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1 N T R o V u e e 1 o N 

lo6 cll6vr.entu n.lvelu de vi.ltulenci.a en E. fl.Wtolytica pueden 6M de.tvunwa.clo6 

.út vi.va e. -in vU/w. Lo1> p!Umvw1> cu.cuufo wta pl'Jl.WIUl pllMe.n.ta e.! c.ua.cVr.o no6ol.6-

gi.CD de. la. am.lbi.al>i.4 (12 !J 151, !J 1>u wva1>i.vid.;,d a 61tqano6 como h.(gado, ce/Le.­

bito, e:t.c.; 6~6e. el duaNWUo de.!. ab6<c . ..!o hepitt.lco am.ibi.ano (251 o de. 

la. am.ib,úu,ú cu.t.fne.a ( 5 !f 201, e.te.; a1>.l como < "cvi.únmtalme.n.te. en ani.malu de. 

la.bo1ta.t0Jt.lo, la i.noc.u.la.ci.611 ,út,tJuihepó.Uc.a de. ª"'ª'al> puede. i.ttduc.ür. al ab6cMo -

he.pUlco amibi.ano (l, 7, 11 !J 141. Sin emba/!!'o. la pllel>e.nci.a de. E. Hi.l>toly:Uca 

e.n e.t. .út.te.6ti.tto no 6i.emplle e6 i.ncllca:Uva de. e11Svunedad, ya que. ute. pllOtozoalti.o 

Ue.ne. compo!t.tam.len.to di.6vr.en.te 61te.n.te al huúped, hac..i.wdono6 Mponvr. que e.iu'.l>­

ten di.6eJ1.e.n.tU gltado6 de. viltuleitci.a, o b.len que e.xi.4.te. wta 1telac-l6n ltuúped pa­

llál.i.t.o p1te.domillan.teme.n.te. (1 O, 11 !f 121 • 

In vUlt.o puede. de.te1tm.útalt4e la. capaci.dad i.nva1>01ta. de. E. lli.l>toly:Uca midiendo -

paltárne.t:Jlo6 como 6on 6tJBocilo6i.4, adhe.1te.nci.a, zi.modemo6 ( 131, a1>.t. como llevando 

a cabo e.Uudio6 de. i.nco1tpo1tac-lfin de. :Um.úJ.ina, . .útvuUgando ta capa.eidad palt4 -

e.6.ti.mula.lt la 6btte.6i.4 de AVN, en cé.luhu. CHO 1telaci.o1111ndo· u.te. ltecho con vi.ltu­

lenci.a, e.n donde. f.06 1t.e1>uUado6 al u:ti.Uzalt d.<.6e.1te.n.te1> cepa.1> de. E. Hi.l>toly:Uca 

.útdi.c.aJten que habla WUl 1telaci611 e.n..tlte. lo6 valti.01> n.lvele.6 de. vi.ltulene<'.a y ce.­

pal>. 

T!tatando de da1t una e.xpUcac-l611 al d.i6e.1te.llte compolt.tami.e.n.to que pllMe.nta e.6te. 

pltOtozoalti.o 61te.nte al hué.lped, 6uponemo6 que. la. coru.:U.tuc-lfi11.9enWca de. lit.te. 

ti.e.ne un papa 1televante. e.tt el cu.ctl la4 amibal> han 6u6Jt.ldo camb.i.o6 que. 6 e. m~ 

6-{utrut ei1 601tma i.mpo/Ltante., ya que unM .tle.tte.n capo.ci.dad de plloducüt e.n6e.1tme­

dad y coru..tltui.lt un pllOblema de 1>af.ud i.mpolttante. en nuMtltO medf.o y oVr.D6 l>e. -



foca.Uza.1t e11 pa.cie1iteA po1i..ta.do1tM M.i.ntom<tUc.0.6 en donde el pltotozoCVU:o ha. p~ 

cüdo 6U c11pa.c..lda.d .bivMoJta.. 

Eit eAte tila.bajo 1106 p1toµM.imo& demo&tltM en E. HU.toly.Uca. cepa. HMl-JMSS, f.11 -

pieAe11c..<'.a. de pd)Lt{cu!M que ¡xtcUMen co1t1tupo11de1t a CltOmoMmM det:e.11mlna.da. po1t 

el AVfJ en eUM, demo6t1ta.bleA polt lo. .tl11c..l611 de Feuf.ge11 (!O). N.1. como U.e.valt 

a cabo un a.<Aea.m.te.ut:o, p11/t.l6.(ca.ci611 y p<Vr.c.úll ca.1ta.ctelU'.za.c.<'.ó11 de. ute ma-teMal. 

genlt.<co e.u !M anu'.bM, hecho6 que. 6e.1tv.lluf11 como 6u11da.me11to en el utud.io ge.11.! 

t.i.co de e.UM !f pito ba.bleme1ite expUc<vu!n &u eompo11,tam.le.1ito 6-ten.te. al hu~pe.d. 
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CAPITULO 

1.- GENERALIVAOES: 

La pwnVU:t pJweba 11.eal del papel ge11Wco de. lo6 ác,i.d06 nucleico6, ~ue -

puc6ta de man.ló.luto en 1944 (4) con lo6 .t:Jr.abajo6 de. O. T. Avvr.y, c. M. -

MacLeod IJ McCaJLty, qu.lenei. mo6.tJuvto11 que a.Cgut!M pltop.le.dadu de. la6 bact! 

1Lia.6 puedeu t11.a11~ óo11ma~6<'. mecüttnte l.a ad.lc.l611 de. AON d(5e.11.ente. a.l que 

~a~ .te11.ia.11 Mug.lna.lmente. POI!. o.tJw lado, el couoc.lm.é.ento de l.a utlluc­

tu.11.a moi'.ecu.lM de lo6 genei. 6<'. .l1Li.c.l6 e•t 1953 con to4 .t:Jr.abajo6 de Wa.t6ot1 

1J Cl!..lcli (33), 6eiia.la11do la p1tue11c.la del'. AVN en e.Uo4 y a.Wbuyéndole a -

u te úU.lmo la capacidad de contene.11. la .lnóo1tmac.l61t genWca ptVUl que u.na 

cUul.a pMgell.l.toJta dé olt.lgen a c~ h.lja.6. Poi!. lo que en la deó.ln.lc..l611 

de gen lle .lmpUca que el AVN u u.na un.ldad cuya pa.Jtte u.ta p11.ei.en.te en el 

cMmo6oma y b.loqu.ún.lca.mente ú.te. u.ta con6.t.l..tlúdo poi!. u.na Hcuenc.la de nu­

cle6.t.ldo6, lo4 cua.lu 6011 ~4 JteAponiabe~~ de. la 6<'.ntu.l6 de una p11.o.tú11a. 

Lo6 eA.tud.lo4 de. lo6 C1tomo4oma.6 e.11 lo4 p11.o.tozoa.Jt.lo6 tienen .lntMé4 dude el 

punto de vuta evolu.t.lvo, Sop..lna ( 31) l1a demo4.t:Jr.ado que e6.to4 Mn CtVUlct! 

W.t.lco4 en la u.cala b.lol6g.lca, a.6.l como la 01tgan.lzac..l611 del ma.te.Jt.lal ge­

nlt.lco; ella ha 11.eaUzado u.tud.<o& muy completo4 en CÁ.Uado6 IJ ólagelado6. 

E11 el géne.1to a.moeba lo ha l1echo en 6011.ma muy pallc..lal, e11 donde mo6W que 

Lo4 1uícle.06 de l'.M a.m.lba.6 co.U:eniall nu.mCl!.0404 y d.lm.lnu..to6 cJtomoMma.6 loca­

Uzado4 en la 11.eg.l61t centltal del núcleo, lo cual co.lnc..lde al u.t..:UzM la6 

.téc1U:cM de .t.lnc..l611 como la de Feulg rn ( 1 O). A6.lm.l6mo l\Lbach ( 2) demo4.tl!.6 

la p.~11.4e11c..ia de AVN en la Clt¿ma..t.lna pe.Jt.lóé.lt.lca, aunque la mayOJt palt.te del 

AV.V lle ioca.Cü6 en el e11do6oma cent.lta.l del m!cleo, que e4 el 4.l.t.lo plt.l11c..i-



pa.l de co11cen.Vutc.ió11 del AVN. 

In6eJtú1w 1 que la c.01u.t.ltuc.i6n gené.tica. e.11 l.iu. cli6MetLtu Upe.c.ie.i. de la u e.ata 

bi.ot.6g ica, Ita 4u611A'.do c.amb..:04 de Hl.ec.c...:611 natu.'Lal. E4to h4c.e. de. inteJtú .f.Co· 

v41t a cabo Mtud.io4 con anw'.biu. en l.a4 c.uat.u UIUl4 tle.nen capac.úlad de pJtoduc..i.lt 

en6eJtJ11e.dad y c.0114.ti.tu.Ut un pJtobl.ema de 4al.ud .únpo~tan.te. p<1114 111.1e.i..tlto medio y -

o.tl!44 4e l.oca.Uzan en po'LtadoJr.M 111>.itLtomá.Uc.04 en donde. el. pJtO.tozoctlÚO apa1tet1-

.teme11.te Ita peJl.d.ido 4u capac.üia.d .inviu.oJr.a, aunque moJr.6ol.6g.icamen,te. 4ea11 .ind.ú.­

tú1~1Libl11.4 • 



CAPITULO JI 

2.- ABREVIATURAS: 

AVN • cícldo de~o:r.<M.lbo11Ucl.e.i.co 

•c. • g1tado~ cetttlglUldoA 

EVTA • tfcldo e.W.end.úzm.i.notetlr.aac.W.co 

G • g1tavedad 

• g1UU1106 

M = mo-CM. 

me. = m..:.U.U.tJl.o& 

mm3 • mlUmetJLo& c.úb.lcoA 

11~1 • mWmolo.lr. 

mg • mlUgMmoA 

A9 = 1n,l(!JWgMmo 6 

µ.i. • m.l(!JWUtlr.oó 

¡,, • 110/!Jlta.f. 

pH .C.ogaJl-ltmo de.t 1teelpJtoco de .e.a conce11.tJutc.l611 de .lo»M IU:d'Li.6n de -. 
una &ofuc.l611. 

Q.. P. q<Wn.lcamente pWLO 

SRF • 4ofuc.l61t 1teg11-C.ado1ta de 6oA6a.toó 

TIL<A .tJi..U. (h.ldltox..lme.:t.ll.) am.lnome.tano 

u wudadM 
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C A P I T U L O !!! 

3.- MATERIAL Y EQUIPO: 

- Au-tocla.ve mallca P1tMto 

- Ag.lta.doll. magnWc.o 

- N.a. ba.c.tetúo.f.6glca 

- Baiio de hle.f.o 

- Cáma.11.a. húmeda 

- C<Íma.11.a. de e.f.eetlto óo1tul6 BIO-RAV 

- Ca.mpa.tut de 6fujo .f.a.mlrtM maltea Vec.o 

- Celttlú6uga. So11.va.U c.on 1teó1tégeJUtc.l6n 

- Fuente de podeA LKB 21O3 

- Flujo lanu:naJL ma.1tc.a. Vec.o 

- Gltadil.la. 

- 1ncubado1Ul Medl-Lab. mude.f.o Ell-201 

- L<Ímpa.IUl de fuz u.UJutvlo.f.e,ta. 

- Mec.lte11.o 

- Membuna. pMa. cü.4Li.Al6 

- Memblta.na m.U.Upo1te de O. 22 µm. 

- ~Uc.1tohc.oplo de l¡¡z 

- M.lc.11.oplpe.taó de 10, 20, 50 !/ 100 p.t.. 
- Pa.pe.f. ólUlto Wlta-Ona.n N~ 

- Potenc.l6mUll.o Ca ~nlng ,\ledic.a.t 



MATERIAL VE V1V~10: 

- Ct!J11¡1. 'ta de. NeubaueJL 

- Embudo .ta.lle. bVtgo 

- F.í..Ulr.o mlC.Upo1te. 

- Ma.t'Utc.e.l EU:etuneyeJL de. 125 !/ 250 mt.. c.011 tap611 de. lt06C.ll 

- Ma.tltac.e.~ a5011.ado~ de. 100 !/ 1000 mt.. c.011 tapé11 e.6mvi.U.o.do 

- P.iµe.ta pa.'lll gl6bul'.o6 blanc.06 

- P.ipetiu c.ol<.W de. 0.1, 0.5, 1.0, S.O !/ 10.0 ml. 

- P ipe.ta.6 PMte.uJt 

- P1tobe.ta de. 100 !/ 500 ml. 

- T e.1tm6me.tJr.o 

- Tubo6 palla c.e.ntll.l6uga de. SO ml. de. pt.4.6Uc.o con .t.o.p6n de M6ca. 

- Tubo6 de. v.i.dlt..io de. 1 S x 125 "'"· c.on tap6n de. .to6ca. 

- VMo6 de p11.e.C...:pltado de 250 ml. 



C A P l T U L O IV 

4.- METOVOS 

4.1 CULTIVO AXENlCO VE fotamoeba h.U.tol.J¡UCJJ.. 

4.1.1. CALVO NUTRITIVO TY 

Camponentu 

Peptona b.io.tJu:p.ttu.a 

OextJtoM 

CloJWJILJ de 4ocü.o 

Fo66a.to de pota6.io cü.blf.b..:Co 

Fo4 6a.to de po.tai..io monoblf.b.ico 

Ac..i.do iu c6Jtb.ico 

Cloith.ldlLa.to de L-wtebU1. 

CU!utto de aman.lo 61Núco 

Agua b.idutUada 

PROCEOUII ENTO 

Can.tidadu en g 

c.b.p. 

3.0 

1.0 

0.2 

0.1 

o.os 
0.02 

0.01 

0.00228 

87 .o 

Se d.wotv.ieJto11 lo1> 1teacilvo1> en eL. oltden p1tuentado, en apltOxf 

madamcn.te 50 ml. de agua b.iduUlada, 1>e ajr.u.t6 eL. pH a 6.8 con 

h.i.dll6u.do de 4od.io 0.1 M y duµ.il.6 1>e. Uev6 a un volwnen de 87 

ml. con agua b.idut.Uada. El medio TY 4e clivLi.6.c'.c6 mecü.ante -

6.illAac.l6n a tJtava de papeL Whablan N~ 1 y ~e uteMUz6 en -

autoclave po~ 15 mb1u.to1> a 121•c 11 15 Lb. de pllU.i6n. 



4.1. 2 SOLUCION VE VITAMINAS Y TlVEEN 80 

al SoCue.i6n de v.ltam.úux NCTC-107 (m.lcJtotabl. 

b 1 V.l:tam.lluu. B1 2 . Se pMaJton 40 mg. de v.ltam.llUl B12 y 4e cU6of. 

v.W en l 00 m.t. de aguo. du;Ue.ada. E4.ta 4ol.ue.i6n 4e a.lmacen6 

en 6Jta.4co <fmbaJt a 4 ºe. 

el Ac«fo Te6t.lco a l mg/ml. Se peóa/lon J 00 mg. de <fe.ido te6ti­

co u ~e dl6o.tv.leJLon e1t J 00 m.t. de a.tcoltol ab6olu.to. 

di Tll"een 80 al 50%. Se puaJton 5. O g. de .tll'een 80 !f .i.e düo.t­

v.leJL011 e11 JO mt. de Meo/to! ab4ol.u.to. 

PROCEV1/.11ENTO 

A l 00 ml. de fu 4oi.uc.l611 (al, 4e .te ad.le.iottMon J 2 m.t. de la -

.1ol.ucú511 (bJ, 40 ml. de .ta 4ofue.i611 lcl, 4 mi. de ta 4olttc.i611 

(di !f 180 mt. de agua dM.t.llada. EHa 4ofuc.l6u 4e eM.eM..U.z6 -

mediante un 6.(Ltlio M.l.tl.lp01te, con wux memb1uu!ll de O. 22 
1
µir1, !/ -

6e cotoc.6 en pequeiio4 6Jta.Jco6 runball, atmacenndo4 a 4°C. 

•1.1.3 PREPARACTON VEL MEVIO VE CULTIVO TY1-S-33 

PROCEVIMIENTO 

PaJLa cada 87. O mi. de ca.tdo TY, 6e adfo.lottaJLon en concüc.lc11e6 

e~.téJU.f.M, 3. O mi. de .ta 4oi.uc.l611 de v.l.tam.lM4 y Tween 80 y 10 

mi. de 4ue/r.o bov.lno. 
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4. l. 4 PRUEBAS VE ESTER! L1VA!1. 

La6 pJtUeba.6 que 6e UevaJton a cabo paJta de.te/Un.ÚUVt la ex.i.6.ten­

cia de una po6-lble con.tam.útauán polt bac.t:eJt.úu>, 6ue1tan loó 6-l­

gu.lentu: 

La p!WneJta 6ue .incuba/!. el med.lo TYI-S-33 dultan.te 24 ho~ a -

37°C., hab-lendo butn6cUlt/t-ldo ™ 24 lio~, 6e pltoced.ló a .1em­

b1taJt el med-lo TY!-S-33 en med.lo6 de cul.t.lvo paJl4 a1iae1tob-lo6 y 

ae1tob-lo.1, como .1on .ti.DgUcola-to y g elo6a 6ang1te con la ayuda 

de wta a.ia bae.telt-lotóg-lca. E.1.to6 mec/.lo6 .le -lncuba1to11 24 y 48 

ho~ a 37°C. 

En amba6 pJtUebM 110 H pJtU en.t:ó el dua1t1toUo de m.le1too1tgan-l6 -

mo~. 

4.1. 5 lNOCULAClON OE LOS TROFOZóITOS AL MEVIO VE CULTIVO TYI-S-33 

La cepa de E. H-lh.tol!f.Uca que .1 e cultivó en el labo!Ut.tolt.io 6ue 

la cepa HM-1 (p1top01tuonada po1t la Q.. F. B. Maltga/tlta de la T~ 

Me, Cent/to Médico !.M.S.S.). 

Se MaJton .tubo& de en.iaye de 15 x 125 nm. con :tapón de Jtohca; 

pOJt to gene1tal cada .Wbo con.tenla apltou:n:adamen.t:e 1 x l 06 .tJto 

f,ozo-lto.1/1 O mC. 
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El .tubo que 6e uUUz6 pa.IU1 .U10cu.Ca1 cada m<Ltlut,, 4e c.otoc.6 e11 

úal1o de ldelo poJt c..i11c.o mimLto6 pa.'t<t d~µte11de.t l\U céfoia-1> de 

lru pa-tedu dd .tubo, que c.onten.lat1 l O mt. del med.io de cu.W­

vo ·con 3" 105 tJr.o6or.o.i,to6/3.0 ml. f.6.ta. c.an.Udad 5ue u4ada -

pVUt .ótoc.u.lalt ta.lo ma.tlt.acu de l 25 ml. que con.ten.úvl 81 ml. de 

c.a.tdo TYl-S· 33. Vupué.\ 6e .ú1CUbM011 a 37•c. dwtan.te 72 '101144. 

4.1.6 RECOLECClON, LAVAVO Y VETERMlNAClON VE LA VlABILlVAV VE LOS -

TROFOZOITOS, MEVIANTE LA TECNICA VE EXCLUSIO'I CON AZUL TRlPA­

NO. 

Vupué.\ de habeJL obte.....:.do u11 buen duaNtoUo de ta.lo cllula.6 a 

lJL6 12 110.iuu., to1. ma.ttacu 1.e col.ocaJtDn en baño de h..:el.o p<Vll1 

fl'\Dtl!OveJL c.t dup11.e.itd.l<úe.ttto de. lJL6 c.Uuta-6 1J 1. e. c.oloc.a11.cm e11 -

tubo l. utbr.ll.eA paJr.a c.vitlt.l6U91l de. 50 ml. c.011 .ta.p611 de. 11.0l>c.a, 

l>e. c.ent1Ll6uga11.0n a 500 X9 1J l>e. lttua1to11 c.011 1.oluc.i6n 1.a.U11a a -

un pfl de 7. 

El J"'-OC.edim.iento ¿e. Jr.epU-i.6 1>.lete ve.e.V> con 1111 volumen to.ta.l -

de 80 ml. 

Al teJr.m.inM c.011 , • útvado de lJu. cUut44, 1.e compMb6 '4 u.iabf 

l.ldad de. lol> .tJto5ozo.lto1> con azul Wp11110 al o.n, 4e ob6ellu6 

97\ de. v.iab.:.Udad. 
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4. 2 CALCULO VEL NUMERO TOTAL VE TROFOZOITOS 

Lo6 .tJto6ozo.i.to6 4". ajuH,nott a una conc.entlulc..i.6n de. 2 x 101 e~/ 

llll.. Et llÚlllMo t:o.ttJ.l. de. cUu.IA.6 4e con-t.6 me.d.i.an.te. una c4mMa de. Neuba· 

Ue.JL y una p-i.pe.ta. pa114 gl.6bulo6 blanc.06 con lo!> 1>,(gu-i.e.n.tu c4.lc.ulo6: 

al Suma. de lo6 c.uatJto cuaCÍJl.06 g1Utndu de ta c4maJr.a de NeubauM 

bl VUuci6n de. ta p-i.pe.ta. 1: 20 

el FactoJI. p<11ta de.tCMl-i.naJI. el ualoJI. poJI. mn3. (101. 

di Núme.Jl.O de. c.tLaCÍJl.06 ( 41 

e.I Fac..toJI. pa!14 de.tMm-i.nM el ualoir. poJI. 11t. (10001. 

EJEMPLO: 
a.20.10 

e.. ---r--

4.3 EMPLEO VE MlTOGENOS PARA FAVORECER LA VlVlSlON CELULAR 

4.3. 1 En 60J1.ma HpaJl.ada, con .tJl.e.6 ...U6ge.ito6 a d-i.6eun.te6 .t-i.e.11po6 !J -

en d.i6CJ1.en.tu do~-i.6. 

4. 3. 1 • 1 Soluc.-i.6n de 6.i.tohfJllllBl.u.tin.ina. Ea.ta te.c.t.ú&a 6ue. obte.~ 

da en toa taboir.ato1Lio6 GlBCO con llÚl!le.Jl.O 670-0576. 
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4.3.1.2 Sofoc.l6n 4a.Una amolt.tiguarla co11 6o46<Lto1>. PtVW. óu p!le­

pMac.l6n, H puaJton loó ó<'f¡LLfrnte~ Jtcactivoó: 

- CloiW.!tO de 4 ocU.o 8 • 5 g 

- Fo1>6<Lto de ~orUa dlM!..lc!o cUhúl!1.a.tado 8. 62 g 

- Fo1>6ato de potMio mo110bt!&-lco 2. 48 !l 

Se cUóotv.leJton en un U.t~o rle agua de1>t.<.Cada y JC Ue­

v6 a un pH de 7. 2. 

4.3.1.3 Soiuc.l6n a.e 25% de Umuiu4 potyphemLLó. Obten.lda de -

to¿ iaboJta.toJu'.04 SIGMA CHEMICAL COMPANY con N! L9509. 

Se puaJton 250 mg. y 1>e d.ll>otv.le1t0n en un m.lUU.tllo de 

4oiuc.l6n .la.Una amoll.t.lguacla con 601> 6ato1>. 

4. 3.1. 4 Soiuc.l6n a.e 25% de Pha.uoiLLóvtLlgaJt.ló, obten.lda de loó 

1>abo!tllto/Ú01> SIGMA CHEMJCAL COMPANY con n! L8629. Se 

pua.1to1t 250 mg. y 4e d.<.4otv-te1ton en un m.lU.l.ltJLo de -

4oiuc.l6n 1>a.Una amolt.tiguada con 601>6a.to1>. 

PROCWUIJENTO: 

Se acllc-lo1ta.1ton de O.OS mi. a 0.5 mt. de lll-6 tJtu cU6e1tentu -

t~ a la concentJtae<'.6n -lncUcada, en 4e!t.<'..M de tubo¿ po!t 

dupUcado con 1000 am-lba.6 axén.lcM en cada uno, y -~e -tnc11ba.1tott 

du!tante 24, 48 y 72 l1o!ta6 a 31ºC. 
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4. 3. 2. 1 Soluc.i.611 de. col.clucúw., obten.ida. de. l.06 labolUl.to/L.i.o6 -

GJBCO con N~ 120-5210. 

4.3.2.2 Soluc.i.611 lupo.t6>W!a 0.075 M. Se. pUallOll 5.58 g. de. el~ 

IWILO de. po.tíU.W !J 6e diAol.vú/1.011 e.11 u11 u.vi.o de. agwi -

du.tllada.. 

4. 3. 2. 3 Soluc.Wtt 6.ljadou de.ido acWco-al.cohol. met.U..i.co 1 : 3. 

Se. me.z~on 20 ml.. de. á.c,i,do acético glacial tJ 60 mi. 

de. al.eolio! metl.Uco. 

PROCEVTMIENTO: 

A Lo6 .tu.bo6 que. 6e. .btcuba1to11 e.11 el .úte<Ao 4. 3 .1., 6e. tu .tlta-t6 

con 0,2 ml.. de col.clUc-i.rta .dultitll-te. 30 m.btu.to6 a 37°C., 6e. colo­

c.aJLon di.vuinte. 5 m.inuto6 e.11 baño de. h.ie.lo, 6e. ce.11.bU6uga1t011 a -

1500 Jr..p.m. duJta1ite. 10 m.btu.to6, 6e. el..im.út6 e.l 6obJte.nada.n-t11. tJ -

a.l. bo.t6n de. cllul.iu. 6e. le ad.ic...:0116 6oluc-i.611 6.ijadoJta ác.ldo acf 

.t.ico-al.cohol. me...t.lUto 1: 3 (5 ~6), 6e dejaJr.on Jtepo6M -

dww.tt.te 20 m.inuto6 tJ 6e. ce.1tt:Jt.i~uga1ton a 1500 Jr..p.m. dulUJ.n.te 10 

m.irtu.to6, 6 e e.Um.út6 e.l 6ob1tettadan.te ha6.ta de.jall u1111. 6U6pe.116.i6n 

de. cllutiu. de. O.S ml.., 6e .tom6 un volume.11·de u.ta 6U6pe.~.i6tt -

me.d.ia1tte. p.ipe..ta Pa6.teu/I. !J 6e de.faltan cae.Jt go.ta6 de u.ta 6U6p~ 

6.i611 dude u1111. al..tu.Jta de un me.tilo 6obJte un poJt.taobjeto6. 
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4. 4 tlGSERVAC!ON OE LAS PART!CULAS UT!L!ZANOO .llETOOOS C!TOQlWl!COS. 

4.4.1. 1 La 6olu.c.l6n WJt.4¡ht G.i~a &ue obten.ida. de Voul-Sol Me.­

d..:c.at Indl!4.tlúu !ne. 

4.4.1.2 So/JJ.C..:611 de. 6o66dto de 6od..:o anhidJto a.i. 9.471. Set pu!!. 

llon 9.41 g de 6066'1to de ~oclio 1J ie UevMon a 100 ml. 

con agua dc6Wada. 

4. 4. 1. 3 SoluC..:611 de 606 6dto de pc:tM..:0 cmhi.dllo a.i. 9. 08%. Se p~ 

6Mo~t 9.08 g de 6o66a.to de po.ta.i.fo IJ 6e .f.ievMon a 1QO 

ml. co11 agua dut.Uada. 

PROCEO!MI ENTO. 

Se mezctct1lon 24.5 me. de 6ofucl6n de 6M6ato ele 6od.lo co11 24.5 

mt. de la 6oluc.l611 de ~o66ato de pctMúJ 1¡ tllt mi.li.U.t,w de la 

MluC..:611 WJt.4¡ht G.le.mM, uta 6oluc.i611 611e coloc.ctda ~" iM iam.!_ 

11.Uw que 6e p!leparo:vto11 e.11 e.e .l11cüo 4. 3. 2 dww.n.te 3 múULto~, 

ie .tavM011 con agua de la Uave, y H ob6eAva-\ott a.e m.i.C1lo6co­

p.io. 

4.4.2 Tb1c.i611 de Fwlgert e6pecC6.ica pMa AON 

4.4.2.1 AC..:do clolllúrlM:co 1 N. Se tomM011 8.5 ml. de ácido 

c.lolllt.id.Uco co11cen.t1tado li 6e mezctMon con 91. 5 m.f. •. de 

agua dut.Ua.da. 
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4.4.2.2 Reactivo de Sclu56. Se pe.6aJton to4 4.ig!Uen.tu 11.eact.l· 

V04l 

- Fuc.4.óul b¡f¡¡.lca. 

- Me..to.buu.t6..:.to de. 6.odio 

- Caltb6n a.c.t..:va.do 

1. o :1 

'.o 9 

o.s 9 

Se 111ezciMon en 1 O ml.. de. 4cido cl.o11./údll..c:co 1 N. y 200 

111..:UUVt.04 de agua de4.t.i.lada.. 

· 4.4.2.3 Sotuci6n de. me..to.buut6.Uo de po.t.M..:0 al 10\. Se mez~ 

11.0n S. O mt. de me.ta.buul6.lto de. po.ta.J...:O con S. O mi. de 

<fe.ido cto11.hldlúco 1 N tJ 90 mi. de agua de4.til.a.da.. 

4.4.2.4 Sofuci6n de veltde fuz al 2' .. Se. pua.Mn 2.0 g de. ve.11.de 

luz IJ 4 e UevaJton a 1 00 ml.. con agua de4t.Uada. 

PROCEDIMIENTO: 

A toh pol!Xaobj W4 pitepall.ddob ett et pJt.Ocedim.len.to del. incM.o -

4.3.2., H. tu tAa.t6 con á.c.i.do clOJth.úVl.ico 1 N. dMa...te un m.i.­

nuto, de4pu.é.6 6e tu cambi6 a una 4ofuc..i.6n de.t m.i.6mo á.c..ldo pe.­

"º pllecaten.tado a 60'C. dwutnte. 15 m.tnu.to6. Po&.teJL.lo11.men.te 4e 

tavMon con agua de4.tilada., 4e .trta.taJto11 cot¡ et 11.eact..:vo de 

Sclú66 dwutn.te 45 m.i.11u.to4 !f fuego 4e lava1to11 duMn.t:e do4 m.i.nu­

.to6 e11 4otuC..:611 de me.tab.Uut6..:.to de po.taJ..:O al 10% .tll.e4 vecu; 

y 4e .fava1to11 con agua dM.t.ll.a.da. Adicionalmente 4e .tlta.talto11 -
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· con bol.u.c..i.611 de. veJtde fuz al 2i duJUUtte. do4 m.lnuto4, 4C fuva-

1to11 COl1 agUll dut.lf.Ltda, 4e. de.jMOll 6e.CM !/ 4e. ob4eJIV4JtOlt al m:f_ 

Cit04Cop.ia. 

4.4.3 T.c:.nC...:611 COK vrAde. me.t.i.t ¡Wtott.úUl upe.c.l6.l.c.a pVl4 AVN 

4.4.3.I P.c'.Jtottitt4 "V" o "G". Se pU<lll01t 2.0 g de. p.ilt011.Ú14 "Y" o 

"G" y 4e. d.Uolv.ieJt.Ott e.tt 100 llll. de agua duUhtda. U1t<1 

ve.z b.C:e.tt di.lue.Uo 4e. ve.ltt.ie.Jtott e.11 u11 e.mbu.do de. 4ep<lil4-

c.i.6tt y 4e. acU.c..iolt4Jton 100 ml. de. cloit0601tmo, 1¡e.•a9U6 

v-igo1t04<1111e.Jtte. y u de.j6 Upo4M l.a. mucl.a. ha4.t4 '4 .4e.­

JXWlc.i.6tt de. '44 do4 644U, u ex.tJr.o.jo e.l cloJt06o"llllD 1J 

nue.vame.ttte. 4e. adiC..:0111111.011 100 ml., Ml ha4ta comple.tait 

IOl.a.va~. 

-1.·l.3.2 Alcohol e-tlUco al 70l. Se. m.id..:eJton 70.0 ml. de. alcohol 

e,t.U.ico ab4ofuto y 4e. adic.lotta11.on 30. O mt. de. agua du­

.t.Uada. 

•l.4. 3.3 Sofuc.i.611 de Ve.Jtde. de me.tao. Se. PUMOll 2.0 g de. Ve.Jtde 

de. mua.o y 4e. wolv.ie.Jton con 100 mt. de agua de4Wa.­

da, y 4e. 4.c'.gu..c'.6 e.l wmo p!Loce.dim.te...to que. en e.l .inc..i4o 

4.4.3.1. 

4.4.3.4 Sofuc..i.6n de tJr.a.bajo. Se me.zclall.on 9.0 ml. de. ta 4ofu­

c.l611 acuo4a de. veltde. de mua.o al 2' con S. O ml. ele. ta 

4ofuc.i.611 acuo4a al 2% de. p.c'.itotU.tta "Y" o "G" y 20.0 ·1111'. 

de agua du.t.Uada. 
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l'ROCEV1M1 EIJTO: 

A l.Di. poJLta.abjúoi. pitepa.114doi. e.n e..l. pllOce.dtiM'.en.to de.l. ilu!.Uo -

4.3.2, •e. w l.4116 con a.tcohot o..f. 701 doi. 112cu, u ~n -

con l4 i.oluii6n di! .tltab4jo ~e. 1 S ho.1144; u u~11 m 

papel. 6.i.UJ<o y u l.4vllllDn con agua duta.d&. Se. obHA11AM11 al. 

111.icAoi.copio. 

4.S OBSERVAClON VE LAS PARTICULAS UTILIZANVO METOVOS lNl.fUNOLOGlCOS. 

4.S.1.1 Sotuc.Wn i.a.Uno. amo.lttigwzda con 601>6a.to1> pH 1.4. O.IS 

11. 

4.5.1.1.1 Sotuwn O.IS 11. di! clo!IWW de. i.ocUD; Se. pe.-

6111lOn 1 •. 1 9 de. clo""1!0 di! l>OIÜP !/ U 460114• 

1ton con agu« du.tita.dlt a un U,tJw. 

4. s. l. 1 • 2 Soluwn o. 1 s 11 di! 601> 6a.to d2 i.ocUa dib4".lco 

SI! pUaJton 21. 3 g de 6oi.6a.to de i.od.i.o ctib41if 
ca y i.e. a60ltllllDn a un UMo de. agua duut.a­

da. 

4.S.1.1.3 Soln.wn de ~oi.6a.to de. 6ocLio monobd.&.lco O.IS 

M. Se puaJton 1 .10 g de. 6oi.6F de i.od.iD mo 

noblf.l..lco y i.e. a60.11MOn con 100 mt. de. agua 

du.t.Wula. 
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PROCEVl.'il [,'/TO: 

Se mezd'a~''" 900 111C. de Ca &oí'uu6n O .15 11. de d'.<'JULJto de ~o­

dio, con: 

100 ml. de Ca. ~uCuc.úín 0.15 M. de S<'l6ttto de iodw cUbiú..i.co, y 

10 ml. de "•Cuc.<611 0.15 .'.l. de ~o&n.Lto de Mdfo manobiú,.lco. 

EC pi/ 6e ·'C~u.C6 a 7. ~. 

4. 5. 1. 2 A1u:.igaironaglobtLlúia /uu??ruta t>Wclucida en cab.,a !/ co11j1Lg<:!_ 

cfa co11 (úutúcú1J1a.to de .írtw,ciceúia) . 

.J.5.1.3 Su.Vlo aiiU-AVN "bte>iido efe pae<rntc en6erono de. lup<U> -

e:r.ltc>ma.tNo dllem.i.nado co11 .t[tufoo de mM de 1 O? u./mf.. 

PROCEVJ,llTfl/TO: 

Se cbtLtvieJL011 1 x 10" :tJr.06ozolto1>/me. con re.\ qu.e .ie Ucv6 a -

cabo una di Cur. i•)n 1 : 1000. Se .tom6 uiia gota u '~" c<'loc6 en 

po!Ltaobjetc' ¡JJteu.lrune1ite Ump.i.o !f dueng.,aMdo, •'lt« ie coCocó 

en u11a. e.i.tu6a a 37ºC., lta..i.ta qfte 6e oec6 Cago.ta. Sobte Ca 90-

t,1 ~e.ca 6e coCoc6 eC &tLVlo a.nt.i.-AVN obten.ido de pa.c.iente r116<'!!_ 

"'° de luy.«4 e-utc>ma.toM d.i.1><1m.i.J1ado. El po1r.ta.objeto &e coloc6 -

en tuut cru•1.Vta luúncda. a 37r C., du.Jr.a.nte 30 m.l11U.to6. Vei¡:ué& .ie 

lav6 con ~vúie.i.6n .iaí'..ina. 0J1w.U.lgua.da. con 6o&6a.too Vtl!.6 ve.ceo 

du1ut1ite 1 O m.i.Jurtoo, con ag.i..ta.c.i.611 !f 4e dejMon .iecM a .tcmµe.t<:!_ 

.tu1ut amb.lente. 
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U11a ve: l~coi, ic tv. coi'.uc6 rt ltH!llo antigammagtobuUna 6ttL~ 

ILeAccüuid~ y ie dc.ja11.011 1uwvameiite e.u ta cámMa húmeda dwurnte 

15 m.itULto.i a 31'C. Se lav6 11uevame1U:e ag.lta11do huaveme11.te. a -

tempvuz.twuz amú.ie.>U:c c.ott4ta11teme11.te; po6te.1Lio1t111e.lt.te .ie c.otoc.6 

f.a tam.i1til.ta e11 una 6of.uc.M1t Azul de. Evarth al 5~ dtLlt<Utte 20 m;:<;, 

nu.to&. Se favó f.a tam.i11ltta con agua de&.tltada !f 6e de.j6 4ec.M, 

&abite. ta tamliilUa &e f"WO gUc.e.IL.iM al 90% Ub11.c de 6ttL01tC6-

ccúta. Po11. tU'.tunu, ie c.oloc.6 un CtLblLeobjcto &ob11.e. la túnC...:611 

de. ta lamtit.:ff,1 !f le ic.U6 cl pvúmctllo de. úta c.011 baJtniz. 

~.6 A1SLA.\l1ENTO VEL AC1Vú VESOX1RR1BONUCLE1CO (AVNI VE E. H1STOLVT1CA EN 

GRADIENTE VE CLORURO VE CESIO. 

4.6.1 Sot<Lci6n 11.eg<Ltada.,a de 6046<Lto6 0.15 ./.t. pH 1.1. Se. pc&MOn 

4. 5 g de ctolttLILo de. &od.io, 2. 5 g de. 6o&6ato de. potah.W monobá-

6.(c.o !f 8. 09 g de. 604 6ato de. Md.io d..:bif6.ic.o. En d 011.de.n dc&~ 

to 61'. cLU.otv.imon la6 Mlc& e11 500 mt. de. agua b.idc&.t.iearl11, he 

ajtL6t6 a un pH de. 7 .1 !f he llevó a 1000 ml. 

~. 6. 2 Sofüc..i611 11.egulado11.a de t.l4.i6 pH 7. 8 Ac.ido [ti1.end.iami11ote.tlta­

c.Wc.o 0.1 /.t (EVTAI., T-'!MILldJtox.ime.t.leam.inomctano 0.05 M. 

(TRIS! 1J Sa1tc.M1JC al O. 5~. 

Se pc&MOtl 37.23 g de. EVTA, 6.0 g de. TRIS 1J 2.0 g de. Saltc.o&!Jl. 

Se. dl6olv.iVton lol 11.e.ac.tlva& c.n s-o mt. de. agua b.í.dc&t.i.l.ada ~ 

t~. 61'. ajtL6t6 a u11 pH de. 1.0 con de.ido c.lo1tlúdlt.ic.o 0.1 N. !f 
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6e a6o!L6 a 1000 mi'.. 

4. 6. 3 Sofitc.i.611 de enz.úna Júbanucl~a 100 )1-9 lml. Se p.'epM6 una 60~ 

c.l6n que co1tte.nla 1 O m.11 de TP.I s !J 1 5 ml.t de clallil·W de &ad.lo, -

ajuUa.do6 a un pfl de 7. 5. P<til.ll e.Uo &e pe&6 1. 85 g de TUS, -

0.43 g de clo/UJ!l.O de 6acUa. Se dl/.olv.ie.11.0n la6 6~~ en 250 ml. 

de agua. b.ldM.t.llada e6all.il., .i.e a.juH.6 a. un pll de 7. s tJ u U!_ 

v6 a 500 ml. Con 1.0 ml. de e.1.ta &o!uci611, &e 11econ6.tltutjeJ1Dn 

lo& 1 00 fg de la. enz.lma. l.io6..:Uzad.: 

./. 6. 4 Soluc,l611 de wz.ima Plt0.te.lna.6a. K 100 pg /ml. Con 1 • O ml. de 

agua. b.ld~.t.llada e6tbt.lt 6e 1tecon6Utuy6 l 00 )'9. de la. enz..lma 

Uo6.lUzada • 

. J. 6. 5 Co.COJta.ntc Hoeclt-6.t N~ 33258 Mpecú6 ico ¡.>aJta el AVN. 

El colo..,.mite .i.e d.l&otv.(6 can ag"a b.ldM U Cada eH~Jt.ll; 6e p!le­

pa.11.6 una 6D.fuc..i611 a una co11ce».tlr.ac.i61t de 200 ¡.ig/mC. 
I 

./.6.6 Soluc.i611 >Mu.:z.ada de CloJz.UJta de ce.1.lo pfl 8.5 en TRIS 0.02 M. 

4.6.6.1 Soiuc..l6n TRIS 0.02 ,'l.: &e pe.i.6 1.21 g de TRIS 1J .i.e cU-

6ai.v.l6 en 250 ml. de agua b.ide&t.lla.da u.tw.t., &e d.j~ 

.t6 a un pH de 8. 5 1j 6e a.601t6 a 500 mi. 

Se pe6a.wn 130 g de ctu....0110 de_ ce6..:0 1J .i.e d.i.i.olv leMn eit 10 ml. 

de &oluc.Wn TRIS 0.02 M. !J una vez dll.uelta 6e 6ll..tlr.6 poi! me­

di.o de u11a memb1ta1ia m.(ll.(pa1te de O. 22 ml~ de cWfme.tlto. 
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•1.6. 7 !~opMpruwl mMea &t!feA Q. P. Se u.:UUz6 6.in dilui.Jr.. 

PROCEVIllI El/TO: 

Se ta.vaJtOn 1 " 1 o9 am.lba..1 en tubo4 de pt4.6:U.eo et>tllti.le6 de. -

50. O ml. con 4oluc.i6n 1>a.lbta. amoJLt.lguada con 601>6a.to pi/ 1. 1, -

41! ce.n.tlu'.6ugcVton a 1250 " g JO' 4°C (6 vecet>). 

El 4obJte.nadait.te. 1>e. de.can.t6. F.inalme.nte. <tl p¡que.te ce.lu.l.aJL u 

le. ad.lc.lonaJtOn 9. O mi'.. de. 1>ol.u.u6n Jt.egulado!14 de. W.ll>, po6te.-

11.l0Jt.me.nte. 4e. adle.lo1U1.Jt.o>< 100 ¡tg/ml. de. ta. 6olu.c.i6n de. e.nz.lma Jr..ib~ 

nuc.le.a.&a A (4.6.3) lJ H .útcub6 3 hoJt.a4 a 31ºC. Segu.lda. de. e.4.ta. 

.tncubac.Wn 6e. ad.luonaJt.on 100 pg/ml. de. la. 6olu.c.i6n de. e.nz.lma 

PJt.Ote..ina..la K (4.6.4) lJ 6e. .ú1cub6 a 6SºC. duJt.ante. 2 hoJt.M, a.t. -

cabo de. e.6te. Uempo, 6e. agJteg6 1 .o ml. ¡le. cololt4ttte. Hoech4t e!_ 

pe.c.l6.ico paJLa AVN y 6e. .lnc.u.b6 a .te.mpeJUl..tulr.a amb.le.nte. dUIUU!te -

l S minuto 4 • 

En u1t .tubo Be.ckman 11~ 342414 de pli!l.t.lco que. conten.<.a 30.0 .ml..­

de c.loJt.UJt.O de cet>.lo M..tuJu1do pH 8. 5 4 e. .lncoJt.poJt.6 e.l Wado, e!!. 

4egu..:da 4e 1>e.U6 e.l tubo poJt. med..:o de caloJt, luego 6e. me.:U.6 a -

una cen.tlú6uga maJt.ca Bechman LS-SS Jt.o.tolt VII-SO duJt.ante. 18 ho­

ILM, a 161, 151 Xg a 4ºC. 

Al cabo de e.6te Uempo 4e 1>ac6 e.l tubo de. la. uUJl4c'en.tlú6uga 1J 

con ta. <llJUda de. una i4mpa1111 de luz ul.tlLav.iote.ta 4e ~otog1ta6.úl.-

11on la.& banda.6 de. AVll p1Le.6e.ntu en e.l .tubo. 
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E4ta..6 6ueJton 4epcvutdM punc.i.lmando e.l .tubo de plál.~o. 

Cada una de lM b1111da& (4upl!JWlJt e .ót6e.Jt.lo.1tl 4e .fa.v<IJton con -

.UopJtOpanol en una .1te.laCA'.6n 1: 1, 4e me.zc.t6 4uavl!lllente y 4e de­

j<IJton 41.paJt<I.lt la4 do4 6<I4u; con ut!ll p.ipeta P<I4.teu.lt u.tfM.l. 4e 

ff.e.tiJr.6 .fa 644e. 4upe.Jt.loff. que con.te.n'4 eL .U.opJtOp<InDl.. E4.te lav~ 

do 41. 1tea.Uz6 do4 ve.cu 1111!6. 

4. 7 PURJFICACION VEL AVN 

4 • 7. 1 Vi4.U.4.U del AVN 

Una vez t.avadM .fD.4 banda4 4upl!M'.olt e .ót6VL<'.off., 4e depo4W et. 

volumen de cada ull4 de e.t.lM en do4 bol.4<14 paJta cUaU.z<IJt.fa.4 en 

agua b.ldutil.ada. ut.w.t. con ag.UO.CA'.611 duff.attt.e 48 hoff.<14, cam­

b.la.ndo e.l agua ca.da. 6 hoJtM • 

4. 7. 2 AjtJAt.e de 1ofuc.l6n dottde 4e ettcon.tlla.ba el AVN a una cottcen-

.tlta.c.i6n de acetato de 4odio O. 3 M. pi! 5. 2. 

4. 7.2.1 Soluc,í.6n de ace.:ta.to de McUo 20 M. pfl S. 2. 

Se pM<VtOn 272 .18 g de acetato de &odio y u di4ot.v..:e­

Jtott en 100 ml. de agua b.ldut.Uada ut.Wi. y 4e ajUAt.6 

a u11 pfl de 5.2. 

PROCEVlMIENTO: 

A e.a .iofuc.l6tt donde 4e e11con.tlr.<Ib1111 ca.da una de la.6 b1111d<I4 de 
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AVN <1e. adlwn6 el volwne.11 ne.cua.11.<'.o de. Acdll.to de. Socüo 20 /.1, 

hall.ta. .te.neJLla..! a. una. co11ce.n.t.\ac.l6'11 6.inat de O. 3 /.1, 

4. 7 .3 Plr.e.ci.p-i..taci.611 del AVN COI! e.ta.nol. abl>ofu.to a. 4•c. 

PROCEl11M1EllTO: 

En do6 Mo6 Colr.vt Becbwt 6i.Ucon.i.za.do6 u rrt.úU6 el. voltUllen -

de. cada una de. la.6 ba.nda.6 y 61! plte.c.ipU6 el. ADN COll e.t<uwt ab-

60lu.to e.11 una. 1r.e.t.ac.i6'11 1 : 2 :5 volúnuttte.6. 

PROCEflI/.IIENTO: 

Lo6 .tubo4 que con.tenla.n e.t. AON p1r.e.c.ipUa.do 6e. cotoC4/l.011 en una. 

ce.n.t.oi.l&uga llla.Jr.ca. So1r.va.U P.C-SB pa!lll. ce.n.tJt.l6uga.Jr.l.o4 a. 1 2, 000 X 

9 cfwr.an.te. 30 mbw.to4 a. 4°C. 
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4. 7 .5.1 Sofueión 6enol; c.lo11.06011mo-a.lcol10l .ú.oamlUco en una 

p1Wp011.ci6n 24:1. A uta mezw <1e aclfownó beta-me11.­

co.µV]etano.t e lúdll.ox.<.qubtole.<na, aju<lt.a.da a una c.on­

bl.a.clón de.t 1 % • 

PROCEVIMI Elfl"O: 

En do6 .tubo& Ca11.ex 6e m;,dl6 el vofumen de co.da una de l.tu. ban­

da.6 y <le ad ic.i.tm6 un volumen .igual de. .ta 6olucú6n p11.epaJUI.da en 

el .lnwo 4. 7. 5.1, y 6e cenW6uga1to11 l~6 .tubo<1 a 1, 200 Xg du­

JuUt.te 5 múw.-t-0<1 o. te.mpe!La.twut o.mb.le.nte. 

Po6tell..l0Jtme1t.te c.011 p.ipeta Pa6.teu.Jr. ut€JU.i. 6e 11.eC!l<pell.6 c.l AVIJ -

de CD.do. una de la6 banda.6 y <1e 11.ep.LU6 .ta extll.ac.cú6n 6en6Uca. 

una vez mo.6. Al AV/./ de co.da una de la6 banda.6 6e le aCÜt!Á.On6 

el vofume11 11ece6ll1Úo .de aceta.to de &ocUo 20 U. paJUI. Ueglllt a 

.tene.11. una c.011c.enbl.a.cú6n 6.lnal de acetato de <1od.lo 0.3 M. 

U AVN 6e 11.ep11.ecip.Uó con etanol ab<1oluto a 4°C. en pll.opMeión 

1:2.5. Se 11.e611..{ge11.cV1.on lo6 .tubo<1 dull.ante 3 ltoJUU a 4ºC y <1e -

cen.tu'.6uga11.011 a 12,000 Xg dull.ante 30 m.lnuto6 a 4°C. E.t AVN 6e 

coCoc.6 en un Jtotavopoll..lzadoll. Savan <1peed vac.. c.once1t.tll.ato11. du­

Jt.a.nte 2 o m.lnu.to-1> 

Fina.l'mente ./>e d.lluy6 cada una de l.tu. banda.6 en 500 fil· de agua 

b.ldu.tilada ut~. 
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4. 8 CARACTER1ZAC10N PARCIAL VEL AVN POR ELECTROFORESIS EN AGAROSA AL 0. 7% 

4. 8.1 Enz.úna.6 de. Jte.l.tlúcwn ut.i.Uzado~ ¡-.-.~a la. di!leU-i.6n de.l AVN. 

B.iola.bl. Nw Ell!Jla.nd. 

Se. u.ti.UzaJWn conb.ideJtando que 2. O U de e.nz.úna .6on ne.eP.MtuM 

piVU1 digeJ!.Ül 1 f9 de AVN. 

4. 8.1.1 Sm<l con wut a.cU.v.idad upeel6.lca de 4 Ulpl 

4. 8.1.2 11.lnd-1!1 con una ac.t.iv..:dad upe.cl6.ica de. 5.8 Uf¡d-

4.8.1.3 Hpa-lI con una aeti.v.idad upecl6.ica de. 3.5 U/¡d-

4. 8.1. 4 MSP-1 con Utt4 a.c.ti.v.ida.d e..6pe.cl6.lca de 20 U'fl 

4.8.1.5 ALU-I con WUl ad.i.v.ida.d upeú6.ica de 10 U'fl 

4. 8.1.6 PST-I con utta ac.t.iv.ida.d upe.ú6.ica de 8 U!ft 

4. 8.1.1 Sau-3-A con una act.iv.idad upeú6.ica de 1 Ulpl-

4. 8.1.8 Soln.c.i6n Jtegu.la.doJta de EVTA 

PROCEVIMIE~·- ': 

A 1 tubo.6 eppe.ndOJt6 6e .f.u eo.f.oc6 3 f.f. de AVN de .f.a banda 6up~ 

Jt.ioJt en cada uno, y de .igual 6oll17la 6 e depo.6.itaJIOn en obr.a.6 1 -

.tubo.6 eppe.ndOJt6 3 pl de AVN de la. banda .in(e.Jt.ioJt, po.6te.Jt.ioll17I~ 

te H ad.ic.iottaJton a cada uno de .f.o.6 14 tubo.6 3 p.t de Mln.c.idn 

Jtegu.f.adoJta 1 ax 1J .6e. e.a.f.CIJ..f.6 e.f. vo.f.ume.11 de agua b.i.dut.i.f.ada u­

tWi. ne.euaJt.i<t paJta que cada .tubo .tuv.ie.Jta un ·volumen 6.útai. de 

30 f.f.• e.oM.ideJtartdo e.f. vo.f.umen de e.nz.ima que 6e ad.ic.ioltlllLÚl a 
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cttda. .tubo po6.te/Ú01u11eiite, a..6.i. como 6e muM.tlut en la TABLA N: 1. 

Po6tllio-'Unmte H. -lnwbMon lo6 C!<LWJtce. tuba6 Eppe11dc-t6 5 IJM. 

Cl 37'C, dupuéA de c..1te .ti.ernpo, 6e ttcUC!.úJnaJWn 6 )d. de EVTA -

0.5 M Pfl • 8.0 acUuonttdtt de FjcoU ~00 <tC 30% !f de ttzu.l de. -

b1tomo6c11oi a.t O, 25%. 

4.8.2 P1tepMacÁ611 de gel de il!JM06Cl a.t O. 7% con bJtOmWto de. e.t:.i.cünm. 

4.8.2.1 SaCuc..Wn 11.e.gulado1ta de biM boMto6 0.089M Pfl 8. 

se pe.6M01t 54.0 g de Tw ba.6e, 27.5 g de dudo b611.i.­

ca y 6e cll6olv.le.Jt011 en 2, 500 ml. de agua b<'.de.6.tiladtt 

e.6tM.il. y 6e ruUc..ianMOn 20 ml. de. EVTA O. 5 Al y 6e tt­

ju6tfi a un pfl de 8 y 6e. a601t6 a 5 U6. con Cl{Jwt b.id~ 

:U.lttda e.6tWL 

PROCEVlMl ENTO: 

Se puMon 2.1 g de agMo6a y 6e. cll6olv.ielt011 e11 300 ml de la -

Mluu6n 11.esui.o.do11.a de TiLl6-boJtato6 0.089 M Pfl 8.0 1J 6obite u11a 

placa de vúltúo de 21 x 22 cm. he v.iJr.ti.6 la agMo6a lutóta obt!e. 

llelt un upuoit de apltOx.imadamente 5 mm., 6 e coloc6 6ob1te. c.f. -

gel un adaptadoit palla p11.ac.t.lca1t 20 pozo6 e.11 l.06 watu 6e -

col.oea1to11 la.6 mue.6tlta6, luego 6e pu6o el gel en una cámaita pa­

Jta electlto60Jte.6.W hoit.lzonta.l u.UUzando una 6oluci.6n 11.esulado­

lta palla e.l coltlÚm.ien.to de la.6 muutlta6 de. Ttú.6-bo11.ato6 O. 089 M 

Pfl • 8. 



AVN AfJll SOLUCIOll AGUA BlfJESTI LAVA JI.. VE 
SOLUCIOll 

TUBO ENZIMA B.S. B.1. REG. 10X ESTERIL EfJTA. }lt 
1 )'9/ml. 1 !'g/mt !'l. ?-

EllZIMA o. 5 M Pli-8 

Sma 3 22.5 1 .5 6 

Sma 3 3 22.5 1.5 6 

fl.ú1d-l1I 22.97 1.03 

4 fli.nd-111 3 22.97 1.03 6 .... 
flpa-11 22.29 1. 71 6 > 

"" 6 flpa-11 22. 29 1. 71 6 
> 

MSP-I 3 23.7 0.3 

MSP-1 3 3 23.7 0.3 
,.. 

ALU-1 23.4 e, 6 

10 ALU-1 3 23.4 0.6 6 

11 PST-1 3 23.25 o. 75 6 

12 PST-1 3 3 23.25 o. 75 6 

13 SAU-3A 3 18 6 

14 SAU-3A 3 3 18 6 6 
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Se c.a.f.aCLV!.On en ,f1u. pazo.i. 20 muu.tlul.6 e.JI e.e. 6<'.gu.ie11.te 01Lden: 

POZO 

M<VLc.adolL fllf.IO III 20 !JL 
AVN BAf.IOA INFERIOR 10!JL 

3 AVN BAf.IOA SUPERIOR 10 )Ll 

4 Muu.tlr4 de..f. Tubo 1 30 ¡d-

Muu.tlr4 de..f. Tuba 2 30 ¡d-

Muu.tlr4 de..f. Tubo 3 30 ¡d-

Muu.tlr4 de..f. Tuba 4 30¡d 

Muu.tlr4 de..f. Tubo s 30 y.-t. 
Muu.tlr4 de..f. Tubo 6 30 )Ll 

10 Muu.tlr4 de..f. Tubo 30 p.t. ,, Muu.tlr4 de..f. Tubo 8 30 f1-
, 2 Muu.tlr4 de..f. Tubo 9 30 p.t. 

13 Muu.tlr4 de..f. Tubo 10 30 pL. 

14 Muu.tlr4 de..f. Tubo " 30 pi-

IS Muu.tlr4 de..f. Tubo 12 30 ¡d-

16 Muu.tlr4 de..f. Tubo 13 30 y.-t. 
11 Muu.tlr4 de..f. Tubo 14 30 y.-t. 
18 AVN BAf.IOA INFERIOR 10 y.-t. 
19 AVN BANVA SUPERIOR 1 o p.t. 

20 MARCAVOR G fl.lnd I 1I 20.pL. 

!f H a.pUc.411.on 30 vo.f..U CÍU/U1.1't:e 1 8 /iJtA. A.f. cabo de Ute. .tll!J!!. 

po 6e Uev6 e.e. ge.f. a..f. :Oi.at1.6.ltJJm,úuu1o1t de. .f.uz u.Ulutv.i.old4 y -

6e .tom6 60.tog1U16.la.. 



CAPITULO V 

5.- RESULTAVOS: 

Lo& Jr.e&uUado& ob:tettido& del empleo de lectimu e.amo 6Uol1ema9lut.l1U:11a& L~ 

mulu& pofyphemU& tJ pha&eofU& vulgaJLi,i, ob.tettida de GIBCO LabOJtatoJt.ie,& que 

&e u.tl.UzaJton paJta 6avoJtec.eJt la dJ.v.i1>.i611 c.elulalt en fo& c.u.U.ivo& de amiba&, 

dJ.eJton poc.a -<'1160Jtmae.i611, pue& lM pa11-ti'eufa6 de AV•J 6uvw11 poc.o vü.tbfe&, 

polt lo que dec.ld.tmo& ut.a.i.zaJt o.tita& tér11lro& ¡XtJta demo&tltaJt la p1tue11e.ta -

del mateltlai. ge11étic.o e11 fa& amiba6 ut.if.üa11do método.& eltoqu.[m.ic.o&. La&-

6igUJta& 1 !1 2 mueU1ta11 fa ti11c.i611 de. G.iem&a upeú6.tea tXVta AVN. 

FIGURA 1: T.l11u611 COlt Wlt.l9l1t G.iem&a upec..<:6.{c.a pMa AVN. 
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FIGURA 2: T .inu6n e.ar, "G.lemM" dup.;ú de. 72 Ita=~ de. liabM. .lnrubada &6 

am.lbcu a 37"C. 

FIGURA 3: T.&tc.l6tt de Feulgett [JO! Mpec.16.lca paM AVN. Lcu :tú1c..lanM nue­

·1ta11 c.aoitJuw.tadM ·"ª" 60fuc.l6tt de VM.de fuz ae. 2i d=:te. da' m.l­

ttU:ta6 tf paa.tM..i.aJtme.Me. nuM.att fuvada..I COtt agua b.(de,,i.Ufada. 
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F!GURA 4: T.útc..lón de Feu.lgen. Se obhvr.v11 e.t AVN de. c.o.lolL m11g11-e-tn 

du..tlt.ibu..ldo en 601U11a .ütltegLLiaJL en .loh rufo.leoh de w am-lbM, 

M.<. e.amo la t.lnc.l6n de vvr.de met.l.t p-l/Loll-ltut, tambúfo e.hpee.<.M­

"-" p<VUt AVN e.amo he mueA-tlLa en .ll1.6 6.ifJuJta..1 5 q 6. 



FIGURA 5: T.útc.-ifin veJtde me,tlt. piJr.on.lna Mpec..l6.ic.a p<VU1 AVN 

FIGURA 6: T btc.l6n vexde me,tlt. piJr.on.lna Mpec..lM,c.a p<VU1 AVN 
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Otlt.o de lo6 p!toc.e.cUm.ien.to6 u.ti.Uzado6 6ue mecüa.tite .téc.túc<U> .ú1111trnol6g.ic.M 

pOIL .ú1111u1106fuo1tuc.enc,ia .ind.iltec..ta, en donde 6e v.i4uali.z6 la p!tMenc.i.a de.l 

AVN, como 6e muu.tJut en w 6.lgUJLM 1 y 8 

FIGURA 1 

FIGURA 8 
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Lo& 1tutd.tado& obten .. ülo& del ai..6tam.len..to d<!.l AVN en .g1tad.le1tt<!. de. CtoJtWt.o -

de cu..:o;&e 1J1te..1e.1itan en ta 6.i9UM 9 y 6.i11a.f.me1tte eit .fa. 6.lguJUt ·10 6e pite~ 

&enta ea ca1tactVÚzac.l61t paltc.laf med.lan..te tlec..Vfo6oliu.U dé la..6 do& banda& 

obten.úla.-1> de AVN dUJtan..te et ai..6fa111.ie11to, ttt<..Uzit1tdo pMa···eeeo &.tete endo~ 

ctea&M de 1tutlúc.c.l611 .. 

FlGURA 9: AUlam.len.to del AVN en g1tacUente de c.to>wlto de cu.lo .. 

Banda 
Sup .. 

Banda 
lit~-
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FIGURA 10: CaJtaúVU:zacwn paJt.c<ai. de fu.I. do& bandM obten.idM dwtante et 

<U6 tam-ietito de.e. AVN. 

i * J SIN VEGRAVAR 

}I H-Ill 

ln6 · • 

Sllp. • 

S.Sma 

I.Sma 

S.H111 

I.H111 

s. Hpa-11 

I. Hpa-11 

s. M&p-I 
l; M&p-T 

.<. Mll-1 

I. Atu-r 

s. P&t-T 

r. P&t-1 

s. Sltll-3A 

I. Sltll-3A 

In~ . . 
Sup. • 
J._ H 111 
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C A P 1 T U L O V1 

6. - V1SCUS10N: 

Como !Ja 4e menchln6 anteJ!.loJUnen.te., lo4 u.t:udi.o4 11.etachina.do4 con el. ma.te.­

ILi.al genWco en .ta.4 amiba.\ 6ue.Jr.On búc.la.do4 poi!. Sop.lna (311, quien hüo -

no.ttu la pituenc.la de cf..lrnbw,to4 cMmo4oma4 e•t el. e.ndo4oma de .iu núcleo, "'.~ 

11..lando él.tD.1 de acue11.do a la upec.le de la. amiba; .1.ln emball.go, en ute ~ 

bajo 4e .ie.iíal.6 que no 6ue.Jr.On lllL!/ v.l4.lblu .ta.4 di6e11.entu Wpa4 de la cUvf 

4.i6n IW.cle.M. 

Poi!. otJr.D lo.do, to.1 u.t:udi.o.1 de Mowu (19) con E • .lnvade.n4 mo.1.tltaiton cla.-

11.amente alguna4 etapa4 de div.U..l6n nucleaJt dull.ante e1. enqu.l6ta.m.lento, La 

ob.1e11.vac.l6n de utD.1 J1.Uultado.1 no.1 mo.Uv6 a u..til.lzM lec.t..lna.4 y 6avo11.ece.11. 

la. m.lto4.l4 con e1. obje.tD de de.teJLrn.inaJ!. la mOJL6olog.{a de l.D4 cJtOmo4oma.4. E! 

.tD a IW.U.tl<o ju.le.lo .tiene .lmpoll.tanc..ia. po11.que .1.ltúa la e-tapa 6.llogenUlca -

de la.\ am.lbM lle.lachil!D.da a la. con601tmac.l6n del. contenido genU..:co de 

e1..ta.4. 

Nuu.tJ<o.1 útte.nto4 .tlul-tando de v.l4uaUzM lo.1 cJr.Omo.loma4 u.UUzando tec,U.­

~ die11.on como 11.uultn.do la ob.1e11.vac.l611 de pequeña.I> pau.lcula4 que, a 

IW.Utllo ju.le.lo, podlr..úxn c0Muponde11. a C11.omo.1oma4, pMbablemen-te 4.l la ob­

.1e.11.vac.l6n .ie hub.le.Jr.a hecho al múvw.icop.lo e1.ec..tlr.6n.lco te.ndJÚLlmo.1 una .ln6o~ 

mac.l6n m~~ completa. 

Sin embMgo, ,con la4 .tútc.lonu upec.<'.6.lcM pMa el. AVN u..t.ll.izada4, puclimo.1 

ob.1e11.vM la e.11.oma.timt pe.Jr..l6lM:ca del núcleo cU.IV<.lbu.lda e.n 6oJUna muy .iM.e-
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!-. .•• JA, a.1.( como <1e.iia.fuJ< que. e.l e.ndo<1ama nuc.le.<Vt t10 6ue. c.e.ntlu:tl.. 

0.tJut me.todo lag .la que. uU.uzamo<1 Pa!Ul l.a de.mo4.tJutc.Wn de.l c.onte.n.ido de. ADN -

en l.tU anúba<I, 6ue. u.tlUzando t~ de. .inmw106.f.uo11.uc.e.neút bu:t.Ute.cta., 
donde. claMme.nte. ob<1e.11.vamo<1 que. e.l contenido de. ADN utuvo p11.ue.nte. en et -

núcleo dU.tJt.ibu.,ldo en 6011.ma i.Megu.l.M.. 

El pll..ime.Jr.O en wlM el. c.onten.ldo de. ADN de. (.04 núc.le.o4 de. d.i6e.11.e.ntu c.epa.6 

de. E. hltitoly.tú!a. u.tlllzando un glUUUe.nte. de. c.lolUJ.ltO de. e.U.lo 6ue. Re.e.ve.4 -

(23), quien de.mo<1Vt.6 que. ll.te. 6ue. d.l6e.11.e.nte. de. ac.ue.11.do a la Upe.e.le. de. am.l­

ba uU.U.zada: Al..lJn.l4mo L6pe.z Re.u.<.Ua ( 17), mo4.tJL6 que. hab.la 6luc.tuac.lone.4 -

e.n et c.onte.n.ldo de. AllN wlado de. d.l6 e.11.entu ce.~ de. am.lba4, .tita.tanda de. -

Jtel.a.c.lonall. la d.l6e.11.e.nte c.an.t.idad de. ADN, con patoge.n.lc..ldad. El pll.Oblema H -

pll.Uenta cuando e.n do4 e.epa..\ de. E. hil>toly.tic.a mo11.6ol.6g.lc.ame.nte. .igual.u, - · 

wut u capaz de. p1t0duc..lll. .úlua.1.(v,úJ.a.d a 611gano4 y lp. o.tJul 4e. compol!.t4 e.n 60~ 

ma come.Mal.. Sln e.mbMgo, la me.todolog.la u.tlllzada poli. lo4 do4 autoitu ant~ 

Jt.lo11.me.nte menc.lonado4, da.ta de hace. m44 de. JO aiio4, poli. lo que. pe.Mamo4 que. 

l.o4 Jte.4uUado4 podlúan mod.l6.lcalt4e. c.oM.lde.itable.mente. u..tlUr.ando wut me.todo­

log.la mi!.4 ac.tuaUzada. 

Nuutito titabajo c.on4.l4U6 en wi.JJJL el ADN de. E. h..u.tot.g,t.ú!a cepa flM-1 y -

Ue.vait a e.abo con el.la una pult.(6.lc.ac.l6n y c.aJtac.te.Jt.lzac..l6n paltc..lal u.t<Uzan­

do 4.le.te. enz.lm'14 de. 11.utlt.lcc..l6n e.amo 4e. mue.4.tJul en la4 6.lgUll.a.I 9 y 1 O. 

Una de f.a.1 enz.lma4 de 11.utll.lc.c..l6n u.:t.Wzada. 6ue. Sma, ·que. al .{i¡uaf. -

que. H-Utd-111 .Ue.11e un c.ompolltam.le.nto 4e.me.jante. en la banda .ln5e.Jt.lo11., 

4.l cort4.lde.11.amo4 que Sma 11.0mpe. enlace.4 e.ntite. guan.óut y Clto4.lna en donde 4e. 

J'!LUe.nta la 4.lg!.Ue.itte <1e.cuenc..la 5 .. CpCpCp.~.GpGpGp .. 3' y que fl.lnd-11111.0m­

pe. enl.ac.e.i entlle aden.lna y aden.lna en l.a. 4e.cuenc.la 5'. .Ap5 ApGpCpTpTp •• 3 • 
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podemo4 6ei!alM ¡J011. e.l .tama:íio de lo4 61ta:gmen-to4, que u.tcu. 4eeue.n~ no u-

tdtt pltuen.tu en el AVN de la: banda: .in6l!M'.olt. Polt lo col1.tJr.alUo, en la ba:nda: 

4UpeJt.Ú>1t 41. eAtán pltMelttM, pueh a:unque la lúdll.6U/.i.A nue pequeiia, i.l:.ta 4e 

ob4eAv6 obte>úélldo4e 6JtaBmeMo4 que pueden C.OltltMpondelt .i un con.ten.ido de. -

23, 130 pa:Jtu de biu.u con un puo mole.c.uta:it a:p1toxi.ma:do de. 15 x 106 f}. Con -

lo. enz.ima: fl.illd-Ill (30), eAto4 61tllgme.n.to4 601tma:do4 con.tlene>t en.tite 9,414 y 

23, 1 30 pa:ltM de. bMM y hu puo mole.c.ula:Jt ut6. en.tite. 6. 12 x 106 y 15 x 706 

f}. 

Con to que. 1tupe.c.ta: a: l.o.4 e.ndonudeaha:4 flpa:-II y M4p-I (26,291, l.o.4 do4 lú­

dltoUzan e.l enlace. eit.úl.e Cltoh.illa: y CUo4.i1111 en la: 4ec.ue.nc..Ul a: 5' •• m Cp~c.p­

GpGp ••• 3' la d.i6e.1te.nclo. u que. Hpa:-II no a:c.túa. 4ob1te. e.l enlace Clto4.ina:-Cl­

ta6.i11a cuando la: ba:4 e H e.nc.uen.tluz me.t.ila:da:; la: a:c.Uv.idad de f/pa II que 4e 

pltu e>t.t6 con la ba:nda: 6upelt.ioit dio 6itagmen-to4 con un 11.ÚmeJW ma:yo1t de 4, 311 -

pa:Jteh de ba:4M y un· puo molec.ul.o.Jt de 2. 84 x 106 V. Sin emba:Jtgo, co11 la bai_!; 

da: .i.n6e1tio1t, la: enz.úna f/pa:-II no· p1te6en.t6 n.illguna a:c.Uv.idad. lo que pito pon!_ 

mo& e4 que la 4ecue.ne-ú1 e.n donde 4e e.nc.uen.tltll el enlace que Mmpe e4.ta: eitz.l-

-.1 e 6 taba: met.ll.o.do. 

O.tita de lM e11do11uc.lea4a:4 6ue M4p-l (6, 28}, 4.i co114.ide1tamo6 que Mta enzi­

ma p1tue1t.ta: ac.Uv.lda:d cuando u.ti! p1tuente la 4.igu.imte. 4e.c.ue11c..ia 5' •• Cp) •• 

CpGpGp • . 3 a.t Ueva:Jt a: c.a:bo la lúdit6Ul.i.A con liu. do4 ba:nda:4 obte.n.lda.I. de -

AVN pud.úno4 ob4e1tva1t que con la banda 6upe.Jt.lo1t H 601tma:1ton 61ta9me.n.to4 c.o11 un 

1uíme11.o de biu.u apitoU!nado de. 4,371 y un pMo molec.ula:Jt de 2.84 x 106, ha­

biendo co11 la banda: .ln 6ellio1t una: ma:yoJt a:c.t.iv.lda:d, puu lo4 61ta:9meit.toh 601t-

11iado~ p1te6enta:M11 un 11úme1to de pa1e.1> de biu.u de 2, 028 y un pe.ho molec.u-
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lM de 1 .32" 10 6• Cabe Hñalalr. que e.l hallazgo de enc.on.tltM el AVll de la 

amiba. con ba.1u m~ u .úiteJtuante, pu.u de ac.ueAdo a lo JtepolLta.do -

polt CoopeJt 1J Wh.i.t.takeJt ! 2, 341, he .útci.de que en la ucala 5'.u.ogenUi.ca. -

loh AUN poco me..tiladoh COMUponden a.t AVN de loh .inl>ec.toh, el AVll media~ 

mente me.titado a loh IVLtlt6podoh IJ en loh ve.Jttebltado4 4e pltUenta el AON m!_ 

Ul4do en 6oJtma nofl> .impolt.tante; polt o.tlto lado, podlt.la. penl>tV!.l> e que tu.e -

pude .&eJt un mec.an.l.lmo de de6enha en con.Vut de la.\ e.nu:ma.1 que 4011 Ube1t11-

da.I poli. otJuu. bac.teJLUu>, a.1.l como de hu.& pJtopia.\ enz.ima.I. 

En JtelacA.611 a la ac,t..i.v.i.da.d p1tehenta.da poli. la endonucle114a AtlL-1 (24), lh:ta 

ltDmpe enlacu con la Hcuenc.út 5' .. ApGpÍCpTp .. 3' el JteAJJ.l.ta.do obten.ido -

cUo l4. 6oJtmacA.6n de 6Jtagmentoh con un tufmeJto de paltU de ba.&u en:tJte 6,557 

IJ 4,311 y un puo moleculM en:tlte 4.26 IJ 2.84" 106 Val.tonu. 

El compolt:tam.ien:to con la banda .in6elt.ioJt, 6ue el ob:teneA 6Jtagmen.toh m44 pe­

queñoh, 4.ie.11do th:toh de 4,371 paltu de ba.hu y un puo molec.ullVL de 2.84 " 

106. 

O.t:Jr.a. enz.ima de Jtu:tlt.icc.i6n que u:t..:Uzamoh 6ue Ph:t-1 (29), u.ta endonuclea­

ha tiene la capac.idad de Jtompelt el enlace 5' .. CpTpGpA~Gp .. 3'. El Jtu~ 

do de la acc.i6n enz.imitt.ica hoblte la banda. hupeA.iOJt de AVN dupulh de la e­

lec.tlto66Jtu.i4 cUo como Jtuu.ttado que he 60JtmM011 611.11g~en:toh laltgoh y th:toh 

al compMMlo4 con loh 6Jtagmentoh de.l AVN del Fago Lamda u.t.U.izado como .i!!_ 

d.icadoJt de pu oh moleculMu conoc.ido4, cUo como Jtuul:tado que apJtD".imada­

men:te loh 61tll!Jmentoh ob:ten.idoh con.ten.útn en.tlte 6, 551 y 4,311 paJtU de ba.-

4U, h.i:twfndolo con un puo moleculalt en:tlte 4.26 y 2.8" 106 Val:tonu. 
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Con la banda. .&t6vúo11. no lw.bo a.cc.<'.ón enz.<mc1Uca., poll. lo que .ú16elr..imo6 que. -

en el AVN de. e..1ta. banda. no lw.b.út una. 6e.cue.nc.ia de. ba.6e..I donde. utuv.ie.JUt pil!c 

6e.nte a.de.n.úta. y guanbta. ve.c.úta.bne.>ite., ¡ue..1.:to que. la .ima.gen ob6e.Jr.va.da. 6ue. ..l!c 

me.ja.nte. a. cuando con e..1ta. ba.nda. 6e. Ue.v6 a. cabo la ele.c.tllo6011.u.i6 ..1.&t .tJr.a.-

ta.11.la con n.&tguna. e.nz.<ma.. 

En 11.ela.c..:611 a. la ludlt.6U6.i6,p1L0cútc,úla. pOJr. la. e.ndonucleMa. Sa.u-3A (32), la -

a.ct.lv.ida.d de..la.MOUa.da. ..1ob11.e. e.l AVN u e.n lo..1 ..1W.0..1 donde. la ..1e.cue11c..ia. e..1 

S' •• SGpApTpCp •• 3 '. ..1.ie.ndo muy a.cli.va., µ.ie..1 lo..1 6114gme.nto6 del AVN en la -

ba.nda. . ..1upvúo11. coJr.Jr.upond.ie.Jr.011 a. 2, 322 pcvte..I de. ba.lu, con un puo mole.cu e 

laJr. de. 1. S x 106 Valto11e..1, lo que no6 .&td.ic6 que. uta. ..1ecue.nc..<it e..1.tlf p!LUC!!_ 

.te. en e.l AVN de. la.6 do..1 ba.nda.6 et>.tu.d.ia.da.6. 

Ve lo..1 11.e..1u.ltado..1 ob.te.n.ido6 pode.mo..1 conclu..ür. que 6e pudo a..i6lall y pl.Llt..i6.ica.Jr. 

el AVN de. E. h.i6t.olljli..c.a llevando a ca.be una CJV".actvúzac.i6n pallc.ia.l con C!!_ 

uina.6 de 11.e1>Wcc..i611, da.ndo la .ú16011.mac.i611 de qué .t.ipo y de. qué ..1e.cuc1Ic.ia. -

de ba.l e..1 e..1.tá cott..1.t.i.t!údo el AVN de E. h.i6.tol1j.t.ica., a..1.l como la p!te..1 e.ne.la. de 

. ba6U me.t.il.a.da.6, lo cua.l 110 ..le. liab-úJ. 11.epoJr.ta.do pa.Jr.a. uta. a.m.iba. !J tiene .impo!!_ 

.tanc.ia poJr.que. la ..1.ltíúl como un pilot.ozoa.Jr..io muy pecuUa.11., de acue.Jr.do a. la u­

ca.la b.iol6g.ica. que le. c0Me..1ponde., c11.e.em0..1 que e..1.to..1 e..1.tucU.o..1 dcvufo una pa.u­

ta. de. compa.11.11c.i611 a.l e..1.tud.ia.lt el AVN de. o.tlt<U> ce.pa.6 de E. h.i6.tolyti.ca., cuyo 

compoJr.ta.m.ie.nto et> d.i6e1te.n.te. 6Jr.e.n.te a.l lw.é..lpe.d, a.6.l como un mejoJr. conoc.im.iC!!_ 

t.o de. la ca.Jr.a.c.te.Jr..l..l:U.ca. b.iol6g.ica. de. u.te. pJr.o.tozoa.Jr..io. 



41 

8 1 8 L 1 O G R A F 1 A 

1.- Ad<un4, E. 8.: "Ana..i.y4,U, 06 5,087 ca4U 06 .lnvM.ive. amoe.b.UU..U.". Ami.b.i.tu.U. 

MliW!o, V. F. 1976, pfg. 735. 

2. - Albach, L.; Booden, T.; 8 oon, P.; Vown.úlg, S. : "Conce.pt4 06 6unct.io11 06 -

peM.pltl!/Ull non-cM.oma.tbt and endo4ome. .ln E. hMtqlvt.ica". AJtch • .invu.t. 

Me.d. (Mb:.), 1980; !l_ (1 Suppi): 63. 

3.- Ai1.t4!a.4, J.; Beave1t, P. C.; "Sa.imon cUe.t .ln 1t.ela.tion .to ame.b.ic co(,U.(A .in 

.the. dog". Ame1t. J. Me.d. Hyg. 1961; !..!!: 

4. - Ave1ty, C. T.; Macie.od, C. M.; and McCa/l..ty, M.; "s.tv.d.iu on the. c.hem.i.cal. -

114.twte. 06 the. 4ub4.tancu .útduc.lng .tllan4 601!111<1.t.ibn 06 Pne.umococcal. .typu. 

Induc.t.lon 06 bra.n46oltrrl<Lt<Dn by VNA 6Jtae.t.ion .U.ola.te.d 6Mm Pne.umococeu4 -

.type. 111". J. Expt. Me.d. 1944; !J._: 137 

5.- Beave1t, A.; L6pe.z, V. C.; y V'At.u.ianc!Jw E.; "Cutaneu.4 ameb.úu.U. Ó6 .tlie. -

e.ye.Ud wltli e.xten4..:0n .lnto the. 01t.b.lt". Ame1t. J. TMp. Me.d. Hyg. 1978; !J_ 

(6): 1133. 

6.- 13.Ur.d, A. P.: "VNA me.thyia..t.ion and .tlie. 611e.quency 06 cp:; .in an.úna.l VIJA". -

Nucle.lc aCÁ.tÚ Rue.a11ch. 1980; 8: 1499. 

7.- 8o4, H. J.: "An hypothu.W abou.t .the. Mle. 06 .intu.t.úial bac.te.ILÚl .in .the. -

v.illulence. 06 E. lu'..l.tot11Uc.a.". Ame.b.úu.W IMSS MWco, V. F. 1976; pdg. 

551. 



42 

8,- CIVVl.vr.a, G. M.; Sadum, E. H.; Fau..1t, E. C.: "The e66ec.t 06 pitOte.ln de6.i­

c..ient d.iw on the 4.U.c.ept.iblUty 06 gu.lnea µ,ig4 to .út6ect:.ion w..:th ~­

~· • Ameit. J. T1top. Med. Hyg. 1952; !_. 

9.- Coopel!., O. N.; Ta¡¡gaJLt, H. M.; l1'ICI Biltd, A.: "Umethyla.ted doma..iM .in vel!.­

.tebl!ate ONA". Nu.cle.ic ac.id Rueal!.Ch, 1983; !.J... N: 3: 647. 

10.- Vezma, C. Sltechan.; fl. T. Bal!.ba1ta.; H1tapchk, B.: "TehoJty and p1tae.t.ic.4 06 

lt.<Atotec.hnology". 2da. Ed. u.s.A. P<f!¡. ISO. 

11.- Gonz<Uez, M. A.; L6pez C. A.; y Tan.imo.to, Wek.i: "Ab4c.Uo ltepá.uco am.ib.ia­

no expel!.Ú11en.ta.t y c.and.idi.ai..U. opolt.twt.iA.ta". Am.ib.iíu..U. IMSS Mx.ic.o, V. f. 

1976; P<f!¡. 558. 

12.- Gu..t.il'!Aez, G.; "MaJIWli de .in6ectotogla". 6a. ed. Edlc.ionu médicM dd -

H~<1p.i.to.l ln6a>t.t.it de MéJC..ico, 1978, P<f!¡. 56. 

13.- J.iménez, C. E.; l<u.mate, J.: Col!.l!.el.ac.i6n cl.in.ica. de z.imodcmM de E. h.üta­

ty.t.ic.a: Al!.c.h. Invut. Méd. {Méx.), 1982, Jl. {Su.pt. 3): 77 

14.- l<enney, M.; Evetand, L. I<., and Ye1tmakov, V.: "Cy<1.t 06 E. hMtotyt.iea .ln 

.t.u.<1uu". Am.ib.iíu..U. IMSS. Mú.ú!o, V. F., 1976, P<f!¡. 546. 

15.- l<u.mate, J.; A/tanda, E.: "En6e1tmedadu d.iaNr.Uc.M en et ni.iio". Sa. ed. Ed.i­

c..ionu Méd.icM det Ho4pi.ta.t 1n6an.t.it de MWc.o, O. F., 1978, P<f!¡. 236. 



16.- LaMh, J. E.; "The e66ect 06 a lack.to9ue p11.oduc-ú19 di.U. on expeMinen.ta.l 

ameb.:.U.ü .ln dag4". AmeJt. J. T![op. Med. Hyg., 1952; !.: 

17.- L6pe.z Rev.i.Ua, R.; y G6'me.z, R.; "E. &..iéte(µµc4 E. inyqden.é· and f... 

11104hkovyW 6luctuatio~ 06 tite VNA contctnt 06 ivwúc tJUJphozoUu". -

expe/l.imen.tal palUU>.Uo.f.ogy, 1978; i!_: 243. 

43 

18.- /.10114 Go.Undo, J.; /.lait.Unez Palomo, A.; Cluívez, B.: "Inte114Cci.6n entl[e f: 

h.U.tolqüca y el ep.UeUo cecal de cobayo". AA.ch. Inv. Mld. (Mb.), 1978; 

9: 261. 

19.- MolUll.u Va.Uali.ta, M.; Ma.ta, B.; Ramlttez, B. E.; y Segwt4 J.: "1J.lv~.i.6n ~ 

nuclelll[ y p!tUencia de 111.lCJtotúbu.lo~ en ta di.6e1tenciaci.6n de E • .lnvad~". 

Mdl. Inv. Mld., 1982; .!}_ Sup. 3: 211. 

20.- Nabyl, I.; E~ahy, F.: "Cu.taneo~ amoebw~". /3Jti.tl6h JoUll.ll<Lt 06 pla.6.tic. 

4Wtgelt!/ 1978; !!_: 48. 

21.- 0Mzco, E.; MaJLtúiez Pa.f.cmo, A.; L6pez Rev.llta., R.; "Un modelo .ln v.ltlw -

paJt4 el u.tv.cli.o cwmt.ltaUvo de la. v.uw.tencia de E. hiAto.lJ¡.ti.ca". Mch. 

Inv. M€d. (Mú.J, 1978; 9: 257. 

22. - Rauclin, J. r .; GueJt.Mn,t, R. S.; "The "ole 06 adhe1tence .ln cy.tDpa.thogen.lc 

mecluin.l4m 06 E. lt.U.toly.Uca". Mch. Invu.t. Mé.d. 1982; !.. Supt. 2: 123. 

23.- Reevu, R. E.; TeNt.le, S.; y /.loMa.tvo, E.: "Cha!uicteJLi.za.t:.:on 06 deoU!ú­

bonucle.lc ac.ld 06 E. hiAtolqUca by cu.iwn chlolt.{.de d~Uy celttJLi6uga-



.t.i.011". The JouJtnal 06 PaJUL6.ltolog!{. 1971: i!_. N~ 5: 937. 

2~.- RobeJl.U, J.; M!fell.4, A. P.; MoiVL<'..6on, A.; "A Spec.i6.ic endonu.clea4<t 6JtDm 

MthJtobttc.teJr. 1.u.te.JLI>". J. Mol. B.iol. 1916: 102: 151. 

44 

25. - Ser:ú.tved<t, B.; 11 L<t <tm.ib.úu..i.6 .útvll.lol!<l poJL E. h.i.6.toltf.t.i.c<l". Gaceta MlcUe<t 

de MWc.o, 1970; 100: 101. 

26. - ShaJtp, A.; Sugden, B.; !f SambJtDoll, J.: "Ve.tec.tion 06 .two 1t.u.tll.ic.t.ion en­

don!Lclea4e ttruvU..:u .in Haemoph.il.IU> paJUt-.ln6luenztte u.1.lng a.na.l!{t.lc.a.l - . 

ll!J<llt.06<t, e-tJUd.iwn bJtDm.lde elec.t1t.opho1t.u.i.6". B.iochem.i.6tlr.!f, 1973; J.!: 
N~ 16: 3055. 

· 27. - Shtvt!{n, A. E.; RobeJt.U, J. R.: "Tioo lt.UtlUc.t.i.onUlie e11z.lme 61t.om Xan.tl1omo­

lt<Ll m<tlv<tc.e<tJWm 11 , J. Mol. &lol •. 1971; !J.!: 521. 

28. - S.ingeJr..: "me.th!{la.t.ú>n 06 motUe UveJr. VNA 6tud.led by meal\6 06 the lt.Utlr..l!:_ 

t.lot1 ettz.imu MSP-1 ttnd HPA-71". Se.lene.e, 1979; !Qi: 1019. 

29.- SmUh, L. V.; &a-ttneJr., R. F.; !1 Ju.Ua.n, V.: "The .i.6ol<tt.lon <ttul p<Vr;túl.t 

ch<llt.<tc.teJÚza.t.ion 06 <t new 1t.e1>tlr..lc.t.úm endo11Uc.lea4<t ~llom Plt.ov.idene.lo. 

6tulVLt.lC'. Nuc.le.lc ttc.iCU. Re1>ea1tc.lt, 1915; ~ N~ 2: 343. 

30.- SmU:h, O. H.; !f W.llc.ox, W. K.; "A 1t.e1>.0U:ruo11 enz.lme 61!.0m Hemop"-i.iw. 

.in6luenztte". J. Mol. B.iol. I 970; E_: 319. 



45 

31.- Sop.Uta, V. A.; Iv11nov11, S. B.; !J Col/..: "A 1>.tu.d!J 011 hil>tonu .út omoeba 

tuLcle..lc. b!f .úulUr.ee-t .úunutto6luo1tuce11ce me-thod". EJCpeMínen.tal. Ce.U RueaJLCh, 

1979: 12: 299. 

32._- Su4H11b11ch, J. S.; Mon6ooJL.t, C. H.; Sclúpho6, R.; and S.tobbeJl-Ól!lh, E. E.: 

"A ILU.tJi.ict.ú>n endomLcleal>e 61LOm Staph!JloCOCc.u.I auJLeu.6 11
• Nucl.e..lc. ac,úú,. 

RUe.ailch, 1916; 3. N~ 11: 3193. 

33.- Wd.Uon, J. V.; and CILifi, F.: "A U1wc.tu1Le 6olL VNA". Na.twte., )JJ_: 136. 

Wd.Uon, J. V.; and CJúch, F.: "Gene.tic .ünpU.ca.t.lon 06 a 4.e,ttctLLlte 06 VNA". 

Na.tulte., 1953; 171: 964. 

34. - Wh.i.t.take!L, A. P.; Mc.Lachlan, A.; !J HaJtdman, N.: ""Se.quenc.e 011ganl6a.t.lo11 .in 
I 

tuLcl.eM VNA 6Jtom Ph!J4<VWlll po.t.vcephalwn: Me,thyl.aUon 06 1tepetltive 4equ~ 

cu". Nuc!uc ac..lcf.6 Rueac.h, 1981; "º· 4: 801. 


	Portada
	Índice
	Introducción 
	Capítulo I. Generalidades 
	Capítulo II. Abreviaturas 
	Capítulo III. Material y Equipo
	Capítulo IV. Métodos
	Capítulo V. Resultados 
	Capítulo VI. Discusión
	Bibliografía 



