó(isis de otra de 30 J.:Da. 
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La banda de 99 kDa de PZ fue mas intensa que la de

lPiU1, pero cuando se hirvieron los lisados (PE e 1P101ì

quedo solo una banda remanente de 3? kDa fFig 9: fablae 19 p

ii). Estos resultados podrian explicarse si la proteina de

99 küa fuese oligomerica y al calentarla se disociara en

subunidades de 37 kDa, o bien, que estas resultaran de la

protedlisis.

Cuando almacenamos a -20°C 'los lisados no hervidos,

obtuvimos patrones de proteinas similares para PZ e lP1üi; PE

tuvo cuatro proteinas remanentes, destacando las de 121 kDa

(muy tenue en IP191} y 99 kDa. Cuando hervimos los lisados

de ambas cepas, prevaleció la banda de 121 kDa, desaparecìs

la de 99 kDa, aparecio una de 90 küa y aumentaron de

intensidad las dos de bajo peso molecular, de 22 y 23 kDa,

quisas por desagregacidn de las moleculas de mayor pesc

molecular (121 y 99 kDa) para generar las de menor peso

moÍecular (22 y E3 kDa (F1g Q; Tablas 19 y 11)f

Las bandas de menor peso molecular en lisados

almacenados a -20*C podrian ser productos de la

autoproteolisis de las de mayor peso molecular, como reportan

HcKerrow et al. (1985), quienes vieron en 5. mansoni una

proteasa de 17 kDa que al parecer es producto de la

autoproteúlisis de otra de 30 kDa.

TE5l5HBC.90
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2. E. moshkovskli y E. histolytlca-like Laredo 

Los patrones electroforéticos de los lisados de FIC y Laredo 

almacenados a -19G~c tuvieron una banda principa l de 90 kDa. 

Sin embargo, las demás bandas remanentes más tenu es 

difirieron en ambas cepas. 

Cuand o los lisados de FIC y Lare do se hirvieron, sólo 

quedaron dos bandas remanentes nltidas e intensas de 33 y 37 

kDa, las cuales podrian haber resultado de la disociación por 

calentamiento de la de 90 kDa (Fig 8 ) . Estos resultado s 

podrían expl i carse co mo los de E. histolytica y E. invadens, 

con los modelos a! te:rn.:!.t i vos 1 y ,-, .,;:_, de disociac ión 

pr o teólisis; si la proteina de 90 kDa fuese oligomér ica y al 

calentarla s e disociar·a en s ubunidades de 33 y ;37 kDa, '-' 

éstas últimas fue r an~! pro d ucto de la proteólisis de 

pr o te fna s de mayor peso mole cu lar. 

Los lisados de FIC almacenados a -20ºC y l uego hervidos 

o no, tuvieron una banda principal de 99 kD a que sólo 

disminuyó en intensidad con la ebullición. 

De este grup o de experimentos concluimos que los lisados 

frescos de l as cuatro cepas de temperatura ambiente tu vieron 

una proteina rem :=.ü1ente prin c ipal de 90 kDa, que con la 

ebullición c a mbió a otra de 37 kDa. Esta similitud en las 

prote 1nas rem a nentes principale s de PZ, !P101, FIC y Lue do, 

podrfa ser otro aspecto común qu e compart e n ~- invadens, E. 
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2. E. moshkovskƒí y E. hístoƒytƒca-like Laredo

Los patrones eleotroforeticos de los lisados de FIC y Laredo

almacenados a -199°C tuvieron una banda principal de 90 kDa.

Sin embargo, las demas bandas remanentes más tenues

difìrieron en ambas cepas.

Cuando los lisados de FIC y Laredo se hirvieron, solo

quedaron dos bandas remanentes nitidas e intensas de 33 y 3?

xüa, las cuales podrian haber resultado de la disociacion por

calentamiento de la de 90 küa (Fig Sl. Estos resultados

podrian explicarse como los de E. histolytica y E. invadens,

con los modelos alternativos 1 y 2, de disociación 3

protedlisis; si la proteina de 99 kDa fuese oligomerìca y al

calentarla se disociara en subunidades de 33 y 3? küa, o

bien, éstas últimas fueran el producto de la proteolisis de

proteinas de mayor peso molecular.

Los lisados de FIC almacenados a -20'C y luego hervidos

o no, tuvieron una banda principal de 99 küa que solo

disminuyó en intensidad con la ebullicidn.

De este grupo de experimentos concluimos que los lisados

frescos de las cuatro cepas de temperatura ambiente tuvieron

una proteina remanente principal de 90 kDa, que con la

eoullicidn cambio a otra de 3? kDa. Esta similitud en las

proteinas remanentes principales de PZ, lP10i, FIC y Laredo.

podria ser otro aspecto común que comparten E. invadeos, E.
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mosh k a vskii y E. h i sto l yti c a- l ike Lar e do, además de l a 

hom o l og 1a en sus secue n c i as d e DNA CPZ-F I C 38%; IP 101-La red o 

38% ; !P101- FIC 47%; PZ - Laredo 49% ; Lare do -F!C 69% ) , r ep o r ta da 

po r López - Revil la y Gómez - Dom i ngu~z ( 19 78 ; 1988> . 

Lo s patrone s pr o te in icos de Jos lis a do s d e l as c ua t ro 

cepas de tempe r atura ambie 11te d ura nt e el a l mac en amie n to s e 

c o n s ervan mejor a -196ºC que a -?OºC CFigs 8 y 9 > .. 

Los patrones electroforéticos de l i sados f r esc o s d e 

tr of ozo t tos de E. invadens PZ e IP101 y E. moshkovskii F IC 

ad ic ionad o s con pHMB fueron comp le jos, c o n más d e 30 banda s 

t e ~ i das con Az u l de Coomassi e CFig 10). Cuando adici o nam o~ 

2 ME a Jos lisados frescos de PZ obtuvimos u n patrón co n d os 

bandas principa l es de 90 y 127 kDa; sin embargo, 

las muestras ap~ r ecier a n dos ba n das in t ens a s de 60 y 37 kD a; 

e n !isados fresc c1 s de IP101 adi c ionado s con 2ME obtuvim o s un a 

ba n da principal de 90 kDa, pero al hervi r las muest r a s 

ob tu v i mos una banda principal difusa de 55 kDa: 

Las bandas de 60 ~ 37 kDa de PZ p o dr f an se r e l res u lt adu 

de la disociación por calentamiento de la prote1nas de 90 y 

127 kDa <Fig 11 l . Estos result a dos pued e n expl icarse en PZ , 

con los modelos 1 y 2 de diso c i ac ión y p r oteólisis; si las 

proteínas de 90 y 127 fuesen oligofié r icas y al ca l entarlas s G 

disoc i aran en subunidades de 60 y 37 kDa, o bien fue r a~ 

re s u l tddo de la p r oteólisfs d e las pr o teí nas de mayor pe s o 
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moshkovskfi y E. his†olytíca~like Laredo, ademas de la

homoïogia en sus secuencias de DNA (PZ-PFC 38%; lPi01-Laredo

38%: lP1C1“FlC å?%; PZ-Laredo d9%: Laredo-FlC B9%l, reportada

por Lopes-Revilla y Gómes-Dominguez i19?2 p 1939).

Los patrones proteinicos de los lisados de las cuatro

cepas de temperatura ambiente durante el almacenamiento se

conservan mejor a -i96°C que a -2U“C (Figs 8 y 91.

Los patrones electroforeticos de lisados frescos de

trofosoitos de E. ƒnvadens PE e lP10l y E. soshkovskii FIC

adicionados con pHMB fueron complejos, con mas de 39 bandas

teñidas con Azul de Coomassie fFig 10). Cuando adicionamos

EME a los lisados frescos de PE obtuvimos un patrón con dos

bandas principales de 90 y 12? sDa; sin embargo, al hervir

las muestras aparecieron dos bandas intensas de B0 y 3? kDa;

en lisados frescos de lP101 adioionados con EME obtuvimos una

banda principal de 90 kDa, pero al hervir las muestras

obtuvimos una banda principal difusa de 55 kDa;

Las bandas de 60 y 37 küa de PZ podrian ser el resultado

de la disociación por calentamiento de la proteinas de 90 y

127 kDa (F1g ill. Estos resultados pueden explicarse en PZ,

con los modelos 1 y 2 de disociación y proteóllsis; si las

proteinas de 90 y 127 fuesen oligoñericas y al calentarlas se

disociaran en subunidades de 60 y 37 kDa, o bien fuera:

resultado de la proteólisfs de las proteinas de mayor peso
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mo l e c ular. Lo mismo podria ocurrir en JP101 co n las 

pr oteínas de 90 kDa y 55 kDa. 

Hernández et al. (1 989 ) 0n c ontra ro n que gr a n par t e de 

l o s ant1g e nos de s uperficie d e Leishmania mexi c ana y L. maj o r 

varfen el some te1· se a condici on es reduc t o : &s. En estas 

cond ic ion es L. mexicana tiene t res prot e inas d e 65 CGP65 l , SC 

CGP 5 0 ) y 27 kDa; pero en c ondici on es n o r e ductora s se 

e ncu ent r a una glucoprote1na de 59 kD a <GPS9> en luga r de l a 

GP65 y otra de 48 kDa <GP48) en lugar de GPSO. En . L. 

t ambi én vieron un cambio en una banda de 63 a 51 kDa. Al go 

semejante podría estar ocurriend0 en PZ con la ba n da de 33 

kDa obtenida sin reduci r y la de 60 kDa feducida. 

En lisados frescos de FIC obteni d o s en p r ese ncia d e 2ME 

obtuvimos dos bandas principales de 71 y 81 kD a . Sin 

em ba rg o , c uando her v imos, vimos d os pr ot e i nas d e 7 1 y 37 kDa. 

Es to podrla e xpl i carse si Ja prote1n a de 8 2 kDa tu vie se 

e nl a c e s i nt r amol~ c ula r es que se rompie r an c on ~ME , c ambi a ndo 

e l peso aparente de 81 a 37 kDa. 

Las proteí nas de lisados de FIC obtenido s s in adi ci o nes 

y sin her v ir C71, 82 y 90 .k Dal c asi no difi r ieron de las 

obtenidas con 2ME (71 y 82 kDa); si n emb a rgo, las de li s ados 

-
si n adiciones ~ hervidos si fueron dife~entes (33 y · 37 kD a> 

de las obtenidas con 2ME <71 y 37 kDal <Figs 8 y 11). Esta 

diferencia de migración entre las prote1nas ob t enidas en F'C 
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molecular. Lo mismo podria ocurrir en IPiÚi con las

proteinas de 90 kDa y 55 kDa.

Hernández et al. (1989) encontraron que gran parte de

los antígenos de superficie de Leìshmenia mexicana y L. major

varian el someterse e condiciones reducto as. En estas

condiciones L. mexicana tiene tres proteinas de 65 (GP55), SC

(GP50) y 2? küa; pero en ccndiciones no reductores se

encuentra una glucoproteina de 59 küa (GP59) en lugar de la

GP85 y otra de ú8 kba (GPàB) en lugar de GPSO. En- L. majo;

también vieron un cambio en una banda de 63 a 51 kDa. Algn

semejante podria estar ocurriendo en PZ con la banda de 33

kDa obtenida sin reducir y la de G0 kDa reducida.

En lisados frescos de FIC obtenidos en presencia de EME

obtuvimos dos bandas principales de 71 y 81 kDa. Sin

embargo, cuando hervimos, vimos dos proteinas de 71 y 3? kba.

Esto podria explicarse si la proteina de 82 kDa tuviese

enlaces intramoleoulares que se rompieran con ÉHE, cambiando

el peso aparente de 81 a 37 kDa.

Las proteinas de lisados de FIC obtenidos sin adiciones

y sin hervir (71, 82 y 90 kDaJ casi no difirieron de las

obtenidas con ZHE (71 y 82 kDa); sin embargo, las de lisados

sin adiciones y hervidos si fueron diferentes (33 y 37 kDa)

de las obtenidas con ZHE (T1 y 3? küa) (Figs 8 y ii). Esta

diferencia de migración entre las proteinas obtenidas en FTC
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sin a dic iones y herv i das C3 3 y 3 7 kDa) o con 2ME y herv i da s 

( 3 7 y 7 1 kDa) podria se r debi d a a J a r e d u cc ión d e ! os pu e nt es 

dis ul f ur o de dic ha s proteínas y a q ue e l po l ipéplido ele -, ' 1 -~ 

kDa f u 0s e una _s 1 ucop rot eina, c omo s u giere Po d ul so C19 81 l . 

Este a ut or encuen t r a q u e l as gluc ci prote :. nas f e t u i na y a v i d i n2 

•.? n con el í e iones re ductoras, ti e nen un peso molecul ,"l r 

apare n temente ma yo r, pero en con d ic io nes no re d u ctor as migra n 

más, de bido pr ob ablemente a la ruptura de pue ntes dis ulfuro 

inter mnl eculares e n las subunidades. 

De esta seri e de experimentos con 2 ME concl uimo s que e n 

las cepas de temper a tura amb ien te también o cur re l a 

aut opr oteólisis i nmediata y exte nsi va, mediada en su ma yor 

pa r te por CP, y a q ue se i nh ~b e con b loqueadores de grup o 

s ulfhidr)lo y se reactiva co n agentes reducto r e s com o 1 D 

de s cribier on Avi la et al. <1985) para l a c epa PZ. 

Gel a tinasas de E. histolytica 

En los li s ad os a mi bianos si n a di c ion e s obt e ni dos de last r e~ 

cepas d e E. hi stol y tica, detectam os c uatr o gelatinasa s 

pr i nc ipa le s de 4 1 , 31, 80 y 2 7 \:Da, la ú lt im a d e l as cu2l e s 

estaba ausente e n HM3 CF i g 13 ¡ Tabla 18 ) : estas gela t l na sa s 

eran además term ol ábil8s ya que c uando hervimos las muest r ~ s 

a ntes de somete r las a e lect rof o resis no vimos ninguna ba nda 

c l a r a. Esta termo l abi lidad se h a encontra do también p ar a l ¡:, 
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sin adiciones y hervidas (33 y 37 kDaì o con EME y hervidas

{2† y T1 kDa) podria ser debida e la reducción de 'oe puentes

disclfuro de dichas proteinas 5 s que ei polipeptido de T1

U ek " fuese una glucoproteina. como sugiere Podulsc (19811.

'T1 UI _,.H-IIIE: Í
-vb- _ auior encuentra que las giuccproteinas fetcina y avidine

en condiciones reductores, tienen un peso molecular

aparentemente mayor, pero en condiciones no reductores migran

más, debido probablemente a la ruptura de puentes disulfuro

intermoleculares en las subunidades.

De esta serie de experimentos con 2HE concluimos que en

ias cepas de temperatura ambiente también ocurre la

autoproteolisis inmediata y extensiva, mediada en su mayor

por CP, ya que se inhibe con bloqueadores de grupon il" à m

sulfhidrjlo y se reactiva con agentes reductores como lo

describieron Avila et ai. (19851 para la cepa PZ.

Gelatinasas de E. histolytíca

En los lisados amibiancs sin adiciones obtenidos de las tres

cepas de E. hƒstoƒytica, detectamos cuatro gelatinasas

principales de 41, 31, 80 y 2? küa, la última de las cuales

estaba ausente en HH3 (Fig 13; Tabla iB}: estas gelatinasas

eran ademàs termoläbiles ya que cuando hervimos las 'muestr s

antes de someterlas a electroforesis no vimos ninguna banda

cìsra. Esta termolabilidad se ha encontrado también para ls
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casel nasa de Na ka mura y Edw ards (1959), as1 como par·s. l 2 

proteasa q ue hidr ol iza a z ure de Avila et al. (1985). 

En lo s mismos lisad os adicionados e incubados con pHMB, 

observamos tre s gelatinasas principales de 56, 80 y 33 kDa en 

las cepas HM l / HM3; en HKQ só lo fue v1 sible la de 56 kDa 

(F'i g 13; Tabla 18) porque la s gelatinasas de 80 y 33 kDa, no 

son ~an po tentes en esta c epa y en 45 min d e incubación no se 

alcanza a detectar su actividad. Cuando se incubaron l os 

gele s de HK9 por 6 0 min si se vi eron las bandas de 30 y 80 

La dife re ncia en Ja actividad obsei~ada en las 

gelatinasas de las cepas HK9, HM1 y HM3 cóncuerda con e l 

hallazgo previo de que la actividad de enzimas proteol i ti cas 

es mayor en cepa s v irulentas que en las avirulentas ( McGolr1sn 

et al. , 1982, Gadasi y Kobiler, 1983; Keene et al., 1986 ) . 

Pérez--Montf or t et al. (j987) encontrar on que , en 

ausencia de inhibidores de p~oteasas y de age nt es red ucto res, 

!as gelRtinas as tienen pesos moleculares d e 56 i 40 y 27 kDa~ 

s i n e 1n b a r· g o ; que al adicionar inhi bidores de CP ~ 

lo s l is ado s sólo o bserva r on una banda de 70 kDa. 

Estos datos son contrarios a los obtenidos por nos otros. 

Cuando obtuvimos los lisados en ausencia de pHMB no 

detec tamos la b a nda de 56 kDa, ~unque si obser vamos las de 

a lto peso molecu l ar C95, 86 y 80 kDa) descritas por Keene Et 

( .19 .96 ) • Por otr·o lado, c u ando disolvimos los t r-ofozoitos 
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caseinasa de Nakamura p Edwards (19593, asi como para la

proteasa que hidroliza asure de Avila et al. (1985).

En los mismos lisados adicionados e incubados con pHHE.

observamos tres gelatinasas principales de 58, SO y 33 kDa en

las cepas HHi 3 HH3; en HH9 sdlo fue visible la de 55 abs

iFig 13: Tabla iãl porque las gelatinasas de BG 3 33 küa, no

son tan potentes en esta cepa y en d5 min de incubación no se

alcanza a detectar su actividad. Cuando se incubaron los

geles de HK9 por EG min si se vieron las bandas de 30 y Si

küa. La diferencia en la actividad observada en las

gelatìnasas de las cepas HK9, HHI y HM3 concuerda con el

hallazgo previo de que la actividad de enzimas proteoliticas

es mayor en cepas virulentas que en las avirulentas (HcGoean

et al., 1982, Gadasi y Kobiler, 1983; Keane et al., 1986).

Perez~Montfort et al. (1987) encontraron que, en

ausencia de inhibidores de pnoteasas y de agentes reductores,

las gelstinasas tienen pesos moleculares de 55, aü y É? kba.

Afirman, sin embargo; que al adicionar inhibidores de CP›a

los lisados sólo observaron una banda de TÚ küa.

Estos datos son contrarios a los obtenidos por nosotros.

Cuando obtuvimos los lisados en ausencia de pHHB no

detectamos la banda de 56 kDa, aunque si observamos las de

alto peso molecular (95, BG y BO kDa) descritas por Keane et

al. (1985). Por otro lado, cuando disolvimos los trofosoitcs
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de l as t res cepas e incubamos los geles en presencia de pHMB, 

obtuvimos un patrón caracterfstico con tres bandas de 56, 80 

y 33 kDa (en HK9 no son cl aras las de 80 y 33 kDal <Fig 13; 

Tab la 18). Cuando sólo llsam o3 las amibas con pHMB e 

incubamos sin este ihibidor, la ba nda de 56 k Da permane c i ó , 

además de otras gelatinasas de 80, 88, 31 y 95 kDa CHK9 t uv o 

dos gelatinasas de 86 y 5 7 kDal CFig 14; Tabla 19). Estas 

diferencias entre los resultados de Pérez-Montfort et al. 

C1987) y !o s nuestros podrfa ser debida a la dif e r encia en e l 

manejo de l as amibas, ya que el los las cosecharon y l avaron 

con PBS, m~dio salino qu e sabemos activa la autt!isis y la 

autoproteólisis amibianas y provoca un cambio en e l 

procesamiento de las CP amibianas (Jiménez Del gad il lo, 1990 ) . 

Cuando los mismos lisado s de las tres cepas de E. 

histolytica cuyos resultado s acabamos de describir se 

obtuvieron sin pHMB y los geles c or r espondi ~nte s se incubaron 

cn n pHMB, el patrón de gelatinasas que obtuvirn~s fue similar 

al obtenido cuando los trofoz0itos se lisaron e incubaron s i~ 

el inhibidor <Figs 13 y 15; Tabl as 18 y 20). 

Los mismos lisados disue ltos con regulador de lisis si n 

a di ci ones e incubados c on 2ME t uv ieron patrones de 

ge la tinasas simi l ares a los obte ni dos sin adiciones <Fig 16 y 

18; Tabla 18 y 21 ) . Por el lo podemos inferir que duran t e l K 

corrida ~lectroforética hay un procesamiento de las CP ya qu a 
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de las tres cepas e incubamos los geles en presencia de pHMB,

obtuvimos un patron característico con tres bandas de 56, 80

y 33 kDa (en HK9 no son claras las de EC y 33 küal fFig 13;

Tabla i8). Cuando sólo lisamos las amibas con pHHB e

incubamcs sin este ihibidcr, la banda de EB kba oermanecid,i

además de otras gelatinasas de 80, 88, 31 v 95 küa (HKQ tuve

dos gelatinasas de 86 y 57 kbal (Fig 14; Tabla 19). Estas

diferencias entre lcs resultados de Perez-Hontfort et al.

E1937) y los nuestros podria ser debida a la diferencia en el

manejo de las amibas, ya que ellos las cosecharon y lavaron

con PB5, medio salino que sabemos activa la autólisis y_la

autoproteólisis amibianas y provoca un cambio en el

procesamiento de las CP amibianas (Jiménez Delgadillo, 1990).

Cuapdo los mismos lisados de las tres cepas de E.

hƒsrofytíca cuyos resultados acabamos de describir se

obtuvieron sin pHNB y los geles correspondientes se incubaron

con pHMB, el patron de gelatinasas que obtuvimos fue similar

al obtenido cuando los trofozuitos se lisaron e incubaron sin

el inhibidor (Figs 13 y 15; Tablas 18 y EO).

Los mismos lisados disueltcs con regulador de lisis sis

adiciones e incubados con 2HE tuvieron patrones de

gelatinasas similares a los obtenidos sin adiciones (Fig 15 M

18; Tabla 18 y 211. Por ello podemos inferir que durante la

corrida electroforetica hay un procesamiento de las CP ya qua
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al 2~adir el inh1 t1d or sólo durante la incuba ción, o btuvimos 

un pa trón de ge litinasas sim ilar 3 1 obtenido s in inhib id or·es 

y sin a.gente s red u ctor·es. 

Ostoa-Saloma et al. '. 1989) ta.mhi~r'. encon trar on a ctividac'. 

de gelatinasa en ! as z on as de 23 a 73 kD 2 en l ! ssdos arnb1anos 

con 2t···1 E; sin emba!"go. al ad i c ionar el los pHMB o 

yodac etamida, las zonas de hidrólisis se inhi bie r on pa rcia l u 

totalmente , pe ro no var ió e l pat tón de ge lat inasas des cri to. 

Estos datos no c oncuerdan con l o s n u e s t r o s , y a que e i-, 

exper imentos similares n o sotro s detec t a mos en los l i sacios 

tratados con pHMB una serie de ban das de 56, 80, .36, 31 y gr:: 

kDa., sin la b anda de 4 1 l<Da <Fig 1 4 ; Tabla 19 ) . Es t<:<. 

diferencia en tr e l~c gel ati n as as obtenid a s po r Os t o a -Saloma 

e+. al. . ( 1 9 8 1:J ) y no s o t :e (j s p o d r· i a s e r p o r· que e i 1 o s a g r e g a r o n 

SD S y 2ME al regulador de lisis; como el 2ME aume nta la 

a utoprot eólisis inmediata des·encadena da po r e l SDS, pensamos 

que en sus e xper im entos se genera~on las band a ~ de meno r pes e 

molecular y no pudieron dete c tar l a d e 56 kDa que s e le~ 

degradó. 

Por otro lado, cuando 1 i sa mas los tr ofo·zoi t os e n 

presencia de l a mezc l a pHMB/PMSF e incubamos los ge les e n 

pHMB, se produ j o la máxima inhibición de la ac ti vi d a d 

obtenida por nosotros, con sólo dos bandas de gelatina s as d ~ 

60 y 88 kDa y gra n canti dad de bandas de proteina s rema n en tes 
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al añadir el inhibidor solo durante la incubacion, obtuvimos

un patron de gelatinasas similar al obtenido sin inhibidores

y sin agentes reductores.

üstoaråaloma et al. Tigdãl tambier encontraron actividad

de gelatinasa en Las -¬" de E3 a T3 abs en lisados ambianosU 5 lll

reducidos con EME: sin embargo. al adicionar ellos pHHB o

vcdacetamida, las zonas de hidrülisis se inhibieron parcial :

totalmente, pero no variú el patron de gelatinasas descrito.

Estos datos no concuerdan con los nuestros, ya que en

experimentos similares nosotros detectamos en los lisados

- fr rr r rrtratados con pHHB una serie de bandas de oo, BO, oo, si y si

kDa. sin la banda de di kDa {Fig 14: Tabla 19). Esta

[Fl lil IIIdiferencia entre las tinasas obtenidas por Estos-Saloma

et al. $1989) y nosotros podria ser porque ellos agregaron

SDS y SME al regulador de lisis; como el ZHE aumenta la

autoprotedlisis inmediata desencadenada por el SDS, pensamos

que en sus experimentos se generaron las bandas de menor peer

molecular y no pudieron detectar la de 56 küa que se les

degradd.

Por otro lado, cuando lisamos los trofozoitos en

presencia de la mezcla pHHBƒPHSF e incubamos los geles en

pHHB, se produjo la máxima inhibición de la actividad

obtenida por nosotros, con solo dos bandas de gelatinasas de

SO y B8 RDa y gran cantidad de bandas de proteinas remanentes
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teñidas con Azul de Coomassie. Estos resultados nuestros s i 

se asemejan a otros de Ostoa - Saloma et al. ( 1987)' qu ien e s 

con una mezcla de pHMB y SBTI Csoybean trypsin inhib itor ) 

dicen haber inhibido totalmente l a acti vida d proteolitica de 

los lisados amibianos. 

De estos resultados concluimos que las gelatina s a s má s 

p o te ntes de trofozolto s de HM1 y HM3 lisado s e incubados co ~ 

pHMB fueron de 56, 80 y 33 kDa y que en HK 9 fue aparente s ól o 

la de 56 kDa. También encontram o s que en l os l isados de 

tres cepas obtenidos sin pHMB desaparec i eron las bandas de 

56 , 80 y 3~ kDa y que la acti v idad más importante fue de 6: 

kDa. También demostramos q u e par a i nhibir la mayor parte de 

!a actividad de gelatinasa es ne c esario disolver l as am i b a~ 

con la mezcla pHMB/PMSF e incuba r los ge l e s en pHMB. 

La mayo i· i a de la a c t ividad de gE· lat. i nasa.s se inh ibi t. 

c uan d o lisamos e incubamos los geles con pH MB. La presenci.3. 

d~ pHMB s ólo durante la incubación de lo ~ geles pero n 0 

durante l a disolu c i ón de las amibas, no inhibió l a activi d a tl 

d e las gelatinasa.s cist eln~dependiente s, e stó po d r i.s. 

indicarnos que durante la corrida el e c tro forética pod r i~ 

ha.l1er un autop ro cesa mient o de las CP y q ue la ad ición d e l 

pHMP, nada más durante la incubacfón, no es suficient e par a 

ihnibir l a actividad de CP. 
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teäidas con Azul de Coomassie. Estos resultados nuestros si

se asemejan a otros de Ostoa¬Saloma et al. (198Tl, quienes

con una mezcla de pHHB v SBTI (soybean trypsin inhibitorl

dicen haber inhibido totalmente la actividad proteolitica de

los lisados amibianos.

De estos resultados concluimos que las gelatinasas mas

potentes de trofozoitos de HMi y HM3 lisados e incubados cor

pHMB fueron de 56, 80 y 33 kDa y que en HK9 fue aparente sólo

la de 56 kDa. También encontramos que en los lisados de las

tres cepas obtenidos sin pHMB desaparecieron las bandas de

56, B0 y 33 kDa y que la actividad más importante fue de ef

kDa. También demostramos que para inhibir la mayor parte de

la actividad de gelatinasa es necesario disolver las amibae

con la mezcla pHHB/PHSF e incubar los geles en pHMB.

La mayoria de la actividad de gelatinasas se inhitid

cuando lisamos e incubamos los geles con pHMB. La presencia

de pHHE sólo durante la incubación de los geles pero no

durante la disolución de las amibas, no inhibió la actividad

de las gelatinasas cistein4dependìentes, estó podria

indicarnos que durante la corrida electroforetica podril

haber un autoprocesamiento de las CP y que la adición del

pHHE, nada más durante la incubación, no es suficiente para

ihnibir la actividad de CP.

TE5lEHEE.9Ú
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Caracteristlcas de las gelatlnasas c1stein-depend1entes de E. 

hlstolytlca 

Cua nd o lisamos los trofozoi t os de E. histolytica con pHMB y 

l u eg o incubamos Jos geles con DTT o 2ME obtuvimos patrones de 

ge l ati n asas diferentes para cada cepa, ya que HM3 no tuvo lis 

gela ti na s a s de 41 y 31 k Da q u e si estab s n presentes en HM1 y 

HM3 ( fig 20; Tabla 231. Sin embargo, en las tres cepas 

destacar on tres gelatinasas muy potentes de 56, 33 y 80 kDa, 

q u e también se observaron aunque con menor intensidad, cuando 

li s amos las amibas e incubamos l os geles con pHMB. HM3 tuv o 

u n a serie de gelatinasas de alto peso molecular (109, 127, 

147 y 160 kDal que parecen CP porque se activaron con DTT y 

s e inhibieron c o n pHMB; estas gelatinasas de alto pes o 

molecular no se vieron con ningún otro tratamiento y se 

en c uentran dentro de un intervalo de tama~os mayores a lo s 

qu e han s ido descritos previamen t.e. 

Las CP más p o tentes de E. h!sto l ytica soh las de 56, 80 

y 33 kDa , las cuales se inhibieron pa r c i almente con pHMB 5 y 

10 mM y se reactiva r o n con 2 ME. 

Nuestros datos sobre la CP de 56 kDa son c ontrarios a 

lo s de Keene et al. 

Ost oa Saloma et al. 

(1986), Pérez-Montfort et al. <1987 ) , 

<1989) y Reed et ar. (1989), quienes 

aii rma n que in vitre y en geles rle sustrato la proteasa de 56 

kDa se inhibe totalmente con bloque~dores de grup o s 
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Caracteristicas de las geìetinasas cisteïn-degendientes de E.

histolytíca

Cuando lisamos los trofozoitos de E. hƒstoƒytica con pHHB y

luego incubamos los geles con DTT o EME obtuvimos patrones de

gelatinasas diferentes para cada cepa, ya que HM3 no tuvo las

gelatinasas de al y 31 kDa que si estaban presentes en HM1 y

HH? (Fig 20; Tabla 23?. Sin embargo, en las tres cepas

destacaron tres gelatinasas muy potentes de 5€, 33 y 80 küa,

que también se observaron aunque con menor intensidad, cuando

lieamos las amibas e ïncubamos los geles con pHHB. HMS tuvo

una serie de gelatinasas de alto peso molecular (109, 127,

lá? y 160 kDal que parecen CP porque se activaron con DTT y

se inhibieron con pHHB; estas gelatinasas de alto peso

molecular no se vieron con ningún otro tratamiento y se

encuentran dentro de un intervalo de tamaäcs mayores a los

que han sido descritos previamenie.

Las CP mas potentes de E. histcƒytíca son las de 55, 80

y 33 kDa, las cuales se inhibieron parcialmente con pHMB 5'y

10 mH y se reactìvaron con EME.

Nuestros datos sobre la CP de 56 kDa son contrarios a

los de Keane et al. (1986), Perez-Hontfort et al. (1987),

ostøa saluma et al. class; y Read' et ar. r1Qao›,- quleneg
afirman que in vitro y en geles.de sustrato la proteasa de 56

kDa se inhibe totalmente con bloqueadores de grupos
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sulfhidrilo. Nosotros encontramos que la gelatinasa de 56 kDa 

no se inhibe con pHMB, por lo cual pensamos que tant o las 

gelatinasas de 56, 80 y 33 kD a estan conformadas por 

pro t easas de dos o más cla ses (cist e1n - y no cistefn -

dependientes) de tal manera que en presenc i a de pHMB se 

inhiben las CP Cal dism i nuí ~ !2 pot enc i a de éstas) y no las 

no ci ste ln~ dependi e ntes, CFig 20; Tab l a 23 ) . 

También obse r vamos que l as gelatinasas de HM1 fueron mas 

potentes que las de HM3 y ésta s a su vez más potentes que las 

de HK9. Estos resultados coinc iden co n l os de McGowan et al. 

C1982l, Gadasi y Kobiler (1983), Keene et al. ( 1986 ) , 

Hidalgo Lara <1989), ya que el los dice n q ue la cepa virulent a 

HM 1 tiene mayor cantidad de proteasas que cepas men es 

virulentas como HK9. 

De estos experimentos concluimos que en E. histolyti ca 

la s gelatinasas cis te 1n-dependientes má s potente s son las de 

56, 80 y 33 kDa y que, ftunque menos p o tentes, ras de 41 , 31 y 

6 1 kDa son tambi én CP ya que s e inhiben total o parcialmen~e 

con pHMB y se react i van con 2ME y DTT. Solamente la cepa HM 3 

parece tener t re s CP de alt o peso molecular que no hab 1a n 

si do descritas antes <127, 147 y 160 kDa>, . no detectab l es en 

HM1 v HK9 y que aparecen mediante Incubación de los geles con 

DTT pero no con 2ME. 
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sulfhìdrilo. Nosotros encontramos que la gelatinasa de 56 kDa

no se inhibe con PHHB, por lo cual pensamos que tant: las

gelatinasas de 56, 80 y 33 kDa estan conformadas por

proteasas de dos o más clases rcistein- y no ciste1n~

dependientes) de tal manera que en presencia de pHME se

inhiben las CP (al disminuir la potencia de estas) y no las

no cisteinjdependientes, fFig 20; Tabla 23).

Tambien observamos que las gelatinasas de HM1 fueron mas

potentes que las de HM3 y estas a su ve: mas potentes que las

de HK9. Estos resultados coinciden con los de HcGowan et al.

f19S2), Gadasi y Kobiler (1983), Keane et al. (1986), e

Hidalgo Lara (1989), ya que ellos dicen que la cepa virulenta

Hfll tiene mayor cantidad de proteasas que cepas menos

virulentas como HK9.

De estos experimentos concluimos que en E. hƒstoiytƒoa

las gelatinasas cistein-dependientes mas potentes son las de

56. BO y 33 kDa y que, aunque menos potentes, las de él. 31 y

61 kDa son tambien CP ya que se inhiben total o parcialmente

con pHMB y se reactivan con EME y DTT. Solamente la cepa HMS

parece tener tres CP de alto peso molecular que no habian

sido descritas antes (127, lá? y 160 kDa),. no detectables en

HM1 v HK9 y que aparecen mediante incubación de los geles con

DTT pero no con 2ME.
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Gelatinasas en las cepa9 de temperatura ambiente 

1. E. invadens PZ e IP101 

Los lisado s de PZ e IP101 sin inhibidores tuvieron patrones 

difer·entes de gelatinasas, y a q u 8 P Z tu ·,1 o o eh o ge 1 a t i nas as 

entre las cuales dest acaron la. s de 69, ¡,a \r 
l.+ '-' .,; 4 0 kDa; <Fig 22, 

Tabla 25), mientras que IP101 t uvo cinco gelatinasas entre 

las o uales destacaron las de 70, 36 y 32 kDa. Cuando los 

misff1¡JS trofozo'.i.tos se disolviefon en pHMB y los geles se 

incubaron sin i n hibidores, los patrones de gelatinasa '.· , 

también fueron diferentes en ambas cepas, ya que PZ tuv e, 

seis, destacando las de 69 y 59 kDa ( Fig 22; Tabla 25 ) , 

tanto que en IP101 las más potentes f~eron las de 65 y 59 

kDa. 

Los. trofozoftos de PZ e IP101 lisados sin pHMB e 

incubados con este inhibidor también tuvieron diferente s 

patrones, ya que PZ tuvo dos gelatinasas muy potentes de 54 y 

6S kDa, mient ras que IP101 tu·,;o tres menos p ot~ntes de 8:3 

y 6 4 kDa. También v imos camblo en los 1 isado sin pHMB que se 

in cuba ron con 2ME, en los que las gela t inasas principales de 

p7 fueron de 69 y 4 8 kDa y las de IP101 de 70 y 36 kDa. 

Es t as difer e ncias en las bandas de gelatinasas de las 

d o s cepas de E. invadens obtenids.s con díferen tes 

tratamientos se a~aden a las ya re portadas por otros autores . 

López-Rev il la y Gómez-Domfnguez C1 988l, afirman que IP101 ':/ 
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Gg}ajinas§§_gg_}as cepas de temperatpra_ambiente

1. E. ¡nvedens PZ e IPIO1

Los lisados de PE e lP101 sin inhibidores tuvieron patrones

diferentes de gelatinasas, ya que PZ tuvo ocho gelatinasas

entre las cuales destacaron las de 69, ¿S y úü kDa; (Fig 22.

Tabla E5), mientras que IPi0i tuvo cinco gelatìnasas entre

las cuales destacaron las de TO, 35 y 32 kDa. Cuando los

mismos trofosoitos se disolvieron en pHHB y los geles se

incubaron sin inhibidores, los patrones de gelatinasas

también fueron diferentes en ambas cepas, ya que FE tuvo

l`*›I| I"-Jseis, destacando las de 69 y 59 küa ( Fig Tabla 251, en

tanto que en IP101 las mas potentes fueron las de B5 y 59

irDa.

Los. trofoscitos de PZ e IPiOi lisados sin pHMB e

incubados con este inhibidor también tuvieron diferentes

patrones, ya que PZ tuvo dos gelatinasas muy potentes de 5d v

E5 kDa, mientras que IP1ü1 tuvo tres menos potentes de E5, BH

y es eos. Tambien vimes esmeze es las massa@ sin pana que se

incubaron con EME, en los que las gelatinasas principales de

PE fueron de B9 v ¿B kfia y las de IP10i de 70 y SG kDa.

Estas diferencias en las bandas de gelatinasas de las

dos cepas de E. invadens obtenidas con diferentes

tratamientos se añaden a las ya reportadas por otros autores.

Ldpes-Revilla y Gomez-Dominguez (1988), afirman que IPIOI 3
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PZ difieren en un 8.5% en el contenido de GC en el DNA y 2 µm 

e n el tamaRo de los n~cleo s y sugieren que dichas cepas n o 

pertene c en a la misma especie, a pesar de la clasificaci~n 

que de el las hizo Meero v itch (19:.8). 

De estos experimentos concluirnos que, ap a rte de que n o 

se hablan reportado c0n anteriorida d , los patrones de 

gelatinasas de las cepas PZ e IP101 son diferentes. Podem o ~, 

también decir que PZ tiene al menos dos CP d~ 40 y 48 kDa e 

!P101 tiene dos CP de 32 y 36 kDa, porque todas ell a s s ~ 

inhiben con pHMB y se reacti van con 2ME. l.a actividad de 

ge l atinasa de PZ es más potente que la de IP101.. l. a s 

pr o teasas de 84 y 69 kDa de PZ parecen tener e n la ce~ 

disulfuro intramoleculares ya que el tratamiento con 2~ E 

cambia .su movilidad electroforética y sus pesos molecula r-e '~ 

aparentes se modifican Cla gelatinasa de 8 4 kDa genera o trs 

de 80 kDa y la de 69 kDa da lugar a una de 67 y otra de 6 2 

\.: Da l . 

2. E. moshkovskii FIC y E. histolytica-like Laredo 

Las pr i ncipales gelatinasas d e lisados de FIC obtenido s s . n 

inhibidores fueron de 32, 76 y 70 kDa y las de los lisados de 

Ls1edo fueron de 70 y 40 kDa; todas fueron mucho me nes 

potentes que las de PZ CFig ?'?. 
-~, Tabla 25). Sin e mba rv:i , 

cuand o disolvimos las amib a s sin pHMB e iricubamos lo s ge l0s 
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PZ difieren en un 5.5% en el contenido de GC en el DNA y 2 pm

en el tamaño de los nooleos y sugieren que dichas cepas no

pertenecen a la misma especie, a pesar de la clasificacion

que de ellas hiso Heerovitch iiãïdi.

De estos experimentos concluimos que, aparte de que no

se habian reportado con anterioridad, los patrones de

gelatinasas de las cepas PZ e lPiÚl son diferentes. Podemos

tambien decir que PZ tiene al menos dos CP de ¿O y ¿S kba e

lPlüi tiene dos CP de 32 y SE küa, porque todas ellas se

intìben con pHHB y se reactiian con 2HE. La actividad de

geletinasa de PE es mas potente que la de lP101. Las

proteasas de dá y S9 küa de PZ parecen tener enlace:

disulfuro intramoleculares ya que el tratamiento con SHE

cambia .su movilidad electroforetica y sus pesos moleculares

aparentes se modifican ila geìatinasa de de küa genera otra

de BO aüa y la de B9 kDa da lugar a una de B? y otra de Si

kfial.

2. E. moshkovskíí FIC y E. histofytíca-like Laredo

Las principales gelatinasas de lisados de FIC obtenidos s n

inhibidores fueron de 32, 75 y TG küa y las de los lisados de

Laiedo fueron de TU y a0 Lüa; todas fueron mucho menos

potentes que las de PZ {Fig 22; Tabla 25). Sin embargo,

cuando disolvimos ias amibas sin pHHE e incubamos los geles

TE5i5HEC.9U
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con este inhibidor, observamos que las bandas de gelatinasas 

principales de FIC de 76, 70, 65 y 32 kDa eran muy 

conspicuas, en tanto que en las mismas condiciones Laredo 

sólo tuvo tres gelatinasas muy tenues de 70, 43 y 50 kDa <Fig 

22; Tabla 25). 

Cuando obtuvimos los lisados sin pHMB e incubamos los 

geles en presencia del inhibidor, FIC tuvo cuatro gelatinasas 

nitidas de 74, 65 , 40 y SQ kDa, eh tanto que Laredo sólo tuvo 

d os d~ 69 y 48 kDa CFig 23; Tabla 26). Pero cuando incubamos 

los mismos gele s con 2ME, FIC tuvo seis gelatinasas, 

destacando 1.as de 36 y 70 kDa, y Laredo tuvo tres de 40 y 

62 kDa , respectivamente (Fig 24; Tabla 27). Estas grande s 

diferencias en el número y el tama~o de las gelatinasas era n 

de espararse, ya que las cepas comparadas pertenece n 

indudablemente a diferentes especies. 

De estos experimentos concluimos que FIC y Laredo tienen 

gelatinasas diferentes y que la cepa con menor actividad es 

Laredo. Por otro lado, identificamos en F!C una CP de 28 kD~ 

y en Laredo otra de 40 kDa. 
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con este inhibidor, observamos que las bandas de gelatinasas

principales de FIC de 75, TO, G5 y 32 küa eran muy

conspicuas, en tanto que en las mismas condiciones Laredo

sdlo tuvo tres gelatinasas muy tenues de 70, ¿B v 50 küa iFig

E2; Tabla Éäl.

Cuando obtuvimos los lisados sin pHMB e incubamos los

geles en presencia del inhibidor, FIC tuvo cuatro gelatinasas

nitidas de Te, B5, ¿U y EQ küa, en tanto que Laredo solo tuvo

dos de B9 y a8 küa EFig F3; Tabla 251. Pero cuando incubamos

ios mismos geles con ÉME, FIC tuvo seis gelatinasas,

destacando Las de ' y T0 küa, y Laredo tuvo tres de EB, dd yLI. GTI

B2 küa, respectivamente fiFig 2¿: Tabla 273. Estas grandes

diferencias en el número y el tamaño de las gelatinasas eran

de esperarse, ya que las cepas comparadas pertenecen

indudablemente a diferentes especies.

De estos experimentos concluimos que FIC y Laredo tienen

gelatinasas diferentes y que la cepa con menor actividad es

Laredo. Por otro lado, identificamos en FIC una CP de EB küa

y en Laredo otra de ¿O küa.
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CONCLUSIONES 

I. Sobre la autoproteó lisis 

A. En E. h istol ytica 

12 3 

1. La autoproteólisis d e lisados de E. his tol y ti ca o b tenidos 

con SDS: 

i ) Es inmediata y extensiva 

ii) Se debe principalmente a c ist ein-pr ot ea sas CCPl 

ii i ) Es simil ar en diversas ce pas. 

2. La actividad a utoproteo l 1ti c~ de E. h i sto lytica se 

p re viene: 

3. 

i ) Parcialmente, 

no a -2o~c) 

en lisad0s alma cenad os a -196ºC e pe t ei 

ii) Totalmente , en lisado s herv idos i nme dia t amente después 

de añadir l es pHMB. 

En los li sado s frescos de E. his tolytica queda una 

prot e fn a pr inc ipa i remane -.1te de 113 J...Da., q u e po'r 

calentamiento se dis ocia en tres d e 31, 33 y 41 kDa, ent rA 

l as que predomina l a de 31 kDa . 

4. Las proteínas remanente s de 31 , 

actividad de gelati nasa. 

33 y 4 1 kDa tienen 

iES ISMBC.90 
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I. Sobre la autopnctediisis

A. En E. oístolytica

123

1. La autoprotedlisis de lisados de E. histoìytƒoa obtenidos

con SUS:

il Es inmediata y extensiva '

iii Se debe principalmente a cistein-proteasas (CP)

iii) Es similar en diversas cepas.

2. La actividad autoproteolitica de E. hƒstoiytíce se

previene:

il Parcialmente, en lisados almacenados a ¬195“C (pero

no a -20°C)

iil Totalmente, en lisados bervidos inmediatamente despues

de afiadirles pHHB.

3. En los lisados frescos de E. histoƒytica queda una

proteina principal remanente de 113 LDa, que por

calentamiento se disocia en tres de

ias que predomina la de 31 kDa.

¡JJ ¡..¬›
'Í

33 y si küa, entre

4. Las proteinas remanentes de 31. 33 y si kDa tienen

actividad de gelatinasa.

TESlSHBC.90



124 

B. En E. invadens, E. moshkovskii y E. histolyt1ca-11ke 

L La au toprateólis is de lisa~o s de cepas de En ta mo eb ;::¡ 

de tempe ratur a ambiente ( P7 
~ --. ' I P 101, FI C y Lare dci' 

obtenido s con SD S: 

i) Es inmediata y extensiva 

ii) Se d e b e principalment e a CP 

-i ~ -~ \ 
- J,. .;.. _, patr ones d e prote ína s r ema nen tes es pecifi ca s a~ 

cepa 

2. La act ivida d autoproteolft i c a de los lisado s de cepa s de 

te mperatura ambiente se previene : 

i) Ps. rcí alment e, en l isados a lmacenados a -196 º C <pero n o 

a -20ºC) . 

ii) Totalmente , en lisados he rv idos i n media ta me nte después 

d~ a~adir l es pHMB. 

3 . En l os li sad os fr escos d e las cuatro c epas de temper atur a 

amb i ente ana l i z adas qued a una proteína remane nt e p rincipal 

d e on kDa que p o r cal e ntamiento se d i soc i~ e n otra d e 37 

kD a . 

4. En los l isados de PZ queda, ade más de la de 90 kDa, una 

p r oteina rem a nente principal de 1?7 kDa ; por calentamien to 

amb as se disocian en ot ra s d os de menor peso molecu lar 

C6 0 y 37 kDa ). 

S. En l os lisado s de I P1 0 1 Ja proteina remanente pr·incipal d l:O'. 

90 kD a se di socia por calentamiento en o ~ra de 55 kDa. 

TES !SMBC.90 
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B. En E. fnvadens, E. moshkovskií y E. hƒsto¡ytƒce~like

i. La autoprotedlisis de lisados de cepas de Entamoebe

de temperatura ambiente (PZ, iPiO1, FIC y Laredo*

obtenidos con SBS:

il Es inmediata p extensiva

iil És debe principalmente a CP

_'il Genera patrones de proteinas remanentes especificos de

cepa

2. La actividad autoproteolitica de los lisados de cepas de

temperatura ambiente se previene:

ii Parcialmente, en lisados almacenados a -195°C (pero no

a -20°C).

ii) Totalmente, en lisados hervidos inmediatamente despues

de afiadirles pHMB.

3. En los lisados frescos de las cuatro cepas de temperatura

ambiente analizadas queda una proteina remanente principal

de EG kDa que por calentamiento se disocia en otra de 37

hfia.

e. En los lisados de PZ queda, ademas de la de 90 kDa, una

proteina remanente principal de 12? kDa; por calentamiento

ambas se disocian en otras dos de menor peso molecular

(BG y 37 kDa).

5. En los lisados de IPIO1 la proteina remanente principal de

90 kDa se disocia por calentamiento en otra de 55 sha.

TESI5HEC.9D
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6. En lo s lisados d e FIC y La r edo qued a una pr·ote fn a 

r emanente principal de 9 0 kD a que por ca l entamient o se 

disocia en ot r· as dos de menor pe so mol e cul a :r (33 y 37 

kDa). 

7. Las proteínas de 70 , 66 y 33 kD a r ema ne1 ,te s en FI C t ambié11 

~: on gel atinas as . 

8 . La prot eína d e 70 kDa re manente e n Laredo tamb ién e :> 

geL::· tinasa. 

9. Las pr ote i nas r emanentes principa l es d t? PZ e IP 101 no so n 

gelatinasas. 

11. Sobre las gelatinasas 

A. En E. histolytica 

1 . Las CP más potentes de lisad os de E. histolytica son en 

HM1 Y. HM3 la=; de 56, 80 y 33 kDa ; 

S6 kDa. 

en HK 9 s olamente la de 

2. La s CP menos poten t es de HM1 y HK9 s o n l a s de 28, 31 y 6 1 

kDa. 

3 . HM3 c are c e de la gé latinasa d e 28 kDa presente en HM1 y 

HK9 . 

4 . HM3 ti ene cu at ro CP de 109, 127, 147 y 160 kDa q ue n ,:. 

hablan sido desc r it as. 

5 . I-a i nhibición máx i ma de las ge l ali nas a s de E. h is to 1;; t; c::1 

s e logra med i a n te disolución de l as a mibas co n la mez cla 

pHMB/ PMSF e i nc ubac i ón de los geles de sustrato en pHMB. 
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E. En los lisados de FIC y Laredo queda una proteína

remanente principal de 90 küa que por eaìentamiento se

dìsocïa en otras dos de Wenor peso molecular (33 y 3?

kDa).

7. Las proteinas de T0. 66 y 33 kDa remanentes en FIC también

sen gelatìnasas.

B. La proteina de 70 kDa remanente en Laredo tambíen es

geletìnasa.

9. Las proteinas remanentes principales de PZ e !P101 no son

gelatìnasas.

II. Sobre las gelatinasas

A. En E. hƒstolytíoa

1. Las CP más potentes de lisados de E. hƒstoƒytiea son en

HH1 y ÉH3 las de 56, 80 y 33 kDa; en “HQ solamente la de

56 kDa.

E. Las CP menos potentes de HM1 y HK9 son las de 28, 31 y 61

l-:Da _

3. HMS oareoe de la gelatínasa de EH küa presente en HH1 y

HK9.

¿_ HM3 tiene cuatro CP de 109. 12?, le? y 160 kDa que n;

habian sido descritas.

É. La inhibición máxima de las gelaïìnasas de E. hísfoƒytjen

se logra mediante disolución de las amìbas con la mezela

pHMEfPHSF e incubación de los geles de sustrato en pHMB.

TE€T5HBC.90
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B. En E. invsdens, E. moshkovskJj y E. histolytics-11ke 

l. Las proteína s remanentes de la autoproteólisis i n mediata 

e n cepa!::~ de temperatura ambiente contienen las 

siguientes gelatinasas: 

i ) En PZ tre s , de 69, 48 y 40 kDa 

ii ) En IP101 tr es de 70, 36 ,, 32 kD ::o1. 

. i ) En F ! e C UE:, tro de 28 , 32 , 70 y 76 kDs. 

l V \ E n La:redo dos de 70 y 40 kDa 

2 . La s gelatinasas cistefn - depe nd ientes son: 

i. ) Más potentes en PZ que en IP101 

{ i \ En PZ dos de 40 \ ! 48 J..: Da. ; , 
·' 

i i i ) E n IP101 dos de ""'.-, y 3 6 1<Da JL 

l V ) En FIC un a de r J C> kDa .e.u 

V) En Lar-edo u na de 40 kDa. 

iES iSMBC.90 
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B. En E. fnvadens, E. moshkovskíƒ y E. hƒstofytƒce-like

1. Lee proteinas remanentes de la autoproteülisís inmediata

E.'T`l ìas cepas de temperatura ambiente contienen las

siguientes gelatinasas:

ìì

ììì

iii?

511.1

Í. †_...`-'15

1)

fi)

ìììl

lv)

v)

TESìSHEC.9G

En F2 tree, de 59, AB y AD kfie

En IPi01 tres de T0, 35 y 32 kDa

En FIC cuatro de EB, 32, 70 y TB küe

En Laredo dos de TO y #0 kDa

gelatìnasas cistein-dependientes son:

Mee potentes en Pi que en IP101

En PZ dos de ¿O y 48 kDe

En IPIOI dos de 32 y SG kDa

En FIC una de 2€ kDa

En Laredo una de ¿O kDa.
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