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!NTRODUCC!ON 

El significado de la IgE en el suero de individuos 

parasitados es relevante, porque nos d~ la posibilidad 

de set'1alar la presencia del par·ásito en el huesped mediante 

una reacc:iOn de hipersensibilidad de tipo inmediato .. ( 7 

Los estudios., iniciales qL1e demostraron la posibilidad de 

llevar a cabo esta reac:c:iOn en pacientes con amibiasis, •e 

basaron en la c:oncentrac:iOn significativa de IgE en el 

suero, as! como· en la c:crrelac1ón entre la IgE total y la 

IgE espec:itic:a Anti-amiba determinada por RIA en pacientes 

con amibiasis ( ~3 >. Asi mismo, se ha observado que al 

llevar a cabo pruebas cutáneas en pac:ienteu con umibiasim 

estas fueron positivas en el 92X de los c:a~os ( 36 y 37 ) lo 

cual detet""mina una relación entre la seropositividad y las 

pruebas cut~neas. 

Este hecho abre la posibilidad de ut1li~ar -con fines 

de diagnostico- reacciones de hiparsensibilidad en estos 

•nfermcs ( 24 ). 

Sin embargo, los estudios llevados a cabo en una 

población afric•na sefl1alaron que la presenci• de lc;,E 

especffica Canti-•miba> se presentó solamente en •1 20Y. de 

los pacientes infe~lados con amibas · 1~ >. 



De igual manera, en Brasil < 9 > se demostt"'6 qL1e los 

niveles de tgE en pacientes con amb1asis aparentemente no 

mcstrat"on diferencias significativas con respecto .. 
individuos sanos, aunque no se mencionó si estos pacientes 

•tstab•n bajo medicamentos de inmLtnosupresión, pues es bien 

conocido que esto podr'ia 1'1Cdi1icar l• sintesis de anticu•r

poa incluyendo • los d• esta clase e 7, 16 Y 17 >. 

En el absceso hepat1co am1biano se produce una respues

ta inflamatoria muy impo'rtante1 con la participación de lin

focitos, monocitos y ecsinofilos, estos modulando la reilc

ciOn infl•matoria producid• por- la presencia del par~sito. 

Los estudios de Landa ( 21 > demostraron que la inmu

nidad celular en el absceso hepatico, juege un papel muy 

importante, pues en las et•pas 2niciales no se encuentra 

•lterada, pero posteriormente se presenta un estado de 

inmunosupresidn transitoria an donde la r"&lac:idn de linfoci

tos <T4/T8J se encuent,..a disminuida ca, 16, 34>, eHplic:•n

donos ast el d•sarr"al lo del ~bsceso hepético amib1ano. 

Sin emb•rgo, suponemos que uno de los factores que 

la positivid•d d• esta reacción de 

hip•rsensibilidad se refierv a l• fot"ma de presentar •l 

antigeno, puesto que en los estudios antes menc1onados se 



ha utili::a.do un extrac:to crudo, si•ndo esta un• de sus 

limitan tes. F'or esta razon, consider•mos que podri•n 

m•jorarse •tstas pruebas aislando un •lergeno de h histoly

lli~, cuya ac:tlviC.:i.d podr1a ser demostrada c:on prL:ebas de 

F·CA (anafi la::ia c:utánP-a p.:isiva> • (6, 14, 15, 27, 3CI, 35, 38). 

Este tr•bajo ha sido r••lizado en •l laboratorio de 

investigación de P•rasitologia del Hospital Infantil de 

México, bajo la asesoria de l• Ora. Enedina Jiménez C. 



HIPOTESIS 

L• hip~tasis de trabajo fue con!!iderar que algunos 

campcnentas de ~ histolytica son capacea de inducir 

anticuerpos c:itotr6picos de la clase JgE, los cuales pueden 

ponerse de mani1iemto por una reaccidn de Anafilaxia Cut4nea 

P•siv" <PCAl. 

OBJETIVO 

El objetivo da este trabajo fué aislar un ale~~eno de 

L. histolytic:a pudiendo demo11trar.su actividad ~>:perim•ntal-

m•nte por f'CA sirviende> come basa para. despuets ser utili~ado 

en pruebas de diagnostico. 
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INFORMACION GENERAL DEL TEMA 

La r•ac:c:ion de anafilaxia cutánea pasiva ( PCA fue 

inic:ialm•nte descubierta por Portier y Ric:ket e 7 >, quienes 

observaron qL1e le1. apl ic:ac:iOn de una segLmda dosis de 

•ntigeno en un individuo, produc:ia. en él una re•ccion de un 

9r•n d•f'lo y frec:uentement• la muerte a causa de una reacc:ton 

de hipe~s•nsibilidad inmediata. 

Los anticuerpos c:itotrCpicos que intervien•n an la 

sensibilización anafilác:tic:a son de la clase IgG e IgE C29 

y 30>. Los modelos molecular•s de este fenomeno anafilác:tic:o 

en Animales experimentales, demuestran que la fracción "Fe" 

de l• inm\..moglobulina se fija a la superficie d• los masto

citos, senSibili::::ando de esta manara al animal. 



Una segunda e>:posicion del antigano localiza a la 

frac:ciOn Fab " de los anticuerpo& fijados en la· c•lula 

<mastoci tos> y reacciona con el los, produciendose la libera-

ción de histamin• y otros mediadores de la anafilaxia como 

la sustancia de reacción lenta ( SRS-A >, bradicinina, 

fac:tor quimicta.ctico de los eosincfilos, factor activador de 

plaquetas, etc., Cl, 14, 20>. 

De i;ual manera la fiQUra 2 muestr• la segund• fase de 

•ste fenomeno de hipersensibilidad. 



Sin embargo ••te fwnomeno puede controlarse por la 

pr•••nci• de pcbl•cían•• da m&c:rófaQa& los que al tener 

receptores para. l& fracciOn 11 Fc 11 de la IgE, modi.fic:an la 

man1festaci6n de esta reacción de hiper•ensibilid~d tlO, 7>. 

Otro mecanismo de ~•gulación es la presencia de LT 

enc•r9ad•s de producir la I~E <7, e y 15) limitando tambi•n ·. 
la reacciOn .. 

Exp•riment•lmente la metodologia m~s utilizada para 

dwmostrar la lQE es la f'CA, determinada en la piel de r•-

tenes sensibilizados. Esta prueba es mjs raproduc ib l• 

cuando se 1 leva a cabo en la oreja., por ser l.t. ra¡ion mAs 

tr•nsl0cida 1 en donde la r•acciOn &nafil•etica se hace 

vi•ible f~cilmente. 6 !, 

L• r••ccidn de PCA h• •ido prob•da •n dife~entes ~a%a• 

~•producibles. Fue po~ ello que en nuestro eatudio 

utilizamo$ ratonas Balb/c criedc• •n ccnsanQuinidad. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

2.1.- Díse~o del experimento 

AISLAMIENTO DE UN ALERGENO DE ~ hittplytic• 
DEl'IOSTRADO POR ANAFILAXIA CUTANEA PASIVA 

Cultivo de E,histolytic:a en foP"ma axénic• 

Cosecha da los tP"ofozoitos 

Lav•do de las amibas mediante 
centrifugac16n a 4 e 

Homoc;,eni::ación 

lnoculaciOn a ratones Balb-c 

ClasificaciOn de los ratones 
y separaciOn del suero. 

Inmunoel•c
troforl61i1 

Inmunización 
PC an ratas 

Fraccion•miento 
en column•• AcA 
44 de u l troc;¡al 

DeterminaciOn 
pt"oteina.s 
para localizaciOn 
d• los picos de 
•lución. 

Di.ilisit de 
los picos de 
elucton 

Liofil1zacion 
de las fraccionas. 

lnyac:cidn In-
tr•dtirmica de 1•• fracciona• 
prot•icas 

REACCION DE ANAFILAXIA CUTANEA PASIVA 



2.2.- Mat•rial biológico. 

120 ratone• Balb-c machos d• ocho s•manas dona 

dos por el Instituto da Investigacione& p•cua

ri•s de P•lo Alto. Edo. de M•><ico. 

30 rat•m Wist•r machas de 30 dia• con peso apro

><imado d• 12l5 9• 

- Cepa de Entamo•b• hi•tplytica Hl'l-1 IMSS culti

vada axtmica•ent•. 

2.3.- M•todologla 

2.3.1.- Cultivo •x•nico de&... hi1tolytica 

L•• si9fl'lbras se hici•ron en medio TY-16 

con 

por 

y 

inóculos de 40 000 

cada tubo de 125 x 

160 ººº por 

trofozoitos 

15 mm y 

S• incubaron durante 72 h a 35.S C 

los tubos y 1•• caJ•s •• mantuvi•ran en 

posicidn horizontal y 1•• resi991bras sa 

efect~aron an forma semejante, •m decir: 

•• tD11aron o.6 ~1 d• los tubos donde se 



obtuvo un ct~ec:im.iento'optimo de 1 200 000 

de tt"'ofo;:oitos y poi"' caja 6 O(IO 000 y se 

siembran en un nuevo medio de cultivo. 

2.3.2.- Recolección, 

viabilidad. 

Los tubos 

en de 

lavado y prueba dlt 

y las cajas se colocaron 

hielo, para ... 
desprendieran las células 

qu• 

de l•s 

par•edas, las cuales se pasaron a tubos 

falcon de 50 ml esteri les, 

se centr1fugat"'On a 350 G 

durante 15 minutos a 4 C. 

El sedimento se lavo con solucion 

regulador~ de fosfatos \pH 7) centrifugan

do nuevamente a 350 x G durante 5 minutos 

a 4 e, repitiendo l• op•raci6n dos veces 

mas. 

La v1ab1l1dad, se compr-obO periódicamente 

ex•m1nando cada 6 h utiliz•ndo la tinciOn 

vi tal con azul tt"ipano al o.2:r. 

observandose una buena Y¡ ab 2 l 1 dad, es 

decir con un 93% de células vivas. 



Se determinó el ni.:tme,...o de amibas en una 

c:illmat"'a de Neubauer. Se c:cntaron c:inco 

cuadres de 0.1 mm y la cantidad de amibas 

se multiplico por 2 úc)O, el resultado fue 

el n~met"'o de amibas pot"' mililitro. 

2.3.3.- Fraccionamiento pt"'cteic:o de la c:epa de~ 

histolytica HM-1 IMSS. 

Los tro'fozoitos de las amibas contenido!i 

en el sedimento fue,...on lisados m&diante 

cambio~ bru&cos de temperatura; se in

trodujeron primero en una mezcla c:riosco

p1c:a (illc:etona y hielo seco> y después se 

descongelat"'on, este procedimiento se repi

tió tres vec:as. El lisado se centrifugó 

durante :?CI minutos a 400 >: G a 4 C. 

El sobrenadan te q1.1e con tenia los 

componentes solubles se fraccionó mediante 

cromatografia en columna Ac:A 4.q sobl'e 

ul tr"ogel. 



:::..:. =>cbra:it.n::ia,-:-:il s~ ccloc:ó .::i..¡icadosa.mant;: 

~s~fe:~&~a~~e distr1bu1do, y s2 :asó ccn 

~-~ 1!u!n de PBS constante ~e 1e ~?/~, ~as 

fracciones (de 2 ml> fueron recolect•d•s 

mediante un colector de fracciones LKB 

redirac 2112 en tubos. Los levigados se 

unieron de acuerdo al area d~ pico formado 

como se observa en la gráfica # t. •r•• 

del pico formado. 

Se determin~ la concentración de prote1nas 

por el método de Lowry en los picos de 

elL1ción. Las l•cturas fueron real izadas en 

los 520 nm. 

Lo~ picos fueron dializados contra aQua 

destilada durante 48 h a 4 C. 

Finalmente los picos de elüciOn proteica 

fueron liofilizados en una liofilizador• 

Freezadrye,. Labconco por ocho horas. 

2.3.4.- lnmL1n1::aciOn de los t"atones Balb-c con un 

homogenado de &.!.. histolytica. 

60 ratones fueron l nmun l zados cor1 un horno-



9enado de 5 x 10 trofozoitos lavados, y 

previamente centrifugados 41)0 X G a 4 e 

durante 20 minutos, 1• otra parte del 

sobrenadante Ccfr. 2.3.3.> cuya concan

tracton aproxim-.da de proteínei fL1e de 2 

mg/ml se utilizó para inmunizar in-

trad•rmicamente a los seis lotes de diez 

ratones Balb-c de cuatro semanas durante 

dos mese&. 

2.3.4.1.- Sacrificio de loS animales y 

recolección del suero. 

Al fin•liz•r el •squema de inmu

nización se extrajeron 2 ml de 

sam~re por pune i6n cardiaca. La 

sangre se recolectó an tubos 

falcon •stériles, dejandolos 

24 h • 4 e para cbt•n•r m•yar 

volumen da suero .. 

Posteriormente se vió l& 

presenci• de Anticuerpos por 

inmunoelectrofores1s. 

:?.3.5.- lnmunoelectroforesia del suero de las ra

tones inmuni:ados por S.:., histolytica. 



Pt"eparac:iOn de los geles de agarosa. <ver 

apendica). 

Corrimiento electroforético. 

En una placa de vidrio cubierta de agar se 

hizo un canal lonQitLtdinal y un orificio 

central. El ant1geno de ~ histolytica es 

colocado en •l po~o. Las placas 5e coloca

ron dentro de la. cámara de Helena, que 

contenta la solución reQLtladora de vero-

nal. Se separó en un campo eléctrico 

con una intensidad de corri~nte de 45 

mili•mperes y 120 volts, lua90 se coloco 

•l suero de los ratones en los canales y 

se dejo difundir. Se guardaron a 5 C, 

despues de 24 h se observaron los resulta.

dom. 

2.3.6.-lnmun1zac1dn de t"'atas Wistar con el suero 

de ratones conteniendo los anticuerpos 

antiamiba. 

Diez ratas Wistar fuet"'on inmunizadas 

intradermicamente con ú.1 ml del suero de 



los ratones conteniendo los anticuerpo 

anti-amiba en una concentraciOn proteica 

de 701) mg/ml. 

Cinco t'atas fueron con6ideradas como con

trol. 

2.3.7.- Investigación del alergeno en las frac

ciones proteicas de ~ histolytica obteni

das en columna de crom•togra.f!a AcA 44 de 

ultrog•l mediante inmunización 

pasiva. 

Las ratas W1star ya inmunizadag -a los 

ocho dias- fueron rasuradas en la cavidad 

abdomin.al. 1 mg/ml de cada pico de eluciOn 

proteica fue inyectado intraderm1c:amente 

para probar la capacidad de alergeno en 

ellos. 

Se utili~aron como controles, el medio de 

CL1ltivo, albúmina serica bovina, en la 

misma concentración que las proteínas, y, 

PBS. 

La lectut"a se r-eal1:0 a los 15 y 3CI 

minutos y 1, 6, 12 y 24 h. 



El periodo de sensibili2:ación en las ratas 

se encontr6 a las 24 h. 

La presencia de eritema fue evaluado co

rrespondiendo 0.5 mm a una (+). 
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11. RESULTADOS 

El fraccionam1ento proteico de E.:... ~istolytica fue 

obtenido después de pasar por la columna de cromatograf ia 

Ultrogel AcA 44 un homogenado de 5 x 10 trotozoitos. Este 

dió como resultado doce picos de elución como se ml.testr-a en 

la figura 41 3. 

L.o concentrac:ión proteica de cada fracción fue 

d•terminada por el método de Lowry. Esta indicó qLle osciló 

aproximadamente entre 137 a 70<.) 9/ml. 

Al unirse estas fracciones para constituir los 

doce picos de aluciOn las concentraciones proteicas conteni-

dos en ellos se incrementaron como la muestra la tabla t. 

. 
1 

PUCctONES PROTEICAS OITENIDAI Olll'UES Di r.;.SAR POR COLUMN.t. Di ULTROOEL ACA U 
iL SOBAiNAc.ANTE DI UN HOMOGE.HAOO CE E hiltolytlu CEPA HMI IMSS ... 

... 

.. 11 .. .... , .... , 



Concentr·acciOn proteica en mg/ml y vol1..1men total en loli 

picos de elución obtenidos por cromato9rafiA en columna. 

Piccis de Concentración Concentración 
e lución g/ml en g/vol total. 

I 218 437 
II 32(1 1282 

IU 583 1750 
IV 1:55 931 
V 477 2387 

VI 441 1767 
vu 390 390 

VIII 483 3382 
u 4~6 2280 

X 366 1832 
XI 364 1092 

XII 174 ~24 

A los ratones Balb-c se les inyectó un homo9enado de &&., 

hjstolytica de&•rrollandose en el suet"o de éstos -después de 

30 dtas- la pre~enc:ia de a.nt1c:u11rpos demostrada por inm1..mo-

el•c:trofor-asis. 



Una ve:: que los anticuerpos se hab tan formado en los 

animal•s, astes fueron sacrificados para obtener el suero 

y transferirlo pasivamente al lome de las ratas Wistar 

siguiendo E!l protocolo menc:ionado en material y metodo (30>. 

Para ello se rasuro el lomo de los animales y se dibujó 

un cuadriculado donde se inyecto intradérmicamente 0.1 ml de 

cada una de las fracciones pt~ote1cas contenidas en los doce 

picos de eluciOn tratando de investigar en que fracción se 

localizaba l• proteina con posible a.c:tividad de alergeno. 

De igual mener• se inyectaron intradérmicamente a las 

ratas Wi&tar cont~ol el medio de cultivo, albUmina sérica 

bovina y PBS en iguales proPorciones. 

La trace: ión I I l d ió como r•Aul tado la reacc 1ón de 

Anafilan1a Cutanea Pasiva mas impcrtantQ formándose un 

eritema inflamatorio de -r 0.5 mm de diametro después de 20 

minutos. 

Los resultados obtenidos con los controles antes 

mancionados dieron reac:cione5 negativas. 
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OISCUSION 

El papel relevante de la IgE en la amibiasis se ha 

limitado po~ diversos factores, entre otros, la falta de 

informaciOn en ~elación a sus posibles mecanismos de acción 

a nivel intestinal y sistémico ( 37 ). Por otro lado los 

tttulos de asta inmuncolobulina han hecho que en ocasiones 

pase desapercibida, restandolEl importancia en su aplíc:ac:ión .. 

( 33 ) • 

Otro factor d•terminante es la presencia de IgA, la 

cual, a nivel intestinal, puede b.loquear a la l9E si ende 

esta otra de las causas de qutsi este parámetro haya sido poc:o 

utilizado <16 y 20>. 

Los estudios iniciales con esta inmunoglobulina (9, 13, 

3ó) mostraron que la lgE es importante en amibiam1s porque 

•xista una relac.iOn directa entre el aumento de lg;E a.nti

amiba y la severidad de la infección, atribuy•ndo ••to 

a la 'formación de anticuerpos lgE espec:ific:os. 

Se ha ob&ervado t 20 y 36 que ls liberación de 

histamina, en mastocitos y leucocitos en pac. ientes can 

absceso hepático am1bi..'\no, esta dism1nu1da; por que la 

ccncentrac10n no es igual en el periódo agudo de la •nferme

dad que en su recuperación. 



Otro hecho interesante < 13 y 27 ) es la presencia d• 

coprc-•nticuerp~IS de la clase lgE, revelandose que este 

par•metro tiene mucha importancia de acuer~do •l papel que 

jueg•n estos anticuerpos en la mucosa intestinal, &• decir, 

si son protectores o producen daho an una amibiasia invasiva 

int•stinal < 10 y 20 >. 

Nuestros resLtl tados mostraron qu"' fue poaibl"' 

obtener una fracción proteica con capacidad de aler¡;,eno, 

esto fu& probado "in vivo". De igual manera lo» estudios 

(38) llevados a cabo c:on la cepa HK-9, demostraron que fue 

posible estimulal"' la prciduc:ción de antic:l.1•rpos de la clase 

IoE, cuando se us6 la fr•cciOn del pico Il, el cual estuvo 

contenido a los 98 ml. 

Al comparar nuestros resultados con los mencion•dos 

anteriormente, en donde utilizaron una columna de 

cromatograft• semejante a la de Ultrogel Ac:A 44, observ•mos 

qua ·tuvo un• c:oinc:idenc1a en donde muestra la fracc:iOn III 

qu• COt"respcndiO • 94 ml por lo que in'fet"imos que el peso 

molecular podria ser semejante, car~raspondiendo est• de 

2~000 a 27000 daltons que es el peso molect..1lar que define 

al de los alet"genos. Podrtamos sl.1poner, qt..1e a pesat" de que 

trabaJci.mos con una c:ep• de amiba diferente, la c:omposiciOn 

del alergeno fue semejante-



Pensamos que 1• pr•s•ncia de astes •nticuerpos de ia 

clase IgE ne ha sido abordada en forma importante. 

Sin •mbat"QO suponemos que estos anticuerpos seguramente 

contt"ibuyen a la patolog1a de la amiba, como es la reaccion 

de hipersenEibilidad 11 tn situ 11 por la degranulación de loa 

linfocitos y los mastocitos A nivel de la mucosa intestinal. 

Este es un mac:an ismo de defensa del huésped qL1e puede 

explicarnos la rápida respuesta inflamatoria que acompa~a a 

la amibiasis intestinal. De aquie la importanci• que podria 

tener el desarrollo de una reacción anafiláctica en la 

•mibiasis. 

Por otro lado el utilizar un alergeno aislado de ~ 

h1stolytica representa potencialmente una gran ayuda para el 

médico desde diferentes aspectos: Pt"imero desde el punto de 

vista diagnó•tico pues en la pr~ctica diaria de la medicina 

podría, mediante su aplicación intradérmic• diferanciar si 

s• trata de un absceso hepático amibiano o de otro tipo de 

absceso 

estudios 

hepático, asi mismo se podr1a utilizar en 

epidamiológicos ahorrandole al P•ciente las 

molestas pruebas de diagnostico que se tienen en la 

actualidad. 



Siendo la am1biasis uno de los problemas de salud m~• 

ímport•ntes para 11éxicc, la obtencion de esta fraccion 

proteica c:ontl""íbuye en forma importante para un mejor 

entendimiento de este problema en nuestro pa:t.s. 



CAPITULO V 



1. Sa cultivo fL._ histolytica cepa HM-1 JMSS en forma 

ax6nica para método de Diamand. 

2. Con un homo~enado de ~ histolytica cepa HMl-IMSS d• 

2 mg/ml m•zclado sa inmuni:ar~cn a 40 ratones machos Balb-c 

de un mes d• edad. 

3. S• obtuvo el suero de astes ratonas y se transfirió 

p•siv•m•nte • ratas de la raza Wistar de aproximadamente 200 

gr, 

4. Mediante una columna de crcmato¡rafia ACA 44 de 

ultrogel se llevo a cabo un fraccionamiento proteico de las 

amibas (~ hist~lytica> del cu•l se obtuvieron doce picos de 

•lución. 

5. S• probó la capacidad de alergeno en la• ratas 

inmunizad•• pasivamente proteica• 

6. Se utilizaron tres control•& negativos constituidos 

por al •ol. reQulador• de foaf•to• CPBS>, bl •1 m•dio d• 

cultivo, y e> •lb~mt~a ••rtca bovina. 



7. Se contd con un lote control de ratas a las cual•• 

previamente se comprobó la aLtsencia de Anticuerpos anti

amiba. 

B. El pico de eluc1on III obtenido del fraccion•mi•nto 

prot•ico did una reacción de hipersensibilidad positiva d• 

0.5 mm a las 20 minuto•, loa demas fueron negativos. 



CAPITULO VI 



CONCLUSIONES 

De acuerdo a la hipótesis¡ presentada por- nosotros la 

fracción proteica. con c:apac:1dad de alergeno se locali::ó en 

el pico de elución III. 

Basandose en el hecho de que, e::perimentalmente, los 

ratones inmunizados pa~ivamente con anticuerpoE> citotrOpicos 

de la clase I9E, diet"on una reacción positiva 

hipersensibilidad pasiva cutánea al inyectAr la fracc:iOn 

proteica contenida en el pico de eluc:1on 111. 

La posibilidad de util1::ar esta reac:c:ion en humanos es 

importante para el médico, pues en poco tiempo podria 

discrimat"' si se t.rata de un absceso hepatic:o amibiano o de 

otra tndole (piogeno, etc:.>. 

La IgE tiene relevancia en este trabajo pues es la que 

pone de manifiesto la presencia del anttgeno de h 

histolytic• capa:: de indLtcir la rea.cc1on que se planteo. 

Como ya manc1onamos los milstocitos tienen receptorem 

p•ra 'i'st• inmunog:lobt,..tlina en la fracc10n "Fe". 

Oe tal manera que al inocular el ant1geno c:on 

esp•ci11cidad en la fracciOn "Fab" del anticuerpo da como 



r•spuesta la liberaci6n de histamina y otras sustancias 

mediadoras de los mastoc:itos, prcduciendose un proceso in

flamatorio manifestado por eritema. 

En base a lo antes mencionado, pensamos que la I9E 

tiene un papel relevante en la amibiasis desde diferentes 

puntos de vista; i) el de patogenicidad ''in situ 1
' en la 

mucosa produciendose una rea.ce ion inflamatoria. de 

hipers•nsibilidad ii) Su aplicaciOn como lo revela este 

estudio en donde se demostró que potencialmente es d• un 

gran valor clinico al darnos una pauta diagnostica. 



APENO ICE 

Material de vidrio, equipo y rectivos: 

tubos de rosca de 12~ x 16 mm 

Pipetas Pasteur 

Pipetas de 10 ml 

Pipetas de 5 ml 

Pipetas de ml 

Caja5 Nunc de 350 ml 

Cajas Nunc: de 50 ml. 

Matraceli E:rlenmayer de 250, 50(1, 1000 ml 

Matr-aces Erl•nmayer con tapón de rosca 

Probeta de 50 1 :250, 500 y 1000 ml 

Jeringas de insulina 

Termómetro 

Mic:ropipetas de 100 y 5(1 microlitros. Sigma Chemical Ce. 

Columna para cromatografi• LKB 2137-(126 

Colector de fracciones LKB 

Red ir;ic 2112 

Fuente de Poder LKB 2138 

Uvicor-d S LKB 

Graficadcr LKB 2210-02 

Bomba peristáltica LKB 4912 



Bomba para vacío 

Cémara de Neubauer 

Centr1tuga Serva! con refrigeración, modelo RC-5 

Centrifuga cl!nica Internat1onal 

E•pectrofotdmet~·o Coleman 

Incubadora 

Bal•nza analitica 

Placas para hemaglutinación Limbt·o 

Cámara de electroforesis Helena 

Potenciometro Corning 

Papel filtro Whatman No. 1, 3, cualitativo. 

REACTIVOS 

Suero Bovino 

Mezcla vitaminica 

Biosate 

Destroxa •nhidra 

Cloruro de sodio 

Fosfato monobásico de potasio 

Fosfato dibásico de potasio 

Clorhidrato L Cistetna monohidratada 

Acido Asc:Orbico 

Citrato da amon10 férrico 

Carbonato de sodio 

H1drOxido de sodio 

Microlab 

Microlaib 

BBI Microbiology S 

Baker· 

Baker 

Baker 

Baker 

Sigma 

B•ker 

Sigma 

Baker 

Baker 



Tartrato de sodio y potasio hidratado Baker 

Sulf~to de cobre hidratAdo Mill1nckrodt 

Fosfato monobasico de sodio hidratado Baker 

Etar Et i l ice Baker 

AlbLlmina sérica 

Agarosa 

U! troi;ie 1 Ac:A 44 LKB 



Cultivo aHdnico de &..:._ histolytica. 

Caldo Nutritivo TY 

Biosate 

DeHtrosa anhidra 

Cloruro de sodio 

Fosfato monobásico de potasio 

Fosfato dibásic:o de potasio 

L- Cisteina 

Acido ascOrbico 

Citrato de amonio férrico 

Agua bidestilada 

3.0 g 

1.0 

0.2 

0.06 

0.01 

0.1 

0.02 

0.0(1228 

82 ml 

Se disuelven los reactivos en el orden 

mencionado en un volumen aproaimado de 50 

ml de agua bidestilada; se ajusta el pH 

6.8-6.9 con hidrox1do de sodio al 40~ y 

llevar al volumen total. Se filtra con el 

papel Whatman No. 1 y se esteriliza a 121 

grados c:entigrados durante 15 minutos. 

Lavado y tratamiento de 1 ul trogel 

AcA 44. Se utili~aron 350 g de ultrogel, 

'fué lavado cinco veces c:on agua 

bidest1lada, dos con PBS 0.1 molar, pH 7. 



Se des9asif1co durante 3 horas al vacio. 

Después se empaqueto una colL1mna Lt::.:B de 

45 cm de altura y 2.5 cm de diámetro. 

Determinación de la concentrac1on de prote1nas por 

el Método de Lowry en los picos de eluciOn. 

Sol. de carbonato de sodio al 2% en hidróxido de 

sodio 0.1 N. Se peso un gramo de carbonato de 

~odio, disolviendo•e en 50 ml de NaDH 0.1 N. 

Sol. 1. 

Sol. de tartrato de sodio al 1%. Se pesó un g de 

tartrato de sodio y ee d1solviO en lt)O ml de agua 

bidestilada. Sol. 2. 

Sol. de sulfato de cobre y se disolvió en 100 ml 

de agua bidestilada. Sol. ~. 

Reactivo A: justamente antes usarse se toma un ml 

de la soluciOn 3 mas 50 ml de la soluciOn 1. 

Reactivo B: reactivo folin ciocalteau. 

Curva de calibración. 

Sol. de albúmina sérica como patron. 

Cut·va patron. A partir de la sol. proteica patrón 

se reali:an d1luc1ones de sol. salina isotónica de 

manera que al manejar volumenes de 0.4 ml tengan: 

0.01 mg, o. 02 mg, 0.03 mg, O.OS mg, 1).10 mg, 0.15 



mg y 0.20 mg de proteinas. 

A .cada uno de estas se agregan 2 ml del reactivo 

A, se dejan en reposo a temperatL1ra ambiente dura

nt& 10 minutos después se Agregan 0.2 ml de reac

tivo B, &e me:.cl•n y se dejan en reposo • tempet"a

tura ambiente durante 30 minutos. 

Por Ultimo, se realiza 1• lectura de n.o. en •1 

espectro Col teman a 521) nm, con estos datos &e 

construya la curva patron. Al grafic•r1 cancentr•

ci6n proteica contr.a densidad Optica. 

Los antic;,anos en solL1ci6n se somaten al mismo 

prcced im iento. 

Dilucion•• 1:10 y 1:20 en cada caso. Los t"esulta

dos de O.O. obtenidos se interpolan en la curva 

patron una vez que se conoce la concentración 

proteica de cada solución se ajusta a 2 mg/ml para 

su uso. 

Prep•racion d• los geles da a9arosa. 

Sa utili:O una solucion reguladora de Barbital

Sodio, acido barb1turico pH 6.8 (laboratorios 

HelenaJ. Los 19 c;i contenido• en el sobre se disol

vieron en 1001) ml de agLta destilada~ 

De ésta soluc:ion se tomaron 10(1 mJ a los que se 



ag~ego 1 g de agarosa (SIGMA CHEMICAL> Se pu•a •n 

ebullicion dU,..•nte l:i minutos en un matraz con 

tapon oradado pera permitir la ••lid• d•l mJnimo 

d• v•por; 3 ml d• ••t• •alución fu•ron colocados 

•n port•objetos y sa esperó a que solidifiqu•. Se 

ht·ci•ron 2 c•nal•s lonoi tudinal•• en los entremos 

y un orificio c•ntral. 
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