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RESUMEN 

Roberto Rangel Orozco 

Uníversidad Autonoma de Nuevo León, Facultad de Medicina. 

Titulo del Estudio: AISLAMIENTO MEDIANTE ISOELECTROENFOQUE DE PROTEINAS DE PESO MOLECULAR 

RELATIVO DE 8 Kda DE Entamoeba histolytica. Y COMPARACION DE SU ANTIGENIDAD CONTRA EXTRACTOS IC:MC 

AMIBIANOS. 

Nímero de páginas: 87 

Area de Estudio: lrmunologla 

Candidato para el Grado de Maestña en Clencia.s con 

Especialidad en hvnunologla 

Entamoeba histoMlca es el agente causal del absceso hepético amíbiano ( AHA ), la sintomatologla de esta enfermedad 

no presem un patrón dlníco bien definido, por lo que en ocasiones el diagnóstioo de esta parasitosis no se puede establecer con 

certeza, aún auxiliandose con pruebas serológicas de diagnóstico para amibiasis invasiva e><istentes en el mercado, ya que no son 

ttxalmente sensíbles y especificas para el diagnóstico de esta parasitosis. En este sentidO nuestro equipo de trabajo, utiliZando 

técnicas de alta resolución como electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente de concerb'ación en condiciones 

desnaturaliZantes e iMlunoelectn:bansferencia ha identificado 7 antlgenos inmunodominantes de Entamoeba histoMica. que son 

exclusivamente reco11ocidos por los anticuerpos presentes en los sueros de paciertes con amiblasis invasiva, y ninguno de estos 

antlgenos es reca l0Cido por los anticuerpos séricos de pacientes con amiblasis intestinal asintomática y de sujetos sanos con examen 

coproparásitoscoplco negatiYo que habitan en zonas endémicas. Uno de estos antlgenos, posee un peso molecular de 8 kOa y es 

recoooddo en un 99% de los casos. En base a estos antecedentes se planteó el aislamiento de la protelna de 8 kOa a partir de un 

l!)(tracto Insoluble Cloroformo : Melanol Calentado 0C:MC) de Entamoeba nslolytica mediante lsoelectroenfoque (IEF) en fase liquida 

y comparar su artigenicidad contra extractos IC:MC amíblanos. Como primer objewo nos propusimos aislar esta moiécula mediante 

electroforesis preparativa y electroelución en condiciones desnaturalizantes. Para el aislamiento se utíliZaron extractos IC:MC de 

Entamoeba hlslolytica y apartir de estos se logró el aislamiento de la protetna lnmunodomlante de 8 kOa de Entamoeba histolytica 

Posteriormente esta molécula se sometió a lsoeleclroenfoque en gel de poliacrilamida, en donde se identificaron 3 bandas proteicas a 

los pH de 4.7, 5.9 y 6.75, pertenecientes a la banda proteica de peso molecular relativo de 8 kDa. En base a estos resultados se 

sometió un extracto IC:MC de Entamoeba histoMica al IEF en fase liquida, para aislarla en condiciones nativas con la finalidad de 

realiZar investigaciones futuras de actMdad biológica. Cada una de las fracciones obtenidas del I EF en fase liquida se anaflZ8fOll 

mediante Electroforésis en Geles de Pollacrílamida con Dodecilsulfato de Sodio (SDS-PAGE) e lnmunoelectrotransferencia (EITB). La 

proteína de peso molecular relativo de 8 kDa se ídenlfficó desde un pH de 4.4 hasta 8. 1. Las fracciones del IEF en fase liquida de un 

rango de pH 4.6 - 5.4 y de 6.5 • 7.4 que contenlan la protelna de peso molecular relativo de 8 kDa se sometieron a 

refraccionamientos mediante IEF en fase liquida. En el pómer refracciooamiento se sometieron las fracciones con un rango de pH 4.6 

- 5.4, utilizando anfolltos con un rango de pH 4.0 - 6.5, en donde se logró aislar esta molécula a los pH de 5.2 - 5.3 y mediante ooo 

refraccionamiento se sometieron las fracciones de pH de 6.5 - 7.4, utíliZando anfolitos con un~ de pH de 6.0 - 8.0, logrando aislar 

la proteína de peso molecular relativo de 8 kDa a los pH de 6.5 • 7.2. Estas dos moléculas aisladas por IEF en fase liquida se 

sometieron a un IEF en gel de poliaailamida y se elec:trotransfirieron a LN membrana de nitrocelulosa, y se compcobó que anbas 

moléculas se ísoelectrofocaliZaban a diferentes pH, comprobando que estas dos moléculas poseen cargas diferentes pero con un 

mismo peso molecular relativo. Para culminar con este trabajo de investigación, se inmuniZaron conejos y ratones con extractos totales 

amibianos, logrando la inducción de anticuerpos anti-amiba contra la protelna de 8 kOa, además contra clros anttgenos de mediano y 

alto peso molecular. Con estos anticuerpos anti-amiba presentes en los sueros de los animales inmunrzados, se comprobó que la 

molécula de bajo peso molecular de Entamoeba hjstolytica conservó su antigenicidad, después de los tratamientos a los que fue 

sometida durante su aislamiento. 

El aislamiento de la protelna de peso molecular relativo de 8 kDa de Entamoeba hístolytica, a escala preparativa en 

condiciones nativas, se utiliZará en ensayos de actividad biológica y para estandarizar una ¡:rueba de diagnóstioo sencilla, rápida y 

económica para amlbíasis invasiva. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

La amibiasis es una enfermedad entérica, que puede ser invasiva y 

dispersarse a múltiples órganos. Esta parasitosis es causada por el protozoario 

conocido como Entamoeba histolytica ( 56 ). 

La amibiasis es endémica, y se presenta tanto en los países tropicales en 

vías de desarrollo como en los países desarrollados de clima templado o frío ( 1 O, 

44 ). Walsh calculó que cada año cerca de 48 millones de individuos sufren alguna 

forma de amibiasis, de los cuales un 80% presenta síntomas de diarrea, con 

invasión limitada a la mucosa intestinal. En el resto de los individuos ( 2% al 

20% ), las amibas causan lesiones extraintestinales, siendo las más comunes el 

absceso hepático amibiano ( AHA ) y la disentería. Del 2% al 10% de los pacientes 

con amibiasis invasiva fallecen a causa de la misma ( 76 ). En 1989, en México se 

estimaron aproximadamente 1 millón de casos de amibiasis y 1216 muertes 

asociadas a infecciones causadas por Entamoeba histolytica ( 51 ). La amibiasis es 

por lo tanto la segunda causa de muerte por parásitos en el mundo, despues de la 

malaria ( 22 ). 

El protozoario Entamoeba histolytica fue identificado en muestras fecales 

por Lewis en 1869. Losh fue el primero en describir una disentería amibiana en 

1875, en un paciente de San Petersburgo Rusia; posteriormente Lósh reprodujo la 

colitis en perros, administrándoles las heces de pacientes con· colitis amibiana. La 

invasión de tejidos por amibas fue descrito por Koch en 1887. Cuatro años más 

tarde, Councilman y Lafleur publicaron descripciones anatomo-patológicas del 

hígado e intestino infectados por amibas. Los quistes del parásito fueron 

identificados por primera vez por Quincke y Reos en 1893. En 1903, Schaudinn 
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denominó a este parásito Entamoeba histolytica, por su aparente habilidad para 

lisar tejidos ( 24 ). 

Este microorganismo pertenece al Phylum Protozoa; Subphylum 

Sarcomastiqophora; Superclase Sarcodina; Clase Rhizopodea; Familia 

Endamoebidae; Género Entamoeba y a la especie histolytica ( 71 ). 

En la naturaleza, este parásito se encuentra en forma de quiste, en cambio 

en el intestino del hombre se encuentra en su estado de trofozoíto y de quiste 

( 46 ). El trofozoíto o forma móvil de la Entamoeba histolytica, es una célula 

pleomórfica, altamente dinámica, cuya forma o movilidad son extremadamente 

sensibles a los cambios fisicoquímicos en el medio. Su movimiento se efectúa por 

medio de pseudópodos, además los trofozoítos son anaerobios facultativos, 

poseen una membrana de doble capa y contienen un núcleo único, con cromatina 

fina periférica. El citoplasma consiste de un ectoplasma claro y un endosoma 

granular que contiene numerosas vacuolas ( 44 ). 

La Entamoeba histolytica es uno de los eucariotes más simples 

estructuralmente, que carecen de mitocondrias, peroxisomas y de un aparato de 

Golgi bien desarrollado, y en su bioquímica se desvía substancialmente de los 

eucariotes más complejos ( 6 ). 

Este organismo usualmente vive como un comensal en el lúmen del 

intestino del huésped, lo que clínicamente se le conoce como amibiasis 

asintomática. Los trofozoítos tienen una vida muy corta, una· vez que han sido 

expulsados hacia el exterior por medio de las heces. Los quistes de las amibas 

pueden sobrevivir largos períodos de tiempo en la naturaleza. Los humanos se 

infectan al ingerir agua o alimentos contaminados con heces conteniendo los 

quistes. Estos, a nivel del intestino, sufren un fenómeno denominado 

desenquistamiento, liberando una amiba metaquística que posteriormente da lugar 
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a ocho trofozoítos metaquísticos colonizando la mucosa del intestino del huésped 

( 1 ). 

Existen aspectos importantes en la biología de la Entamoeba histolytica, 

entre ellos es la expresión de su potencial patogénico. Se han encontrando que 

existen cepas patógenas y no patógenas. Sargeaunt y cols. en 1978, utilizando 

electroforesis en geles de almidón, encontraron diferencias de isoenzimas entre las 

cepas patógenas y no patógenas de Entamoeba histolytica, a estos patrones de 

isoenzimas se les denominó zimodemos. En 1982 en México, se obtuvieron los 

trofozoítos de 115 aislamientos y todas las amibas aisladas mostraron un patrón de 

zimodemos patógenos. Estos datos mostraron correlación con los cuadros clínicos 

de los pacientes ( 65 ). 

Recientemente se han descrito dos especies de Entamoeba, que son 

morfologicamente identicas, pero a nivel molecular poseen diferencias. Entamoeba 

dispar, es la especie no patógena prevalente en pacientes con amibiasis 

asintomática y Entamoeba histolytica es la especie patógena, por su capacidad de 

invadir tejidos y generar zonas de necrosis en el órgano afectado ( 55 ). 

Trissl y cols., observaron que las cepas patógenas de Entamoeba 

histolytica eran capaces de aglutinar con concanavalina A, mientra que la 

aglutinación observada en cepas de amibas aisladas de pacientes asintomáticos 

era mucho menor ( 73 ). Más tarde Aley y cols., demostra~on que al preincubar con 

concanavalina A, lograron estabilizar la membrana plasmática para separarla de 

otros componentes celulares utilizando gradientes de sacarosa. Al someter las 

membranas a columnas de lectina inmovilizada y eluídas con a.-metilmanosido, 

lograron purificar 12 glicoproteínas con pesos moleculares desde 12 kDa a 200 

kDa. En el mismo sentido Kobiler y Mirelman demostraron, que la adherencia de 

las amibas con la células del huésped esta mediada por proteínas que se unen a 

carbohidratos ( lectinas ) y que habían sido previamente descritas en trofozoítos, 

3 



además este mecanismo podía ser inhibido con galactosa o N-acetilglucosamina 

( 2, 29 ). 

Las cepas de amibas patógenas son virulentas y tienen la capacidad de 

producir abscesos hepáticos. La inoculación de amibas patógenas en el hígado 

de hámster y otros roedores lleva consigo la producción de abscesos ( 44 ). 

Los trofozoítos de Entamoeba histolytica de las cepas patógenas, son células 

invasoras capaces de penetrar el tejido y formar úlceras a nivel de intestino. 

Se ha estudiado la degeneración de células epiteliales durante su invasión 

por los trofozoítos y se han sugerido dos mecanismos de daño celular: uno 

directo, que requiere del contacto entre el trofozoíto y las celulas blanco, conocido 

como "citólisis por contacto" y uno indirecto. En el primero estan implicados los 

siguientes factores: fosfolipasas A 1 y A2, ácidos grasos libres, un factor antipático 

potenciador de la actividad lítica de los ácidos grasos libres y la proteína formadora 

de poros ( 69, 61, 5 ). En cuanto al daño celular indirecto, se han descrito varias 

enzimas que intervienen en este mecanismo como la ~-N-acetilglucosaminidasa, 

que causa ruptura de uniones glucoproteicas entre células epiteliales adherentes 

de la mucosa. También se han identificado citotoxinas con actividad de 

proteinasa, como la histolisina que fue purificada por Lushbaugh ( proteínasa 

histolítica dependiente de cisteína ), además se han identificado citolisinas de 

origen amibiano, que son dependientes del potencial de oxido-reducción y de 

grupos -SH ( 39, 40, 14 ). Se ha observado experimentalmente que los trofozoítos 

de las cepas patógenas, son capaces de lisar a los neutrófilos y también a algunos 

macrófagos, debido a las enzimas liberadas por las amibas destruidas. ( 31 , 64 ). 

lsibasi y cols. han observado que algunos antígenos amibianos provocan la 

liberación de la histamina de los mastocitos de la mucosa intestinal, y sugieren que 

la liberación de esta sustancia puede inhibir los mecanismos locales de defensa 

permitiendo la permanencia y diseminación del parásito ( 12 ). Trissl ha sugerido 
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que los pacientes con amibiasis extraintestinal, tienen depresión en la inmunidad 

celular contra antígenos amibianos, aunque no se sabe en realidad hasta que 

grado, la inmunidad mediada por células de la mucosa, interviene en el proceso de 

protección. También se desconoce si la inmunidad celular, protege sólo contra la 

amibiasis extraintestinal, o si proporciona alguna defensa contra la amibiasis 

intestinal recurrente ( 7 4 ). Se sabe que los linfocitos CDS+ activados pueden 

matar a las amibas por contacto ( 67 ). 

En cuanto a la respuesta inmune humoral en pacientes con amibiasis 

invasiva, se han detectado títulos elevados de lgG mediante técnicas serológicas, 

aunque también se han encontrado elevados los niveles de lgM, lgA e lgE, contra 

antígenos amibianos ( 30 ). lsibasi y cols. con modelos experimentales en ratas, 

demostraron que la lgA anti-amiba remueve de manera activa y con rapidez los 

antígenos amibianos presentes en la circulación general ( 13 ). 

Los factores que intervienen en la patogénesis de esta enfermedad, son los 

factores alimenticios del hospedero, ya que la malnutrición está asociada con el 

aumento de la invasividad incluyendo la predisposición a la perforación intestinal 

en la amibiasis aguda. El uso de los corticosteroides o drogas inmunosupresoras 

comúnmente propician el cambio del estado asintomático a la amibiasis invasiva 

sintomática ( 23 ). Por lo tanto los factores responsables de la patogenicidad en la 

enfermedad invasiva se pueden relacionar entre un balance entre los factores de 

virulencia del parásito y de los mecanismos de defensa del hospedero ( 64 ). 

Las amibas afectan principalmente el epitelio de la mucosa intestinal, 

ocasionando cuadros clínicos como colitis ulcerativa amibiana, ameboma y 

apendicitis amibiana; en cuanto a la amibiasis invasiva extraintestinal se 

caracteriza por la presencia de una o más áreas de necrosis o "abscesos" en el 

órgano afectado, principalmente hígado aunque también se puede presentar en 

pulmón y cerebro ( 43, 44 ). 
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Para comprender más la biología de este parásito, fue necesario aislarlo. En 

este sentido Musgrave y Clegg, lograron cultivar varias especies de amibas de vida 

libre en 1904; más tarde en 1924 Boeck y Drbohlav desarrollaron un medio de 

cultivo donde las amibas podían crecer fácilmente; sin embargo ese método 

requería sembrar las amibas en presencia de bacterias. No fue hasta en 1961 , 

cuando Louis Diamond elaboró un medio de cultivo axénico que permite el cultivo 

del parásito, sin necesidad de asociarlo con otros microorganismos ( 44 ). Saíd 

Femández y cols. elaboraron el medio de cultivo axénico PEHPS; según estos 

autores tiene las ventajas de ser más barato, soporta largos periodos de 

almacenamiento, se puede obtener mayor cantidad de microorganismos en 

comparación con el medio de cultivo axénico TPS-1 , y además favorece el 

enquistamiento de las amibas ( 62, 63 ). 

Desde que fue posible cultivar axénicamente las amibas y fue descrita la 

preparación de extractos celulares solubles, éstos han sido utilizados en 

numerosos estudios tendientes a conocer aspectos bioquímicos y fisiológicos de 

las amibas. También se han utilizado para conocer más sobre la respuesta del 

sistema inmune del hospedero desencadenada por el protozoario, y la 

estandarización de pruebas de diagnóstico para amibiasis invasiva. 

Son innumerables los investigadores que mediante técnicas serológicas 

han tratado de encontrar el método más específico y práctico para el diagnóstico 

de la amibiasis invasiva. En este sentido se han comparado especificidad y 

sensibilidad de varias técnicas serológicas para el diágnostico de esta parasitosis. 

La especificidad y la sensibilidad, de la contrainmunoelectroforesis pueden 

compararse con la prueba de hemaglutinación indirecta (IHA), siendo superior a la 

inmunodifusión en especificidad y sensibilidad ( 32, 3 ). El método de floculación 

de la bentonita, es menos sensible pero más específico que la hemaglutinación 

indirecta ( 75 ). 
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En 1980, Lin y cols. desarrollaron un ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzima en fase sólida, para detectar anticuerpos contra proteínas de Entamoeba 

histolytica ( 37 ). 

Pillai y cols. en 1982, elaboraron una técnica de radioinmunoensayo, 

utilizando el método de sandwich en fase sólida, con la finalidad de detectar 

antígenos circulantes de Entamoeba histo1ytica, en pacientes con amibiasis 

invasiva, lograron detectar antígenos circulantes en el suero de pacientes con 

amibisis intestinal y extraintestinal. Estos investigadores llegaron a la conclusión de 

que el antígeno detectado en el suero de pacientes con amibisis invasiva, se 

encontraba en forma de complejos inmunes ( 53 ). 

El empleo de pruebas serológicas han sido un medio para el diagnóstico 

indirecto, cuando la demostración del parásito es difícil. La mayor parte de las 

pruebas serológicas diagnostican absceso hepático amibiano, pero en etapas • 

tempranas no tienen un 100 % de confiabilidad. Algunas de estas pruebas de 

diagnóstico no son positivas en el caso de una disentería amibiana a menos que la 

enfermedad sea extremadamente severa, por lo que el examen directo de heces 

permanece como el estandar de oro para el diagnóstico de una amibiasis intestinal 

( 26, 48 ). 

En general los ensayos mencionados anteriormente se elaboran con lisados 

completos de Entamoeba histolytica . Estos antígenos poseen ciertas desventajas, 

algunas veces pueden ser muy difíciles de estandarizar, debido a la 

autodregradación provocado por las diferentes proteinasas que contienen. 

Recientemente la Dra. Flores de Castañeda ha patentado un método que permite 

preservar estos antígenos por años, en base a este hallazgo se han abierto nuevas 

posibilidades para manipular estos extractos amibianos ( 17, 18, 19 ). 
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En años recientes la Dra. María_ del Socorro Flores de Castañeda y un 

equipo de estudiantes, han abordado diferentes aspectos de la respuesta inmune 

de la amibiasis. Para ello se han estudiado varios aspectos, como son los niveles 

de inmunoglobulinas y los principales isotipos que se presentan en pacientes con 

absceso hepático amibiano. Estas fueron evaluadas mediante un ensayo 

inmunoadsorbente ligado a enzima desarrollado en nuestro laboratorio, para 

detectar anticuerpos anti-amiba, encontrando los isotipos lgA e lgG de los 

pacientes con amibiasis invasiva elevadas en comparación con los sujetos sanos 

( 38 ). 

Otro aspecto importante que ha sido abordado es el estudio de la respuesta 

inmune de la amibiasis utilizando un modelo en ratones. Para ello se realizaron 

experimentos en ratones BALB/c, inmunizados por vía oral con trofozoítos de 

Entamoeba histolytica HK-9 y se evaluaron los isotipos de inmunoglobulinas que 

aparecen en respuesta a la exposición a las proteínas de este protozoario, 

encontrando elevados algunos isotipos de inmunoglobulinas ( 70 ). 

Durante la amibiasis invasiva en el humano, se generan una gran cantidad 

de anticuerpos contra diferentes componentes inmunogénicos de Entamoeba 

histolytica, algunos de estos componentes pueden estar involucrados en daño y en 

respuesta el sistema inmune genera una gran cantidad de anticuerpos contra 

moléculas inmunodominantes. En este sentido nuestro grupo de trabajo, util izando 

técnicas de alta resolución, como electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes en gradiente de concentración e 

inmunoelectrotransferencia. Se lograron identificar antígenos· inmunodominantes 

de Entamoeba histolytica HK-9, que fueron reconocidos por los anticuerpos 

presentes en los sueros de pacientes con amibiasis invasiva, sin embargo los 

anticuerpos séricos de pacientes con amibiasis intestinal asintomática y sujetos 

sanos con examen coproparasitoscópico negativo que habitan en zonas 

endémicas no reconocen ninguna de estas moléculas. Con esto se logró 
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establecer un patrón inmunoelectroforético específico para amibiasis invasiva. Las 

moléculas con pesos moleculares relativos, que fueron reconocidas por los 

anticuerpos presentes en los sueros de los pacientes con amibiasis invasiva, 

fueron las siguientes : 8 KDa, 9 Kda, 1 O KDa, 11 KDa, 23 KDa, 25 KDa, 37 KDa 

( 20 ). 

En resumen, sabemos que la proteína de peso molecular relativo de 8 Kda 

de Entamoeba histolytica, es inmunogénica y conserva su antigenicidad a 

diferentes pH, además esta proteína es reconocida exclusivamente por los 

anticuerpos presentes en el suero de pacientes con amibiasis invasiva y no es 

reconocida por los anticuerpos presentes en el suero de sujetos sanos que habitan 

en zonas endémicas. Por lo que consideramos de gran importancia el aislamiento 

de esta molécula a gran escala en condiciones nativas, para ensayos de actividad 

biológica y estandarización de un prueba de inmunodiagnóstico especifica y 

sensible para amibiasis invasiva. 
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CAPITULO2 

OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

Aislar por isoelectroenfoque las proteínas con peso molecular relativo de 8 

kDa de Entamoeba histolytica y comparar su antigenicidad contra extractos crudos 

amibianos. 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICO$ 

1. Aislar la banda proteica inmunodominante con un peso molecular relativo de 8 

KDa mediante electroforesis preparativa y electroelución en condiciones 

desnaturalizantes 

2. Caracterizar el punto isoeléctrico de las proteínas de bajo peso molecular 

mediante isoelectroenfoque en gel analítico. 

3. Aislar las proteínas inmunodominantes con un peso molecular relativo de 8 

KDa mediante isoelectroenfoque en fase líquida. 

4. Determinar si los anticuerpos inducidos en conejos y ratones con un extracto 

total de Entamoeba histolytica, reconocen las proteínas de bajo peso 

molecular aisladas por isoelectroenfoque. 
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CAPITULO 3 

MATERIAL Y METODOS 

3.1 MUESTRAS BIOLOGICAS 

3.1.1 Animales 

Se utilizaron ratones BALB/c adultos, de sendos sexos ( 8 -12 semanas de 

edad ), estos fueron alimentados con nutricubos para roedores ( Purina U.S.A. ) y 

agua estéril, se mantuvieron en jaulas de acrílico con rejillas metál icas. 

Los conejos Nueva Zelanda adultos, machos de 4 - 6 meses de edad, 

fueron alimentados con Nutrialimentos Purina ( Purina S.A de C.V. México) y agua, 

se hospedaron en jaulas metálicas en el bioterio a una temperatura de 18 a 20ºC. 

3.1.2. Sueros Humanos 

Los sueros de pacientes con amibiasis invasiva se obtuvieron de pacientes que 

ingresaron al área de Medicina Interna I y II del Hospital Universitario Dr. Jose 

Eleuterio Gonzalez. Los sueros se analizaron por lnmunoelectrotransferencia 

(EITB) para identificar la presencia de anticuerpos antiamiba que identificaran el 

patrón antigénico específico para amibiasis invasiva ( Número de Patente 5459042 

E.U.A, Número de Patente de SECOFI 926019 MEXICO; Autoría intelectual : 

Flores de Castañeda M.S. ). Los sueros se conservaron a -20ºC. 

Los sueros de los sujetos sanos se obtuvieron de personas con exámen 

coproparasitoscópico negativo, y se almacenaron a -20 ºC. 
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3.1.3. Suero Bovino 

El suero bovino (INMUTEC, S.A. de C.V. México, D.F.) fue empleado para 

el cultivo axénico de Entamoeba histolytíca HM-1 :IMSS y HK-9 y se almacenó a 

-20ºC. 

3.1.4. Cepas amibianas 

Los trofozoítos de Entamoeba histolytica fueron proporcionados por el Dr. 

Armando lsibasi Araujo del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto 

Mexicano del Seguro Social. Posteriormente las cepas de Entamoeba histolytica 

HM-1 :IMSS y HK-9 fueron cultivadas en el Centro Regional de Control de 

Enfermedades Infecciosas del Departamento de Microbiología de la Facultad de 

Medicina, de la Universidad Autonoma de Nuevo León. 

3.2 OBTENCION Y PREPARACION DEL EXTRACTO INSOLUBLE 

CLOROFORMO:METANOL CALENTADO (IC:MC) DE Entamoeba histolytica. 

Los trofozoítos de Entamoeba histolytica HK-9 y HM-1 :IMSS, fueron 

cultivados en medio de cultivo TYI-S-33 en condiciones axénicas a 37ºC durante 

72 horas ( 15 ). La cosecha de los trofozoítos se realizó al final de la fase 

logarítmica de crecimiento. Las botellas de cultivo ( 3028 FALCON ), se colocaron 

en agua con hielo por 15 minutos. El paquete celular se obtuvo mediante 

centrifugación a 514 g/10 min.( 4ºC ), se lavó 3 veces con PBS frío 0.15 M, pH 7.4; 

mediante centrifugación a 514 g/5 min. a 4ºC . El paquete celular se congeló a -

?0ºC y se liofilizó. 

El sobrenadante del medio de cultivo TYI-S-33 se recuperó después de 

cada cosecha de trofozoítos de Entamoeba histolytica, se centifugó a 2800 g/1 o 
minutos a 4ºC y se almacenó a -20ºC. 
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El extracto crudo de trofozoítos de Entamoeba histolytica se trató con una 

mezcla de solventes orgánicos para disminuir la actividad proteolítica del antígeno. 

Se obtuvo la fracción Insoluble en Cloroformo : Metano! ( IC:M ) y se secó 

mediante vacio. Esta fracción se calento en un amortiguador para obtener la 

fracción IC:MC ( fracción IC:MC) ( Dra. María del Socorro Flores de Castañeda, 

Patente Nú. 5,459,042; Departamento de Marcas y Patentes, Washigton D.C. 

U.S.A ; Pat. SECOFI 926019, MEXICO ) ( 17;18 ). 

3.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE 

BRADFORD 

La concentración proteica del extracto IC:MC de Entamoeba histolytica se 

determinó por el método de Bradford ( 9 ). 

3.4 ELECTROFORESIS EN 

DODECILSULFATO DE 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

Entamoeba histoltyica. 

GELES DE 

SODIO 

(EITB) DEL 

POLIACRILAMIDA CON 

(SDS-PAGE) E 

EXTRACTO IC:MC DE 

Para este estudio se utilizó el sistema discontinuo Laemli ( 33 ) , en donde 

el extracto IC:MC de Entamoeba histolytica se sometio a SDS-PAGE e EITB, para 

analizar el patrón protéico y antigénico mediante tinciones para proteínas y 

western blot respectivamente. Los marcadores de peso molecular conocido, 

usados como referencia para calcular peso molecular, fueron electrotransferidos y 

se revelaron mediante un método inmunoenzimático ( 21 ). 

3.4.1. Preparación de geles de poliacrilamida en gradiente de 

concentración lineal con SDS. 

Se prepararon geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio en 

gradiente de concentración de 8.75% Ta 18% T, 2.66 C,a pH 8.8, con un gel de 
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empaquetamiento al 5% T; 2.66 C, a pH 6.8 ( 4, 78 ). Las cantidades empleadas 

para elaborar este gradiente fueron las siguientes: 

Gel separador en gradiente de concentración lineal de 8.75% T a 18% T; 

2.66 C, pH 8.8 ( geles de 18 x 14 cm x 0.75 mm). 

Reactivo Cantidad 

8.75% 18% 

Solución patrón de acrilamida-

bis-acrilamida 30 % T, 2.66 C 1.748ml 3.597 mi 

Amortiguador Tris-HCI, 3.02 M, pH 8.8 1.131 mi 1.131 mi 

Glicerol al 50% 0.411 mi 0.634 mi 

Agua bidestilada 2.622 mi 0.553 mi 

Dodecil sulfato de sodio al 20% 0.030 mi 0.030 mi 

Persulfato de amonio al 10% 0.0214 mi 0.0214 mi 

TEMED 0.0025 mi 0.0025 mi 

La soluciones 8.75 %T y 18 %T fueron colocadas en los reservorios de un 

formador de gradiente, éstas se mezclaron al iniciarse un flujo constante auxiliado 

por una bomba peristáltica, al final del flujo de los reactivos, se dejaron 

aproximadamente 40 min. para que las soluciones del gel de corrimiento 

polimerizaran. Después se adicionaron las soluciones para el gel de 

empaquetamiento, colocando el peine adecuado para cada experimento. 

Gel de Empaquetamiento al 5% T, 2.66 C, pH 6.8 

Reactivo 

Solución patrón de acrilamida 

bis-acrilamida 30% T, 2.66 C. 

Amortiguador Tris-HCI, 1.25 M, pH 6.8 

Agua bidestilada 

Dodecil sulfato de sodio al 20% 

Persulfato de amonio al 10% 

TEMED 

14 

Cantidad 

0.850 mi 

0.520 mi 

3.600 mi 

0.025 mi 

0.025 mi 

0.005 mi 



Se dejó polimerizando aproximadamnete 20 min., después se conservó a 

4ºC. 

3.4.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes ( SDS-PAGE ). 

Para el corrimiento electroforético se utilizó un amortiguador Trizma Base 

50 mM, Glicina 384 mM, SOS 0.01% con un pH de 8.3. Se colocaron, marcadores 

de peso molecular conocido y extracto IC:MC d~ Entamoeba histolytica HK-9. 

Para el corrimiento electroforético se aplicó un gradiente de voltaje. El 

voltage se detuvo cuando el frente de corrimiento llego al borde de la parte inferior 

del gel, sin dejar que este saliera. El gel fue seccionado para diferentes procesos 

como por ejemplo tinciones y EITB. 

3.4.3. Tinción con nitrato de plata 

La tinción descrita por Merril ( 47 ) con modificaciones, fue empleada para 

revelar el patrón electroforético de las proteínas presentes en los geles de 

poliacri lamida, y se describe a continuación: 

1. Los geles se sumergieron en una solución fijadora ( Metano! 50% y Acido 

Acético 12% ) por 20 minutos. 

2. El dodecilsulfato de sodio (SOS) se eliminó mediante tres lavados con solución 

de etanol al 10% y ácido acético al 5%. 

3. Los geles se colocaron en solución oxidante ( Dicromato de Potasio 3.4 mM, 

Acido Nítrico 3.17 mM) durante 5 min. 
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4. La solución oxidante se eliminó con tres lavados de 30 min cada uno con agua 

bidestilada. 

5. Los geles se incubaron en solución de nitrato de plata ( AgNO3 12 mM) durante 

30 minutos. Los primeros 1 O min se llevaron a cabo bajo luz intensa. 

6. Las bandas proteicas se visualizaron mediante una solución reveladora 

(carbonato de sodio 280 mM con 0.5 mi de formaldehído concentrado, por litro 

de solución). Se realizaron 2 lavados rápidos con esta solución y el último se 

dejó hasta que se observaron las bandas. La reacción se detuvo con ácido 

acético al 1 %. 

3.4.4. lnmunoelectrotransferencia 

La inmunoelectrotransferencia fue empleada para identificar la 

antigenicidad de las proteínas de Entamoeba histolytica y ademas detectar la 

presencia de las moléculas inmunodominantes, principalmente la banda proteica 

de peso molecular relativo de 8 KDa. Para identificar estas proteínas se emplearon 

los sueros de paciente con amibiasis invasiva y como control negativo sueros de 

sujetos sanos. La reacción antígeno-anticuerpo se identificó mediante un método 

inmunoenzimático ( 72, 68 ). 

Las condiciones empleadas para las EITB fueron las siguientes: 

Las proteínas previamente separadas electroforéticamente por SDS-PAGE, 

se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas de 

nitrocelulosa se incubaron con albúmina sérica bovina al 1 % en solución salina 

tamponada con fosfatos (PBS), durante 1 hora a 37ºC. Posteriormente se lavó 3 

veces con solución de lavado ( gelatina de pescado al 0.3% en PBS-Tween 20 

1: 1000), cada uno de 1 0minutos. El papel se cortó en tirillas y éstas se incubaron 

con los sueros a analizar, diluídos 1 :25 en gelatina de pescado al 1.5% en PBS­

Tween 20 1: 1000, durante 1 hora a temperatura ambiente, en agitación, y se 
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conservaron 12 hrs aproximadamente a 4ºC. Al día siguiente, se hicieron 3 lavados 

con solución de lavado y se adicionaron los anticuerpos policlonales anti­

gammaglobulinas humana elaborados en chivo y conjugados con peroxidasa. Los 

anticuerpos diluidos 1 :2000, se dejaron reaccionando por 2 horas a temperatura 

ambiente en agitación. Las tiras se volvieron a lavar y se adicionó la solución 

substrato-cromógeno ( 3,3'-diaminabenzidina Tetraclorhidrato con peróxido de 

hidrógeno en PBS ) para visualizar la reacción antígeno-anticuerpo. Después de 

unos minutos, la reacción se neutralizó con ácido clorhídrico 5 N, las tiras se 

lavaron con agua bidestilada y se secaron con papel filtro, para posteriormente 

analizarlas. Los marcadores de peso molecular conocido se incubaron con sueros 

de pacientes con amibiasis invasiva y se sometieron a los mismos tratamientos 

mencionados anteriormente. 

3.5. ELECTROFORESIS PREPARATIVA Y ELECTROELUCION EN 

CONDICIONES DESNATURALIZANTES. 

Para el aislamiento de las proteínas de peso molecular relativo de 8 KDa de 

Entamoeba histolytica, se utilizó electroforesis preparativa y electroelución en 

condiciones desnaturalizantes ( 66 ). 

Se utilizaron geles preparativos al 18% T, 2.66 C, pH 8.8. En este sistema 

se utilizó un amortiguador para electroforesis 2X ( Trizma base 100 mM, glicina 

768 mM con SOS 0.02% ). El gel de poliacrilamida se sometió a un pre-corrimiento 

de 50 volts por 30 min. Transcurrido este tiempo, se aplicaron los marcadores de 

peso molecular conocido y el extracto IC:MC de Entamoeba histolytica 

manteniéndose a una temperatura de 4ºC. La electroforesis se detuvo cuando el 

frente de corrimiento alcanzó la parte inferior del gel sin que éste saliera. La zona 

del gel que corresponde a los marcadores de peso molecular conocido, se 

seccionó para ser teñida con azul de Coomassie, y la otra porción del gel de 

poliacrilamida se almacenó a -20ºC. 
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El gel ( conservado a -20ºC ) que contenía las proteínas del extracto IC:MC 

separado electroforeticamente, se cortó en porciones. El corte del gel se realizó de 

acuerdo a la movilidad electroforética de la banda proteica de peso molecular 

relativo de 8 kDa y la porción que contenía esta banda se llevó a electroelución. En 

la cámara de electroelución, se colocó una membrana de diálisis con un límite de 

exclusión molecular de 3.5 kDa, para atrapar las proteínas eluídas del gel de 

poliacrilamida, durante la electroelución. El amortiguador que se empleó en la 

cámara de electroelución fue el mismo que se utilizó en la electroforesis 

preparativa. Se aplicó un voltage constante de 120 por 3 horas, a 4ºC. Los 

electroeluídos se almacenaron a -20ºC. 

3.6. CARACTERIZACION DEL PUNTO ISOELECTRICO DE LAS 

PROTEINAS INMUNODOMINANTES DE PESO MOLECULAR RELATIVO DE 8 

KDa DE Entamoeba histolytica . 

3.6.1. Preparación de la muestra 

Los electroeluídos provenientes de varios geles se mezclaron, se dializaron 

contra agua desionizada por 24 hrs a 4ºC ; se utilizó una membrana de diálisis con 

un limite de exclusión molecular de 3.5 kDa ( SPECTRNPOR, Baxter Healthcare 

Ce. lllinois U.S.A. ). Los electroeluídos dializados se concentraron mediante 

liofilización. 

Para eliminar el SDS, se utilizó cromatogrfía de itnercambio iónico, 

empleando una columna empacada con resina AG 11 AS. Esta resina posee la 

propiedad de retener el detergente aniónico ( 7 ). La columna se activó con cloruro 

de amonio 1 M y después se lavó con agua desionizada. La muestra se aplicó a la 

columna con un flujo controlado, recolectando el eluído en varios tubos, los cuales 

se almacenaron a -20ºC, y posteriormente se concentraron mediante liofilización. 
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3.6.2. lsoelectroenfoque en gel de poliacrilamida 

Las muestras se sometieron a isoelectroenfoque analítico en geles de 

poliacrilamida, con el objetivo de caracterizar su punto isoeléctrico ( pi ). Para este 

estudio se utilizaron geles de poliacrilamida al 5% T, 1.16 C; con anfolitos de un 

rango de pH de 3 a 10. Las soluciones utilizadas en los electrodos del 

isoelectroenfoque fueron, ácido fosfórico 1 M ( ánodo ) e hidroxido de sodio 1 M ( 

cátodo ). La electroforesis se inició con un pre-corrimiento empleando una potencia 

de 1 O Watts durante 30 minutos, para distribuír los anfolitos y generar el gradiente 

de pH, después se aplicaron las siguientes muestras: Amiloglucosidasa p.l. 3.6; 

inhibidor de la tripsina p. l. 4.6; anhidrasa carbónica p. l. 6.6; mezcla de marcadores 

de p. l. 3 - 1 O; y los eluídos de peso molecular relativo de 8 KDa de Entamoeba 

histolytica. Enseguida se aplicó un pre-corrimiento a 1 O Watts, se quitaron los 

papeles aplicadores de muestra y se incrementó la potencia a 15 Watts. En los 15 

minutos finales se incrementó a 20 Watts para obtener mejor resolución en la 

separación. Durante el isoelectroenfoque se utilizó un sistema de enfriamiento ( 

2209 Multitemp, Bromma LKB Sweden ). 

3.6.3. Tinción con azul de Coomassie G-250 

El gel de poliacrilamida usado en el IEF se sometió a tinción con azul de 

Coomassie G-250, como a continuación se describe. 

1. El gel se sumergió en una solución fijadora ( Acido Tricloroacético 704 mM, 

Acido Sulfosalicílico 136 mM ) por 1 hora. 

2. El gel se equilibró con una solución de equilibrio ( Metano! 25% y Acido Acético 

5% ) por 15 minutos. 
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3. El gel se incubó en solución de azul de Coomassie G-250 ( 0.01 % de Azul de 

Coomassie G-250, Metano! 25% y Acido Acético 5% ) por 1 hora a 

temperatura ambiente en agitación. 

4. El exceso de colorante se eliminó con una solución desteñidora ( Etanol 25% 

y Acido Acético 8% ) hasta la eliminación total del exceso de colorante. 

En base a la migración electroforética de los marcadores de punto 

isoeléctrico conocido, se elaboró una curva de calibración, en donde se extrapoló 

la movilidad electroforética de la proteína en estudio, para obtener el pi. 

3.7 ISOELECTROENFOQUE EN FASE LIQUIDA DE UN EXTRACTO 

IC:MC DE Entamoeba histolytica. 

3.7.1. lsoelectroenfoque en fase líquida con un rango de pH 3.0 -

10.0, del Extracto IC:MC de Entamoeba histolytica. 

Las condiciones para la obtención y preparación del extracto IC:M de 

Entamoeba histolytica, fueron semejantes a las anteriormente mencionadas. El 

extracto IC:MC se preparó con la solución solubilizadora y calentando a ebullición. 

Al extracto IC:MC de Entamoeba histolytica se le determinó la concentración de 

proteínas por el método de Bradford. 

En el isoeletroenfoque en fase líquida se emplearon 2 ·soluciones para los 

depósitos de los electrodos, hidróxido de sodio 0.1 M ( cát_odo ) y ácido fosfórico 

0.1 M ( ánodo). En la cámara de separación se adicionó la solución solubilizadora 

con anfolitos al 2% ( pH 3.5 - 1 O ). Se realizó un pre-corrimiento por 2 horas para 

generar el gradiente de pH ( 3.5 - 1 O ). Este sistema se mantuvo a una temperatura 

de 4ºC ( Multitemp II LKB ). 
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El extracto IC:MC de Entamoeba histolytica se aplicó en la zona central de 

la cámara y para isoelectroenfocalizar las proteínas, se aplicaron 12 Watts. las 

muestras se recuperaron mediante vacío y se recolectaron en 20 tubos colocados 

dentro de una cámara. Cada una de las fracciones se sometieron a análisis de pH, 

absorbancia a 280 nm y SDS-PAGE e EITB. 

3.7.2. Refraccionamiento mediante IEF en fase líquida ( Anfolitos de 

pH 4.0 - 6.5 y 6.0 - 8.0 ). 

Las fracciones con un rango de pH de 4.6 - 5.4, provenientes del IEF en 

fase líquida, fueron sometidas a un refraccionamiento mediante IEF en fase 

líquida, empleando anfolitos con un rango de pH 4.0 - 6.5. Las fracciones con un 

rango de pH de 6.5 - 7.4, fueron sometidas a un refraccionamiento empleando 

anfolitos con un rango de pH 6.0 - 8.0. Las condiciones de isoelectrofocalización 

fueron semejantes a las anteriormente descritas en este trabajo. La muestras se 

recolectan en 20 tubos mediante vacío y fueron sometidas a medición de pH y 

absorbancia a 280 nm. Las 20 fracciones se congelaron a -70ºC y se concentraron 

mediante liofilización. Cada una de estas fracciones se sometieron a SDS-PAGE e 

EITB. 

3.8 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS 

AISLADAS POR IEF EN FASE LIQUIDA, SOMETIDAS A IEF EN GEL. 

Para comprobar si las proteínas de peso molecular relativo de 8 KDa, 

aisladas por IEF en fase líquida poseian diferentes pi, éstas se sometieron a un 

IEF gel de poliacrilamida, preparado y sometido a las mismas condiciones como se 

mencionaron anteriormente en esta tesis. En el gel se aplicaron marcadores de pi 

conocido y las proteínas de peso molecular relativo de 8 KDa aisladas en los 

rangos de pH 5.2-5.3 y 6.9. Al final del tiempo de corrimiento, estas proteínas se 

electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa utilizando un sistema de 

transferencia semi-seco a miliamperaje constante por 2 hrs. Después la membrana 
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de nitrocelulosa se sometió al mismo tratamiento que se ha mencionado 

anteriormente en este trabajo. 

3.9. ANTIGENICIDAD DE LAS PROTEINAS DE PESO MOLECULAR 

RELATIVO DE 8 K.Da DE Entamoeba histolytica. 

La antigenicidad de las proteínas de peso molecular relativo de 8 KDa 

aisladas por IEF en fase líquida, se analizaron mediante SDS-PAGE 12 - 18 o/oT e 

EITB. Se utilizaron sueros de conejos y ratones inmunizados y sin inmunizar, 

también se emplearon sueros de pacientes con amibiasis invasiva y de sujetos 

sanos que habitan en zonas endémicas de amibiasis. 

3.9.1. Protocolo de Inmunización para los conejos Nueva Zelanda. 

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda ( machos de 4 - 6 meses de edad), 

estos se sangraron en la vena de la oreja al tiempo O ( suero control ), el suero se 

almaceno a -20ºC. 

Para inmunizar se utilizó como inmunógeno un extracto total de Entamoeba 

histolytica HK-9 con adyuvante completo de Freund . La emulsión se administró a 

los conejos por vía subcutánea. A los 7 días se sangraron y se volvieron a 

inmunizar bajo el mismo protocolo, pero el inmunógeno se preparó con adyuvante 

incompleto de Freund. Todos los sueros se almacenaron -20ºC. 

3.9.2. Protocolo de inmunización de los ratones BALB/c. 

Se utilizaron ratones Balb/c, cada uno de ellos se sangraron por la vena 

caudal antes de ser inmunizados, y el suero se guardó a -20ºC. 

La suspensión empleada para las inmunizaciones se preparó de la 

siguiente manera: El extracto de Entamoeba histolytica HK-9 se suspendió en 

solución salina y se sonicó 3 veces durante 20 segundos cada vez, la muestra se 

mantuvo en un baño con hielo, finalmente se hizo una emulsión con adyuvante 
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Incompleto de Freund. Cada ratón se inmunizó con esta emulsión por vía 

intraperitoneal. Para las siguientes inmunizaciones el antígeno se preparó de la 

misma manera. Al final de las inmunizaciones los animales se sangraron a blanco, 

los sueros se almacenaron a -20ºC. 
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CAPITUL04 

RESULTADOS 

4.1. ANALISIS MEDIANTE SDS-PAGE E EITB DE UN EXTRACTO IC:MC 

DE Entamoeba histolytica HK-9. 

El extracto IC:MC de Entamoeba histoltyica HK-9, se anal izó en SDS-PAGE 

e EITB, con la finalidad de conocer el patrón electroforético y antigénico, mediante 

tinción con nitrato de plata y western blot respectivamente. 

En la figura 1 se observa un gel de poliacrilamida teñido con nitrato de 

plata, en en el carril B se aplicó el extracto IC:MC de Entamoeba histolytica HK-9, 

en donde se identificaron más de 32 bandas proteicas que abarcan un rango de 

peso molecular inferior y superior a los 14 kDa y 66 KDa respectivamente, en base 

a los marcadores de bajo peso molecular que se muestran en el carril A. Este 

extracto fue aceptable para ser empleado para ensayos posteriores. 

El análisis por EITB del extracto IC:MC de Entamoeba histolytica HK-9, se 

muestra en la figura 2; en 2A y 28 se electrotransfirieron marcadores de peso 

molecular conocido y extracto IC:MC de Entamoeba histolytica HK-9 

respectivamente, la tira 81 se incubó con un suero de un paciente con amibiasis 

invasiva, y se observó que los anticuerpos presentes en el suero reconocen la 

proteína de peso molecular relativo de 8 KDa, además reconocen otras moléculas 

de mediano y alto peso molecular, que también son inmunodomianates, sin 

embargo esta molécula no fue reconocida por los anticuerpos ·presentes en el 

suero de un sujeto sano, como se observa en la tira 82. Estos resultados que los 

indican la presencia de la banda proteica de peso molecular relativo de 8 KDa de 

Entamoeba histolytica, la cual forma parte del patrón característico de amibiasis 

invasiva. Esta EIT8 muestra que el extracto empleado, podra ser utilizado para el 

aislamiento de la banda proteica inmunodominante de bajo peso molecular. 
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FIGURA 1. PATRON ELECTROFORETICO DE UN EXTRACTO IC:MC DE 

Entamoeba histolytica. SDS-PAGE en gradiente lineal. nnción con nitrato de plata. A. 

Marcadores de peso molecular, B. Extracto IC:MC . 
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FIGURA 2. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE UN EXTRACTO 

IC:MC DE Entamoeba histolytica. A. Marcadores de peso molecular; 8 . Extracto IC:MC . A y 

81. Suero de un paciente AHA; 81. 82. Suero de un sujeto sano. 
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4.2. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE PESO MOLECULAR 

RELATIVO DE 8 KDa DE Entamoeba histolytica HK-9, MEDIANTE 

ELECTROFORESIS PREPARATIVA Y ELECTROELUCION EN CONDICIONES 

DESNATURALIZANTES. 

Para el aislamiento de la proteína de peso molecular relativo de 8 KDa, se 

utilizaron geles preparativos al 18 % T. En este sistema se aplicaron extractos 

IC:MC de Entamoeba histolytica HK-9. 

Los cortes de los geles preparativos se realizaron en el área de la 

movilidad electroforética de la proteína de peso molecular relativo de 8 KDa. Se 

hicieron diferentes cortes por debajo del marcador de 14 KOa. Las proteínas 

presentes en los fragmentos de los geles de poliacrilamida se extrajeron mediante 

electroelución. 

Para analizar la presencia de las moléculas inmunodomiantes de peso 

molecular relativo de 8 KDa en los electroeluídos, estos se sometieron a SDS­

PAGE e EITB al 18 %T. En la figura 3, se puede observar la presencia de la banda 

proteica de peso molecular relativo de 8 KDa en la sección C, pero también se 

identificaron bandas antígénicas con un peso molecular aproximado de 67, 29, 16 

y 14 KDa. 
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FIGURA 3. EITB DE LOS ELECTROELUIDOS OBTENIDOS DE LAS SDS­

PAGE PREPARATIVAS. A Marcadores de peso molecular; B Extracto IC:MC; c. 

Electroeluídos. Se utilizó el suero de un paciente con amibiasis invasiva. 
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Para solucionar este problema, los electroeluídos que contenían la proteína 

de peso molecular relativo de 8 KDa se sometieron nuevamente a electroforesis 

preparativa y electroelución en condiciones desnaturalizantes, y el electroeluído 

obtenido se analizó mediante SDS-PAGE e EITB. 

En la figura 4 se muestra el gel teñido con nitrato de plata. Se observó la 

presencia de una sola banda proteica ( Carril C ), por debajo del marcador de 14 

KDa ( Carril A). Cuando se transfirieron estas muestras a papel de nitrocelulosa, y 

se incubaron con el suero de un paciente con AHA, se observó que la banda 

proteica de peso molecular relativo de 8 KDa estaba aislada y las bandas 

antigenicas de 67, 29, 16 y 14 KDa se lograron eliminar por la metodología que se 

mencionó anteriormente. Estos resultados se muestran en la figura 5. 
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FIGURA 4. BANDA PROTEICA DE P.M. RELATIVO DE 8 KDa AISLADA Y 

TEÑIDA CON NITRATO DE PLATA. SDS-PAGE; A. Marcadores de peso molecular; By D. 

Extracto IC:MC, C. Banda proteica de P.M. relativo de 8 kDa aislada mediante electroforesis 

preparativa y electroelución. 
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FIGURA 5. EITB DE LA BANDA PROTEICA DE P.M. RELAT~VO DE 8 kDa 

AISLADA. A. Marcadores de peso molecular; B. Extracto IC:MC; C. Banda proteica de P.M. 

relativo de 8 kDa aislada por electroelución. Se utilizó un suero de un paciente con AHA. 
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4.3. CARACTERlZACION DEL PUNTO ISOELECTRICO DE LAS 

PROTEINAS INMUNODOMINANTES DE PESO MOLECULAR RELATIVO DE 8 

KDa DE Entamoeba histolytica . 

Las proteínas presentes en la banda proteica de peso molecular relativo de 

8 KDa fueron sometidas a isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida 5 % T, 1. 16 C, 

obtenidas por electroelución. Al revelar mediante tinción con azul de Coomassie G-

250, se identificaron 3 bandas protéicas ( Figura 6, carril E). Los puntos 

isoeléctricos de la proteínas de 8 KDa, se obtuvieron extrapolando los pH de las 

bandas protéicas que aparecieron en el gel de poliacilamida, con la curva de 

calibración elaborada con los marcadores de pi conocido ( Carriles A, B, C y D ). 

Las bandas proteicas se encontraron a los pH de 4.7, 5.9 y 6.75, estos resultados 

indican la posibilidad de que se encuentren 3 isoformas proteicas presentes en la 

banda proteica de peso molecular relativo de 8 KDa, con un peso molecular muy 

semejante pero con cargas netas diferentes. Para establecer firmemente este 

hallazgo se necesitan estudios fisicoquímicos posteriores. 
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FIGURA 6. IEF ANALITICO DE LA BANDA PROTElCA AISLADA POR 

ELECTROELUCION. Anfolitos ( pH 3 - 10 ). Tinción con azul de Coomassie G-250. A 

Amiloglucosidasa de Aspergillus niger ( p.l. 3.6 ); B. lnhibidor de la tripsina del frijol de soya ( p.l. 4.6 

); C. Anhidrasa carbónica humana ( p.l. 6.6 ) ; D. Marcadores de punto isoeléctrico conocido ( 

Rango de p.l. de 3.6 a 9.3 ); E. Proteínas de la banda proteica de peso molecular relativo de 8 kDa 

de Entamoeba histolytica HK-9. 
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4.4. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE PESO MOLECULAR 

RELATIVO DE 8 KDa DE Entamoeba histolytica MEDIANTE 

ISOELECTROENFOQUE EN FASE LIQUIDA. 

4.4.1. lsoelectroenfoque en fase líquida de un extracto IC:MC de 

Entamoeba histolytica HK-9. 

Mediante esta tecnología se obtuvieron 20 fracciones a diferentes pH. Cada 

una de estas fracciones se sometieron a análisis de pH y absorbancia a 280 nm. 

Los resultados se observan en la tabla l. 

TABLAI 

pH Y ABSORBANCIA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DEL IEF EN 

FASE LIQUIDA DE UN EXTRACTO IC:MC DE Entamoeba histolytica. 

Fracción pH Absorbancia ( 280 nm ) 

1 3.1 0.024 

2 3.6 0.032 

3 3.8 0.121 

4 4.2 0.128 

5 4.4 0.156 

6 4.5 0.255 

7 4.6 0.348 

8 4.7 0.507 

9 5.0 0.543 

10 5.4 0.303 

11 6.0 0.160 
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Continúa Tabla 1 

Fracción pH Absorbancia ( 280 nm ) 

12 6.5 0.111 

13 6.9 0.127 

14 7.4 0.107 

15 8.1 0.091 

16 8.6 0.104 

17 9.3 0.036 

18 9.6 0.083 

19 10.0 0.027 

20 10.5 0.018 

Para conocer la distribución proteica del extracto IC:MC de Entamoeba 

histolytica HK-9, a travez del gradiente de pH generado por el IEF en fase líquida, 

las lecturas de absorbancia ( tabla 1 ), se graficaron al igual que el pH de cada una 

de las fracciones. En la figura 7, se aprecia una curva con un pico a pH de 5.0 que 

corresponde a la fracción 9, siendo la fracción más concentrada en cuanto a 

proteínas. Cabe destacar que el mayor contenido proteico de la fracción IC:MC de 

trofozoítos de este protozoario se localiza en un rango de pH de 3.8 - 7.4 . 
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4.4.1.1. Análisis de las 20 fracciones obtenidas del IEF fase 

líquida, por SDS-PAGE. 

Las fracciones obtenidas del IEF en fase líquida se sometieron a SDS­

PAGE en gradiente de concentración 12 - 18% T, y se revelaron mediante tinción 

con nitrato de plata. 

Se aplicaron las primeras 10 fracciones de IEF a una SDS-PAGE 12 - 18% 

T; como se muestra en la figura 8 . En los carriles A y B se observan los 

marcadores de peso molecular conocido y el extracto IC:MC de Entamoeba 

histolytica HK-9 respectivamente, que se usaron de controles. En la porción C, se 

colocaron las fracciones 1 hasta la 1 O. Desde el carril C1 hasta el carril C6 ( pH 3.1 

- 4.5 ) se puede apreciar la presencia de proteínas con pesos moleculares por 

arriba de 45 KDa. Apartir de los carriles C7 y C8 ( pH 4.6 - 4.7 ) se identificaron 

proteínas entre los pesos moleculares de 14 y por arriba de 66 KDa; y en los 

carriles C9 y C10 ( pH 5.0 - 5.4 ) se identificaron moléculas de pesos moleculares 

relativos por debajo de los. 14 KDa y otras proteínas con pesos moleculares 

superiores a los 66 KDa. 

En otro gel 12 - 18 % T, se aplicaron las fracciones 11 hasta la 20, como se 

muestra en la figura 9. En los carriles A y B se aplicaron marcadores de bajo peso 

molecular y Extracto IC:MC de Entamoeba histolytica HK-9 respectivamente. En la 

porción C se aplicaron las fracciones 11 hasta la 20 ( pH 6.0 - 10.5 ). En los carriles 

que corresponden a las fracciones 11, 12 y 13 ( pH 6. O -6. 9 ) se identificaron 

proteínas con un rango de pesos moleculares desde mayores de 66 KDa y hasta 

menores 14 KDa; en las fracciones 14, 15 y 16 ( pH 7.4 - 8.7 ) se observó un 

patrón protéico semejante pero con una intensidad de tinción más débil, y por 

último en las fracciones 17, 18, 19 y 20 ( pH 9.3 -10.5) se identificaron bandas de 

un peso molecular aproximado de 14 kDa y entre 45 - 66 KDa. En esta zona se 

dificulta la resolución de las bandas debido al fondo que presentó el gel de 

poliacri lamida, al ser teñido con nitrato de plata. 

37 



Al enlazar los resultados de las figuras 8 y 9, podemos decir que la mayor 

cantidad de proteínas, poseen puntos isoeléctricos a pH ácidos, como se observa 

en las fracciones 5 hasta la 13 con pH de 4.4 hasta 6.9 respectivamente. 

A 8 e 
1 2 3 4 5 6 7 e 9 10 

3.1 3.6 3.8 4.2 4.4 4.5 4.6 4.7 5.0 5.4 

pH 

FIGURA 8. SDS-PAGE DE LAS FRACCIONES 1 - 10 OBTENIDAS POR 

IEF EN FASE LIQUIDA. Tinción con nitrato de plata. A. Marcadores de peso molecular; B. 

Extracto IC:MC; C. Fracciones del IEF en fase líquida. 
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

pH 

FIGURA 9. SDS-PAGE DE LAS FRACCIONES 11- 20 OBTENIDAS POR 

IEF EN FASE LIQUIDA. Tinción con nitrato de plata. A. Marcadores de peso molecular; B. 

Extracto IC:MC; C. Fracciones obtenidas por IEF en fase líquida. 
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4.4.1.2. Análisis mediante EITB de las 20 fracciones obtenidas 

del IEF fase líquida. 

Las fracciones obtenidas del IEF en fase líquida se sometieron a SDS­

PAGE e EITB 12 % - 18 %T. Este análisis se realizó para identificar en que 

fracciónes, se encontraban las proteínas de peso molecular relativo de 8 KDa y 

ádemas · conocer la distribución antigénica de la fracción IC:MC de los trofozoítos 

de Entamoeba histolytica HK-9, desde un pH de 3 hasta 10. 

Las fracciones obtenidas del IEF se sometieron a SDS-PAGE e EITB. Los 

resultados se muestran en la figura 10. En los carriles A y E se observan los 

marcadores de peso molecular conocido y en los carriles By Del extracto IC:MC 

de Entamoeba histolytica HK-9. En la porción C se aplicaron las fracciones 1 hasta 

la 1 O. La banda proteica de peso molecular relativo de 8 KDa se identificó apartir 

de la fracción 5 hasta la 1 O ( pH 4.4 - 5.4 ), ádemas en estas fracciones se 

identificaron antígenos de alto y mediano peso molecular. 

La EITB, de las fracciones restantes del IEF en fase líquida se muestran en 

la figura 11 . Marcadores de peso molecular ( Carril A y E ) y extracto IC:MC de 

Entamoeba histolytica HK-9 ( Carril B y D ), en la porción C se aplicaron las 

fracciones 11 hasta la 20. Se puede apreciar en las fracciones 11, 12, 13, 14 y 15 

( pH 6.0 - 8.1 ) la presencia de la banda proteica de bajo peso molecular relativo 

de 8 KDa, pero la presencia de antígenos de mediano y alto peso molecular 

solamente se identificaron en la fracción 11 ( pH 6.0 ). 

Los resultados de las figuras 1 O y 11 , indican que la banda proteica de 8 

KDa se enfoca casi en 4 unidades de pH; ( pH de 4.4 hasta 8.1 ). 
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FIGURA 1 O. EITB DE LAS FRACCIONES 1 - 1 O OBTEN~DAS POR IEF EN 

FASE LIQUIDA CON RANGO DE pH 3 -10. A y E: Marcadores de peso molecular; By D: 

Extracto IC:MC; C: Fracciones del IEF en fase líquida. Se utilizó el suero de un paciente con 

amibiasis invasiva. 
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FIGURA 11. EITB DE LAS FRACCIONES 11 - 20 OBTENlDAS POR IEF 

EN FASE LIQUIDA CON UN RANGO DE pH 3 - 1 O. A y E: Marcadores de peso 

molecular; B y D: Extracto IC:MC; C: Fracciones del IEF en fase líquida. Se utilizó el suero de un 

paciente con amibiasis invasiva. 
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4.4.2. Refraccionamiento en un rango de pH 4.0 - 6.5 . 

Las fracciones obtenidas del IEF en fase líquida en un rango de pH de 4.6 -

5.4 de la figura 1 O, fueron sometidas a ún refraccionamiento de pH más estrecho, 

empleando anfolitos con un rango de pH de 4.0 - 6.5. Se siguió la metodología 

estandarizada. Al final de la isoelectrofocalización, las muestras se recolectaron en 

20 tubos. Cada una de estas fracciones se sometieron a medición de pH y 

absorbancia a 280 nm. Los resultados se muestran en la tabla 11 . 

TABLAII 

pH Y ABSORBANCIA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DEL 

REFRACCIONAMIENTO MEDIANTE IEF EN-FASE LIQUIDA, EN RANGO DE pH 

4.0 -6.5 . 

Fracción pH Absorbancia ( 280 nm ) 

1 3.6 0.3208 

2 4.0 0.2581 

3 4.4 0.2663 

4 4.7 0.5060 

5 4.9 0.5084 

6 5.0 0.3798 

7 5.1 0.2573 

8 5.15 0.2090 

9 5.2 0.1627 
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Continúa Tabla 11 

Fracción pH Absorbancia ( 280 nm ) 

10 5.3 0.1326 

11 5.5 0.1031 

12 5.7 0.0731 

13 5.9 0.0842 

14 6.1 0.0646 

15 6.3 0.0629 

16 6.6 0.0609 

17 6.8 0.0540 

18 7.3 0.0550 

19 7.9 0.0663 

20 8.1 0.0455 

Para conocer la distribución protéica a travez del gradiente de pH generado 

por el IEF en fase líquida, se graficaron los datos de la tabla 11. En la figura 12 se 

aprecia que el mayor contenido proteico se isoelectrofocalizó en un rango de pH 

de 3.6 - 5.15, sin embargo entre los pH de 4.7 - 4.9 se fonnó un pico, indicando 

que las fracciónes 4 y 5 son las más concentradas en cuanto a proteínas. Las 

lecturas de absorbancia disminuyeron conforme el pH se acercaba hacia la zona 

de pH neutro. 

4 4 



0.600 --,----------------------------------,-- 14.0 

12.0 
0 .500 

- 10.0 
E 0 .400 e 
o 
C0 8.0 C\I -ca 0.300 pH 
·-(.) 

e 6.0 ca 
.e 
a.. 
o 

0 .200 en 
..c 
<t 4.0 

0.100 
2.0 

O. 000 ---t---,-----,---,---,---,---,---,-----,---,---,---,---,--~---,----,-, -~----,---,--,-1 --t- O. O 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O 11 12 13 14 1 5 16 1 7 18 19 20 

Fracciones 

FI GURA 12. pH Y ABSORBANCIA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DEL REFRACCIOt~AMIENTO MEDIANTE IEF EN FASE LIQUIDA CON 
UN RANGO DE pH 4 . 0 - 6.5. ( • ) Absorbancia, ( * ) pH. 



4.4.2.1. Análisis por SDS-PAGE e EITB de las 20 fracciones 

obtenidas del refraccionamiento en un rango de pH 4.0 - 6.5 . 

Las fracciones obtenidas del refraccionamiento por IEF en fase I íquida con 

un rango de pH 6.0 - 8.0 se sometiéron a SDS-PAGE e EITB. 

En la porción C de la figura 13, se aprecia la EIT3, de las fracciones 1 hasta 

la 10 ( pH 3.6 - 5.3 ). La banda proteica de peso molecular relativo de 8 KDa se 

identificó desde un pH de 4.4 hasta 5.3 ( Fracciones 3 - 10 ), junto con otras 

proteínas de mediano y alto peso molecular, pero a partir de las fracciones 9 y 1 O 

con un pH de 5.2 y 5.3 respectivamente, se logró el aislamiento de la proteína de 8 

KDa de Entamoeba histolytica. 

En la figura 14, se aprecia la EITB, de las fracciones de 11 hasta la 20 

( pH 5.5 - 8.1 ) del refraccionamiento. Se puede observar que la banda proteica de 

8 kDa no fue identificada en ninguna de las fracciones analizadas. También se 

observó que otros componentes antigénicos estaban ausentes. 
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FIGURA 13. EITB DE LAS FRACCIONES 1 - 10 OBTENIDAS POR 

REFRACCIONAMIENTO EN UN RANGO DE pH 4.0 - 6.5. A y E: Marcadores de peso 

molecular; B y D: Extracto IC:MC; C: Fracciones obtenidas por refraccionamiento mediante IEF en 

fase líquida. Se utilizó el suero de un paciente con amibiasis invasiva. 
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FIGURA 14. EITB DE LAS FRACCIONES 11 - 20 OBTENIDAS POR 

REFRACCIONAMIENTO EN UN RANGO DE pH 4.0 - 6.5. A y E: Marcadores de peso 

molecular; By D. Extracto IC:MC; C. Fracciones obtenidas por el refraccionamiento. Se utilizó el 

suero de un paciente con amibiasis invasiva. 
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4.4.3. Refraccionamiento en un rango de pH 6.0 - 8.0 . 

Las fracciones obtenidas del IEF en fase líquida, en el rango de pH de 6.5 -

7.4 de la figura 11, se sometiron a un refraccionmiento empleando anfolitos con un 

rango de pH de 6.0 - 8.0 . Se siguió la metodología estandarizada, al final de la 

isoelectrofocalización, las muestras se recolectaron en 20 tubos. Cada una de 

estas fracciones se sometieron a medición de pH y absorbancia a 280 nm. Los 

resultados se muestran en la tabla 111. 

TABLA 111 

pH Y ABSORBANCIA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DEL 

REFRACCIONAMIENTO MEDIANTE IEF EN FASE LIQUIDA EN RANGO DE pH 

6-8. 

Fracción pH Absorbancia ( 280 nm ) 

1 2.8 0.1983 

2 4.2 0.1032 

3 5.2 0.0710 

4 5.6 0.0382 

5 5.8 0.0264 

6 5.9 0.0002 

7 6.1 0.0000 

8 6.2 0.0000 

9 6.3 0.0000 

10 6.5 0.0000 
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Continúa Tabla 111 

Fracción pH Absorbancia ( 280 nm) 

11 6.7 0.0000 

12 6.9 0.0000 

13 7.0 0.0000 

14 7.2 0.0000 

15 7.3 0.0000 

16 7.4 0.0000 

17 7.8 0.0000 

18 8.6 0.0000 

19 9.5 0.0000 

20 9.7 0.0000 

Los datos de la tabla 6, se graficaron para conocer la distribución proteica 

del refraccionamiento a travéz del gradiente de pH generado por el IEF en fase 

líquida. De acuerdo a la Figura 15, se aprecia que el mayor contenido protéico se 

enfocó en un rango de pH de 2.8 a 5.8. En las fracciones de la 6 hasta la 20 , las 

lecturas de absorbancia a 280 nm fueron de cero. En base a estos resultados, las 

muestras se concentran mediante liofilización y se analizaron mediante EITB. 
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4.4.3.1. Análisis de las fracciones obtenidas del refraccionamiento 

en fase líquida con un rango de pH 6.0 - 8.0 . 

Las fracciones obtenidas del refraccionamierito mediante el IEF en fase 

líquida se sometieron a SDS-PAGE e EITB. Este análisis se realizó para identificar 

la banda proteica de peso molecular relativo de 8 KDa. 

En la figura 16, se observa la EITB, las fracciones 1 hasta la 1 O ( pH 2.8 -

6.5 ) del refraccionamiento en fase líquida. La banda proteica de peso molecular 

relativo de 8 KDa se identificó al pH de 6.5 ( fracción 1 O ). 

Los resultados de las fracciones 11 a la 20 obtenidas en el 

refraccionamiento, se muestran en los carriles de la porción C de la figura 17. La 

banda proteica de peso molecular relativo de 8 KDa se identificó a los pH de 6. 7 -

7.2 ( Fracciones 11 - 14 ), pero se observó que a pH de 6.9 se encuentra más 

concentrada. 

Enlazando los resultados de la figura 16 y 17, se puede apreciar que la 

banda proteica de peso molecular relativo de 8 KDa se enfoca desde un pH de 6.5 

hasta 7.2. 
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FIGURA 16. EITB DE LAS FRACCIONES 1 - 10 OBTENIDAS POR 

REFRACCIONAMIENTO EN UN RANGO DE pH 6.0 - 8.0. A y E: Marcadores de peso 

molecular; B y D: Extracto IC:MC; C: Fracciones obtenidas por refraccionamiento mediante IEF en 

fase líquida. Se utilizó el suero de un paciente con amibiasis invasiva. 
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FIGURA 17. EITB DE LAS FRACCIONES 11 - 20 OBTENIDAS POR 

REFRACCIONAMIENTO EN UN RANGO DE pH 6.0 - 8.0. A y E: Marcadores de peso 

molecular; B y O: Extracto IC:MC; C: Fracciones obtenidas por refraccionamiento mediante IEF en 

fase líquida. Se utilizó el suero de un paciente con amibiasis invasiva. 
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4.5 ANALISIS MEDIANTE IEF-ETIB DE LAS PROTEINAS AISLADAS 

POR ISOELECTROENFOQUE EN FASE LIQUIDA. 

En esta etapa experimental, las proteínas aisladas a los pH de 5.2-5.3 y 6.9 

( de la figura 13 y 17 respectivamente ) por refraccionamiento en fase líquida, se 

sometieron a un IEF en gel de poliacrilamida; al terminar la electroforesis del IEF, 

las moléculas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Esta 

mebrana se incubó con un suero de un paciente con amibiasis invasiva y se 

procedió a utilizar la misma metodología de la EITB anteriormente mencionada . 

Los resultados se muestran en la figura 18, en el carril A se aplicaron marcadores 

de pi conocido, en el carril B se sometió la proteína de P.M. relativo de 8 KDa 

aistada a los pH de 5.2-5.3 y en el carril C se aplicó la proteína de P.M. relativo de 

8 kDa aislada a un pH de 6.9, se aprecia que ambas proteínas se 

electroenfocalizaron a diferentes pH, indicando que son dos proteínas con pesos 

moleculares muy similares pero con cargas netas diferentes. Este hallazgo se 

observó por el reconocimiento de los anticuerpos presentes en el suero de un 

paciente con AHA, ya que se identificaron ambas moléculas en la membrana de 

nitrocelulosa y se revelaron mediante un método inmunoenzimático. 
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FIGURA 18. EITB DEL IEF EN GEL DE LAS PROTEINAS AISLADAS POR 

REFRACCIONAMIENTO EN FASE LIQUIDA. A: Marcadores de pi conocido; C Anhidrasa 

carbónica pi 6.6, Lentil lectina pi 8.2) B. Proteína de P.M. relativo de 8 KDa aislada a un pH de 5.2-

5.3. C. Proteína de P.M. relativo de 8 KDa aislada a un pH de 6.9. 
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4.6. IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS CONTRAS LAS PROTEINAS 

DE P.M. RELATIVOS DE 8 kDa EN LOS SUEROS DE LOS ANIMALES 

INMUNIZADOS CON EXTRACTOS TOTALES AMIBIANOS . 

Para identificar la inducción de anticuerpos contra las proteínas de peso 

molecular relativo de 8 kDa, en sueros de ratones y conejos inmunizados con 

extractos totales amibianos, se utilizó la EIT8, además se utilizaron sueros de 

pacientes con amibiasis invasiva y de sujetos sanos como controles. 

Los conejos y ratones inmunizados indujeron anticuerpos contra la banda 

antigénica de peso molecular relativo de 8 KDa, estos resultados se observan en 

83, 84 y 86 de la figura 19 respectivamente, mientras que los sueros de estos 

animales antes de ser inmunizados no presentaron anticuerpos contra la banda 

proteica de peso molecular relativo de 8 KDa, como se aprecia en 85 y 87 de la 

figura 19. Los resultados de los sueros controles de un paciente con amibiasis 

invasiva y un sujeto sano se muestran en 81 y 82 respectivamente. Los 

anticuerpos presentes en el suero del paciente con amibiasis invasiva, reconoció el 

patrón antigénico específico para amibiasis invasiva, incluyendo las bandas 

proteicas inmunodominantes de peso molecular relativo de 8 KDa, mientras que el 

suero del sujeto sano no presentó anticuerpos contra la banda proteica de peso 

molecular relativo de 8 KDa, sin embargo sí posee anticuerpos contra otras 

proteínas de los trofozoítos. 
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FIGURA 19. SUEROS ANALIZADOS MEDIANTE EITB, IDENTIFICANDO 

ANTICUERPOS CONTRA LA PROTEINA DE P.M. RELATIVO DE 8 KDa DE 

Entamoeba histolytica . A y C: Marcadores de alto y bajo peso molecular, se incubaron con un 

suero de un paciente con AHA. B: Extracto IC:MC. 81 Suero de un paciente con amibiasis invasiva, 

82 suero de un sujeto sano. 83 y 84: sueros de conejos inmunizados con extractos totales 

amibianos. B5: suero de un conejo sin inmunizar. 86 suero de un ratón inmunizado con extractos 

totales amibianos y B7 suero de un ratón antes de ser inmunizado. 
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4.7. COMPROBACION DE LA CONSERVACION ANTIGENICA DE LA 

PROTEINA DE P.M. RELATIVO DE 8 kDa AISLADA POR IEF EN FASE 

LIQUIDA. 

Este análisis se realizó para conocer si las proteínas de peso molecular 

relativo de 8 kDa conservaron su antigenicidad, después de los tratamientos de 

IEF en fase líquida. 

Para este análisis las proteínas de peso molecular relativo de 8 kDa 

aisladas a los pH de 5.2, 5.3 y 6.9 se sometieron a una SDS-PAGE e EITB, en 

donde se utilizaron sueros de conejos y ratones inmunizados con extractos totales 

amibianos y sin inmunizar; como controles se utilizaron sueros de un paciente con 

amibiasis invasiva y de un sujeto sano, los resultados se observan en la figura 20. 

Los anticuerpos presentes en los sueros de los conejos y ratones reconocieron la 

banda antigénica de 8 kDa, como se aprecian en C3, C4 y C6 respectivamente. 

Los sueros control de estos animales, no presentaron anticuerpos que 

reconocieran la banda antigénica de 8 kDa, como se muestra en C5 y C7. Los 

anticuerpos presentes en el suero del paciente con amibiasis invasiva 

reconocieron la banda anti génica de 8 kDa, como se aprecia en C 1, mientras que 

el suero del sujeto sano no presentó anticuerpos contra esta molécula de bajo 

peso molecular , como se observa en C2. 

Los resultados anteriores indican que la proteína de 8 kDa, mantuvo su 

antigenicidad, ya que fue reconocida por los anticuerpos presentes en los sueros 

de los animales inmunizados y por los anticuerpos séricos del paciente con 

amibiasis invasiva. 
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FIGURA 20. EITB DE LA BANDA PROTEICA DE P.M. RELATIVO DE 8 

kDa AISLADA POR IEF EN FASE LIQUIDA. A: Marcadores de alto y bajo peso molecular; 

8: Extracto IC:MC. C: Proteína de P.M. relativo de 8 l<Da aislada por refraccionamiento en fase 

líquida. C1: suero de un paciente con amibiasis invasiva, C2: suero de un sujeto sano. C3 y C4: 

sueros de conejos inmunizados con extractos totales amibianos. C5: suero de un conejo sin 

inmunizar. C6: suero de un ratón inmunizado con extractos totales amibianos y C7: suero de un 

ratón antes de ser inmunizado. 
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CAPITULO 5 

DISCUSION 

Entamoeba histolytica es el agente causal del absceso hepático amibiano 

( AHA ), la sintomatología de esta enfermedad no presenta un patrón clínico bien 

definido, por lo que en ocasiones el diagnóstico de esta parasitosis no se puede 

establecer con certeza, aún auxiliandose con pruebas serológicas de diagnóstico 

para amibiasis invasiva existentes en el mercado, ya que no son totalmente 

sensibles y específicas para el diagnóstico de esta parasitosis. En este sentido 

nuestro equipo utilizando técnicas de alta resolución como electroforesis en geles 

de poliacrilamida en gradiente de concentración en condiciones desnaturalizantes 

e inmunoelectrotransferencia ha identificado 7 antígenos inmunodominantes de 

Entamoeba histolytica. Estos son reconocidos exclusivamente por anticuerpos 

presentes en sueros de pacientes con amibiasis invasiva y no por anticuerpos 

presentes en sueros de pacientes con amibiasis intestinal asintomática ni por 

sujetos sanos. Estos antígenos dan bandas de reacción con pesos moleculares 

relativos alrededor de 37, 25, 23, 11 , 10, 9, 8 kDa ( Dra. María del Socorro Flores 

de Castañeda; Número de Patente 5,459,042 otorgado por el Depto. de patentes, 

Washington D.C. E.U.A Pat. SECOFI 926019, MEXICO ). La banda proteica de 

peso molecular relativo de 8 kDa, ha sido más estudiada y se ha encontrado que 

los anticuerpos presentes en los pacientes con amibiasis invasiva, reconocen la 

proteína de peso molecular relativo de 8 kDa en un 99% de los casos, es 

antigénicamente estable desde pH 3 hasta pH 1 O, ádemas esta proteína ha sido 

identificada en los sobrenadantes del medio de cultivo ( 20, 54 ). 

En base a estos antecedentedes se planteó el aislamiento de la proteína de 

peso molecular relativo de 8 kDa, a partir de un extracto IC:MC de Entamoeba 

histolytica mediante isoelectroenfoque en fase líquida y la comparación de su 

antigenicidad contra extractos IC:MC amibianos. Primero nos propusimos aislar 
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esta molécula de bajo peso molecular mediante electroforesis preparativa y 

electroelución en condiciones desnaturalizantes, para posteriormente aplicarla a 

un isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida, para caracterizar el punto 

isoeléctrico. Posteriormente se sometió un extracto IC:MC amibiano, a IEF en fase 

líquida para aislar la molécula de peso molecular relativo de 8 kDa. Finalmente se 

comparó la antigenicidad de la proteína de peso molecular relativo de 8 kDa, 

aislada por IEF en fase líquida, contra la molécula de peso molecular relativo de 8 

kDa presente en extractos IC:MC amibianos. 

Para el aislamiento de la proteína de 8 kDa de Entamoeba histolytica HK-9, 

se partió de trofozoítos cultivados en medio de cultivo TYI-S-33, cosechados en su 

fase logarítmica, lavados con PBS, congelados y liofilizados. La fracción IC:MC de 

Entamoeba histolytica se obtuvo a partir del tratamiento con Cloroformo-Metanol y 

Calor; esta fracción se aplicó a SDS-PAGE preparativa y las proteínas fueron 

electroeluídas. Los electroeluídos proteicos se analizaron mediante SDS-PAGE e 

EITB. Al revelar la EITB, se hizo evidente la presencia de la molécula de peso 

molecular relativo de 8 kDa aunque también, se identificaron algunas bandas 

antigénicas con pesos moleculares de 67, 29, 16 y 14 kDa aproximadamente; 

probablemente estas bandas antigénicas sean agregados protéicos o 

contaminantes y con la sensibilidad de estas técnicas son detectados. Este mismo 

fenómeno ha sido reportado por Mardian, Ófverstedt y Otto al aislar proteínas 

mediante electroelución y al analizar la presencia de las mismas mediante SDS­

PAGE ( 42, 49, 50 ). Otros investigadores como Young y cols, caracterizaron una 

proteína amibiana formadora de poros, con un peso molecular relativo de 30 kDa y 

durante los tratamientos observaron que a temperatura de 4ºC, se formaban 

agregados por arriba de los 200 kDa ( 79 ). 

Para eliminar estos artefactos, se hizo un pool de los electroeluídos 

protéicos que poseían la proteína de peso molecular relativo de 8 kDa, y se 

sometieron a una SDS-PAGE preparativa y electroelución en condiciones 
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desnaturalizantes. La identificación se hizo mediante SDS-PAGE con t inción de 

nitrato de plata y EITB, observando la presencia de una sola banda proteica de 

peso molecular relativo de 8 kDa; por lo que la SDS-PAGE preparativa y 

electroelución en condiciones desnaturalizantes fueron aceptables para el 

aislamiento de esta molécula. Resultados similares han sido reportados por 

Hunkapiller y cols. que han aislado microgramos de proteínas mediante esta 

tecnología, que posteriormente han sido utilizadas para análisis de secuencia 

aminoacídica ( 28 ). 

Otros investigadores han tenido éxito al purificar proteínas de amibas por 

electroelución, como lo demuestran los trabajos realizados por Rosales y cols 

( 59 ) quienes lograron purificar dos proteínas de 23.5 y 25 kDa de Entamoeba 

histolytica. También Rigothier y cols ( 58 ) lograron aislar en condiciones nativas 

una proteína amibiana de 112 kDa. Ambos grupos lograron realizar estudios de 

actividad biológica y secuenciación aminoacídica. 

Para caracterizar el punto isoeléctrico de la molécula inmunodominante de 

peso molecular relativo de 8 kDa de Entamoeba histolytica HK-9, aislada en 

condiciones desnaturalizantes, fue necesario eliminar sales y el detergente 

aniónico ( SOS ) mediante diálisis y cromatografía de intercambio iónico. Después 

de cada paso fisicoquímico se demostró la presencia de esta molécula en el 

electroeluído, mediante SDS-PAGE e EITB, esto con el fin de verificar que no se 

hubiera perdido durante la manipulación. Posteriormente este electroeluído se 

sometió a isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida y se identificó mediante 

tinción con azul de Coomassie G-250. En el carril donde se apl icó el electroeluído, 

se identificaron 3 bandas protéicas a los pH de 4.7, 5.9 y 6.75. Estos resultados 

sugieren que se trata de 3 isotermas protéicas con cargas netas diferentes, aunque 

se sabe que las proteínas al ser manipuladas durante el aislamiento pueden sufrir 

daños durante la eliminación de sales y el detergente, produci~ndo artefactos, en 

donde pueden perder grupos cargados, daño proteolítico o agregados de la misma 
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proteína, proporcionándole a la proteína diferente carga neta ( 52, 25 ). Otro factor 

que interviene en la carga neta de una proteína, es el de~ergente aniónico (SOS) 

que puede estar unido a la proteína de peso molecular relativo de 8 KDa y que 

pudiera estar alterando la carga neta de esta molécula. Weber y Kuter { 77 ), han 

logrado recuperar la actividad catalítica de varias enzimas, que habían sido 

perdidas con el SOS. Empleando cromatografía de intercambio iónico y con un 

sistema de detección de radiomarcaje lograron recuperar un 95% de la proteína sin 

SOS. Por lo que descartamos que la proteína de peso molecular relativo de 8 kOa, 

éste severamente alterada por cargas que le pudiera estar confiriendo el SOS. 

Cabe mencionar que también otros investigadores han tenido resultados 

similares a los nuestros como Bruchhaus y cols. , quienes aislaron una proteína de 

25 kOa de Entamoeba histolytica y al someterla a isoelectroenfoque en gel, se 

identificaron 3 isoformas con puntos isoelectricos distintos (11 ). También 

Rosenberg y cols. han identificado isotermas proteicas de Entamoeba histolytica, 

con un peso molecular relativo de 26 - 30 kOa, las cuales fueron separadas 

mediante cromatografía de intercambio iónico a los pH de 5.3 y 6.8 ( 60 ). 

Existen en la literatura tablas de proteínas con sus respectivos pi, 

determinados por IEF en gel de poliacrilamida y se han reportado proteínas hasta 

con 10 isoformas y que se distribuyen a lo largo de 4 unidades de pH ( 57, 41 ). 

Para establecer las isoformas de la proteína de peso molecular relativo de 8 kOa 

de Entamoeba histolytica es necesario realizar más estudios bioquímicos y de 

biología molecular, para establecer o determinar las propiedades bioquímicas de 

estas moléculas. 

Para el aislamiento de esta molécula de bajo peso molecular mediante IEF 

en fase líquida, se partió de un extracto IC:MC de Entamoeba histolytica . Este fue 

sometido al IEF en fase líquida empleando anfolitos con un rango de pH de 3 a 1 O. 

Se sabe que las proteínas al ser sometidas en el IEF en fase líquida, pueden sufrir 
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varios fénomenos al acercarse a su punto isoeléctrico, como la repulsión entre 

ellas debido a las cargas eléctricas similares; también pueden existir interacciones 

hidrofóbicas entre las proteínas y que pueden provocar la unión entre ellas 

alterando su carga neta, también existen proteínas que al llegar a su punto 

isoeléctrico se precipitan. Para prevenir estos fénomenos empleamos un solución 

solubilizadora que contenía un agente caotrópico, un detergente zwitteriónico, un 

aditivo y una sal , con la finalidad de mantener la estabilidad y solubilidad de las 

proteínas del extracto IC:MC amibiano ( 8, 45 ). Ninguno de estos agentes 

interfiere en la formación del gradiente de pH, aunque las sales a la concentración 

empleada en esta tesis interfieren de una manera mínima. Se obtuvieron 20 

fracciones del IEF en fase líquida con diferentes pH, desde 3.1 hasta 10.5. Al 

analizar cada una de las fracciones se observó que 2 fracciones presentaron un 

color verde - amarillo, proveniente de impurezas que interfería con la lectura de 

280nm. Este color se eliminó al dializar estas fracciones. 

Al analizar cada una de las fracciones del IEF en fase líquida mediante 

SDS-PAGE y revelando mediante tinción con nirato de plata, se observó que el 

mayor contenido proteico se enfocaba desde un pH de 4.6 a 6.9. A partir de las 

fracciones con pH de 8.1 hasta 1 O. 5 se observó un patrón de bandas proteicas 

muy similar, esto se puede deber a la derivación catódica, ya que algunas 

proteínas se pueden quedar atrapadas a esos pH, y no pueden migrar al pH en 

donde su carga neta es cero ( 78 ). Los pH de las fracciones de los extremos, fuera 

de los rangos de los anfolitos empleados, ha sido también reportado por Hirayama 

y cols. cuando aislaban proteínas de membrana ( 27 ). 

Al analizar mediante EITB cada una de las fracciones del IEF en fase 

líquida, se encontró que la proteína de peso molecular relativo de 8 kDa, se 

isoelectroenfocalizaba desde un pH de 4.4 hasta 8.1, distribuyéndose casi en 4 

unidades de pH. Cabe mencionar que cuando existen isoformas proteicas se 

pueden obtener resultados de este tipo. Egen y cols., identificaron 5 isotermas de 
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anticuerpos monoclonales mediante un radioligando y revelando mediante 

autoradiografía, y al someter a IEF en fase líquida, estos anticuerpos se 

isoelectroenfocalizaron en 1 O fracciones a diferentes pH ( 16 ). 

La siguiente etapa, fue el refraccionamiento. Se hizo un pool de las 

fracciones con un pH de 4.6 a 5.4 y se volvió a someter a IEF en fase líquida con 

un rango de pH de 4.0 a 6.5. Por otro lado se hizo un pool de las fracciones con un 

pH de 6.5 a 7.4 y se sometiron a IEF en fase líquida util izando un rango de pH de 

6.0 a 8.0 . 

Al analizar las fracciones obtenidas del refraccionamiento por IEF en fase 

líquida del rango de pH 4.0 - 6.5, se logró detectar !a presencia de la proteína de 

peso molecular relativo de 8 kDa, desde un pH de 4.4 hasta 5.3. A partir de un pH 

5.2-5.3, la proteína de P.M. relativo de 8 kDa, se encontraba aislada de otros 

componentes de mediano y alto peso molecular. 

Al analizar las fracciones del refraccionamiento por IEF en fase líquida, en 

donde se empleó un rango de pH 6 - 8, se logró identificar la proteína de 8 kDa, 

desde un pH de 6.5 hasta 7.2. Sin embargo esta proteína se encuentra más 

concentrada a un pH de 6.9. En todas las fracciones aparece una banda antigénica 

de aproximadamente 67 kDa, por lo que creemos que se trate de un artefacto o 

contaminante debido a que este se encuentra distribuido en las 20 fracciones del 

refraccionamiento; de esta manera podemos sugerir que la proteína de 8 kDa se 

encuentra aislada y se concentra a un pH de 6.9. 

En los refraccionamientos mediante IEF en fase líquida se logró el 

aislamiento de 2 isoformas de la proteína de peso molecular relativo de 8 kDa de 

Entamoeba histolytica . Ademas se logró incrementar el grado de pureza de la 

proteína de peso molecular relativo de 8 kDa por refraccionamiento mediante IEF 

en fase líquida. 
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Las 2 proteínas aisladas a los pH de 5.2 - 5.3 y 6.9 de peso molecular 

relativo de 8 kDa, se sometieron a un isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida y 

se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa, esto se real izó para 

conocer si ambas proteínas se focalizaban a diferentes pH en una matriz solida 

( gel de poliacrilamida ). Se observó que ambas proteínas fueron reconocidas por 

los anticuerpos presentes en los sueros de los pacientes con amibiasis invasiva y 

además se isoelectroenfocalizaron a diferentes pH, comprobando que las 

moléculas de peso molecular relativo de 8 kDa poseen diferentes cargas netas. 

La última etapa que se planteó en este trabajo, fue determinar si los 

anticuerpos inducidos en conejos y ratones con un extracto crudo de Entamoeba 

histolytica, reconocían la proteína de bajo peso molecular aislada por 

isoelectroenfoque. Primero se buscó la presencia de anticuerpos contra la proteína 

de peso molecular relativo de 8 KDa en los sueros de conejos inmunizados con 

extractos totales amibianos mediante EITB. Al analizar los sueros de los conejos 

inmunizados se encontraron anticuerpos contra proteínas de pesos moleculares 

relativos desde 8 hasta 153 kDa. Este mismo rango fue reconocido por los 

anticuerpos anti-amiba presentes en los sueros de los ratones inmunizados con 

extractos totales amibianos. En base a estos resultados, tanto los conejos como los 

ratones produjeron anticuerpos contra la proteína de peso molecular relativo de 8 

kDa y contra otras moléculas de mediano y alto peso molecular de Entamoeba 

histolytica. 

Recientemente Leippe y cols ( 34, 35, 36 ) purificaron una proteína 

amibiana de 4-5 kDa. Al clonar el gen que codifica para esta molécula, se dedujo 

que es una proteína que consta de 77 aminoácidos con un peso molecular de 8244 

Daltons. Esta molécula la utilizaron para inmunizar conejos y obtener anticuerpos 

contra la proteína de 8 kDa. Estos datos sugieren, que si inmunizamos con la 

proteína de peso molecular relativo de 8 kDa de Entamoeba histolytica, 

probablemente pudiera ser inmunogénica en conejos y en ratones. 
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Para saber si las proteínas de peso molecular relativo de 8 kDa aisladas por 

IEF en fase líquida, eran antigénicamente estables a los tratamientos a los que 

fueron sometidas, se usó EITB. Se utilizó como muestra un pool de ambas 

isoproteínas de 8 kDa ( pi 5.2, 5.3 - 6.9 ), una vez electrotransferidas se incubaron 

con los anticuerpos presentes en los sueros de ratones y conejos que fueron 

inmunizados con extractos totales amibianos. Se observó que esta molécula fue 

reconocida por los anticuerpos indicando que ·se conservó su antigenicidad. 
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CAPITULO 6 

CONCLUSIONES 

1. Las proteínas inmunodomiantes de 8 kDa de Entamoeba histolytica se aislaron 

mediante electroforesis preparativa y electroelución en condiciones 

desnaturalizantes 

2. Las proteínas de 8 kDa de Entamoeba histolytica presentaron 3 puntos 

isoeléctricos, en IEF analítico en geles de poliacrilamida. 

3. Se logró el aislamiento de las proteínas de 8 kDa de Entamoeba histolytica, 

por refraccionamiento mediante isoelectroenfoque en fase líquida. 

4. Las moléculas de bajo peso molecular de Entamoeba histolytica conservaron 

su antigenicidad, después de tos tratamientos a los que fueron sometidas 

durante su aislamiento. 
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CAPITULO7 

APORTACIONES ADICIONALES 

Durante esta investigación, se obtuvieron resultados adicionales a los 

objetivos planteados en esta tesis. Entre ellos fue la identificación de la proteína de 

peso molecular relativo de 8 KDa de Entamoeba histolytica HK-9 en la cepa 

amibiana HM-1:IMSS. 

Las moléculas de bajo peso molecular fueron identificadas mediante SDS­

PAGE e EITB en los sobrenadantes del medio de cultivo TYI-S-33, despues de 

cosechar las cepas de Entamoeba histolytica HK-9 y HM-1 :IMSS. Ademas 

mediante electroelución se lograron aislar estas proteína a apartir del 

sobrenadante del medio de cultivo. 

También se lograron aislar por refraccionamiento mediante 

isoelectroenfoque en fase líquida, las proteínas de peso molecular relativo de 8 

KDa de Entamoeba histolytica, presente en el sobrenadante del medio de cultivo 

TYI-S-33. 

El sobrenadante del medio de cultivo donde crecieron las amibas es una 

fuente útil de antígeno para el aislamiento y no de desecho como otros medios de 

cultivo. 
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CAPITULO 8 

PERSPECTIVAS 

El gran potencial que ofrecen las moléculas amibianas de bajo peso 

molecular aisladas en estas condiciones, nos brindan la oportunidad de realizar 

una gran cantidad de estudios, tanto para delucidar aspectos básicos a nivel 

molecular, como para desarrollar proyectos aplicativos. 

Se tiene contemplada la clonación molecular de esta proteína de peso 

molecular relativo de 8 KDa de Entamoeba histolytica, mediante técnicas de 

Ingeniería Genetica. Se realizaran estudios de interacción celular y bioquímicos, 

con células del sistema inmune, hepatocitos y con cepas de Entamoeba histolytica 

y Entamoeba dispar, dilucidandose además la localización de esta molécula y los 

factores que desencadenan su producción en este parásito. 

La purificación de las moléculas de 8 KDa por la metodología previamente 

descrita en este trabajo, contribuirá en la producción a gran escala de dichas 

moléculas. Estas proteínas seran utilizadas para elaborar pruebas serológicas de 

diagnóstico para amibiasis invasiva, que sean económicas, sencillas y rápidas, 

pero altamente específicas y sensibles. 
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APENDICEA 

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO TYl-5-33 

Reactivos 

Peptona Biotriptasa con extracto de Levadura 

Dextrosa 

Cloruro de Sodio 

Fosfato de Potasio Monobásico 

Fosfato de Potasio Dibásico 

Acido L-ascórbico 

Clorhidrato de L-Cisteína 

Cantidad 

3.0 gr 

1.0 gr 

0.2 gr 

0.06 gr 

0.1 gr 

0.02 gr 

0.1 gr 

Citrato de Amonio Férrico 2.28 mg 

Estos reactivos se disolvieron en 87 mi de agua tridestilada, después se 

ajustó el pH a 6.8 con Hidroxido de Sodio 1 N, esta solución se filtró con papel 

Whatman #1 y se esterilizó a 121 ºC por 15 min., después que tomó temperatura 

ambiente, el medio de cultivo TYI-S-33 se complementó adicionandole 1 O mi de 

suero bovino inactivado ( 56ºC/30min.) y 3 mi de vitaminas "mezcla 107", bajo 

condiciones esteriles. 

Preparación de la solución de vitaminas "Mezcla 107" 

1. Vitaminas B, solubles en agua: 

Solución A Se pesaron 62.5 mg de niacina (ácido nicotínico) y 125 mg de 

ácido p-aminobenzoico, estos se disolvieron en 100 mi de agua destilada hirviendo 

y se llevaron a un volumen de 150 mi. 

Solución B. Se pesaron 62.5 mg de niacinamida, 62.5 mg de piridoxina 

HCL, 25 mg de pantotenato de calcio, 125 mg de i-inositol y 1250 mg de cloruro de 

colina, se disolvieron en 100 mi de agua destilada y se llevaron a un volumen de 

150 mi. 
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Solución C. Se pesaron 25 mg de riboflavina y se adicionaron 75 mi de 

agua destilada, esta mezcla se disolvió con la ayuda de hidróxido de sodio 0.1 N 

adicionandolo gota a gota, el volumen total fue de 100 mi. 

Se combinaron las soluciones A, B, C y se aforaron a un volumen de 500 mi 

con agua destilada. 

2. Solución de biotina. 

Se pesaron 30 mg de d-biotina, y se disolvieron en 200 mi de agua 

destilada con la ayuda del hidróxido de sodio 0.1 N, llevandose a un volumen de 

300 mi. 

3. Solución de ácido fólico. 

Se pesaron 30 mg de ácido fólico, y se disolvieron en 200 mi de agua 

destilada con la ayuda de hidróxido de sodio 0.1 N, llevandose a un volumen de 

300 mi. 

4. Solución de vitaminas liposolubles A, O y K. 

Solución A Se pesaron 300 mg de vitamina D2 ( calciferol ) y 300 mg de 

vitamina A ( alcohol cristalina ). La vitamina D2 se disolvió en 63 mi de alcohol 

etílico al 95% ( v/v ) y después se le adicionó la vitamina A, para disolverla. 

Solución B. Se pesaron 60 mg de vitamina K ( bisulfito de sodio menadiona 

) y se disolvieron en 300 mi con una solución acuosa de Tween 80 al 5%. 

La solución B se mezcló con la solución A y se llevó a un volumen de 3000 

mi, con agua destilada. 

5. Solución de vitamina E. 

Se pesaron 25 mg de vitamina E ( acetato de cx.-tocoferol ) y se disolvieron 

en 250 mi de agua destilada. 
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NOTA ( modificación). Esta vitamina es aceitosa, por lo tanto segun la técnica no 

se disuelve en agua destilada por lo que se disolvió en un poco de etanol absoluto, 

luego se agrego agua y si se precipitá, se vuelve agregar etanol hasta llegar a el 

volumen deseado. 

La mezcla de vitaminas de trabajo, se preparó por la combinación de las 

cinco soluciones stock, en la siguiente proporción: 

Stock ·Cantidad 

Vitamina B solubles en agua 500 mi 

Solución de biotina 250 mi 

Solución de ácido fálico 

Solución de vitaminas liposolubles A,D y K 

Solución de vitamina E 

Volumen total 

250ml 

2500 mi 

250ml 

3750 mi 

A esta solución se el denomina mezcla stock de vitaminas NCTC 107. Se 

deja reposar toda la noche a 4ºC. 

Preparcion de vitaminas extra adicionadas al medio 8155-33. 

Solución Stock 1. 

Se pesaron 100 mg de ácido tíoctico y se disolvieron en 100 mi de alcohol 

etílico absoluto. 

Solución Stock 2. 

Se pesaron 40 mg de vitamina 812 y se disolvieron en 100 mi de agua 

destilada. 
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Solución Stock 3. 

Se pesaron 50 gramos de Tween 80 y se disolvieron en 100 de alcohol 

etílico absoluto. 

Para preparar la mezcla stock de vitaminas, ácido tióctico, 812 y Tween 80 

se utilizaron las siguientes cantidades: 

Solución Stock Cantidad 

Solución stock de ácido tióctico 15 mi 

Solución stock de B 12 

Solución stock de tween 80 

Agua destilada 

Aforar a 750 mi con agua destilada 

45ml 

15ml 

675ml 

Los 750 mi de esta mezcla stock, se adicionaron a los 3750 mi de la mezcla 

NCTC 107, despues se ajustó el pH a 7.0- 7.2 con hidróxido de sodio al 0.1 N. La 

solución se esterilizó por filtración ( filtros tipo sela #03 o millipore 0.22m ) y se 

hicieron pruebas de esterilidad. La solución se almacenó a -20ºC. 
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APENOICE 8 

PREPARACION DE REACTIVOS 

1. Preparción de amortiguadores 

Amortiguador salina fosfatos (PBS) 0.15 M, pH 7.4 

Reactivo Cantidad 

Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) 1.22 gr 

Cloruro de sodio (NaCI) 8.00 gr 

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 0.20 gr 

Cloruro de potasio (KCI) 0.20 gr 

Estos reactivos se disolvieron en agua y se aforaron a un volumen de 1000 

mi con agua bidesti lada, se ajustó el pH a 7.4 con NaOH 1 M. 

Solución Oiamond 0.1 M 

Reactivo 

Cloruro de Sodio (NaCI) 

Fosfato de Potasio Dibásico (K2 HPQ4) 

Fosfato de Potasio Monobásico (KH2 PQ4) 

Cantidad 

6.5gr 

2.8 gr 

0.5gr 

Estos componentes se disolvieron en agua bidestilada y se aforaron con la 

misma a un volumen de 100 mi, enseguida se ajustó el pH a 7.4 - 7.5 con NaOH 1 

M. 

Amortiguador de muestra Tris-HCI 0.049 M, pH 6.8 . 

Reactivo 

Trizma base 

Glicerol 

Concentración 

0.049 M 

10% 

Ambos reactivos se disolvieron en 17.5 mi de agua bidestilada, y el pH se 

ajustó a 6.8 con HCI concentrado. Enseguida se añadieron los sigientes reactivos: 
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sos 
Azul de bromofenol 

2% 

0.01% 

Se mezclaron y se aforaron a un volumen de 50 mi con agua bidestilada, 

este amortiguador se conserva a temperatura ambiente. 

Amortiguador Tris-HCI, pH 6.8 para gel de empaquetamiento 

Reactivo Concentración 

T rizma base 1.25 M 

Este reactivo se disolvio en 30 mi de agua bidestilada y se ajusto el pH a 6.8 con 

HCI concentrado y se aforó a 50 mi con agua bidestilada. 

Amortiguador Tris-HCI, pH 8.8 para gel de separación 

Reactivo Concentración 

Trizma base 3.02 M 

Se disolvió en 30 mi de agua bidestilada y se ajustó el pH a 8.8 con HCI 

concentrado y se añadio: 

EDTA 0.2 M 

Se aforó a un volumen de 50 mi con agua bidestilada. Este amortiguador se 

guarda a 4ºC. 

Amortiguador para cámara de electroforesis 

Reactivo 

Trizma base 

Glicina 

SDS20% 

Concentración 

50mM 

384mM 

0.01 % 

Las cantidades de los reactivos mencionados se disolvieron en 1000 mi de 

agua bidestilada. La solución tiene aproximadamente un pH de 8.3, y se guarda a 

4ºC. 

Amortiguador para cámara de lnmunoelectrotransferencia 

Reactivo Concentración 

Trizma base 25 mM 
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Glicina 

Metanol 

192nM 

20% 

Los dos primeros reactivos se disolvieron en 500 mi de agua bidestilada, 

después se añadió el metanol y se aforaron a un volumen de 1000 mi con agua 

bidestilada. Este amortiguador se guardó a 4ºC. 

2. Preparación de marcadores 

Preparación de marcadores de bajo peso molecular. 

Se utilizó el Stock No SDS-7 Dalton Mark VII-L que contiene 3.5 mg de una 

mezcla liofil izada de 7 proteínas, que son: 

Proteína 

Albúmina sérica bovina 

Albúmina de huevo 

Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

Anhidrasa carbónica bovina 

Tripsinógeno de pancreas bovino 

lnhibidor de la tripsina de frijol de soya 

Peso Molecular (Daltons) 

66,000 

45,000 

36,000 

29,000 

24,000 

20,000 

a-Lactoalbúmina de leche bovina 14,000 

El vial de proteínas liofilizadas (Dalton Mark VII-L) se resuspendio en 1.5 mi 

de Amortiguador de muestra Tris-HCI 0.049 M, pH 6.8, se mezcló por agitación y 

se hicieron alícuotas de 20 µL y se almacenaron a -20ºC. Antes de usarse cada 

alícuota se le añadia el 5% de B-Mercaptoetanol y se calentaba a ebullición por 1 

min. 

Preparación de una mezcla de marcadores de punto isoelétrico 

conocido. 

Se utilizó una mezcla de marcadores de punto isoeléctrico stock IEF-MIX 

que contiene 1.5 mg de glicina y 40 µgr de cada una de las siguientes proteínas: 
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Proteína Punto lsoeléctrico 

Amiloglucosidasa de Aspergil/us niger 3.6 

lnhibidor de la tripsina del frijol de soya 4.6 

B-Lactoalbúmina A de leche bovina 5.1 

Anhidrasa Carbónica de eritrocitos de bovino 5.65 

Anhidrasa Carbónica de eritrocitos de humano 

Mioglobina de corazón de caballo 

Deshidrogenasa I-Lactica de músculo de conejo 

Tripsinógeno de pancreas bovino 

6.6 

6.8, 7.2 

8.3, 8.4, 8.5 

9.3 

Esta mezcla se reconstituyo con 100 µL de agua desionizada, teniendo una 

concentración final de proteínas de 0.4 mg/ml en una solución de glicina 200 mM 

con un pH de 6.0 . Se hicieron alícuotas de 15 µL y se almacenaron a -20ºC. 

Preparación individual de marcadores de punto isoeléctrico conocido. 

Para la preparación individual de marcadores de punto isoeléctrico se utilizo 

la misma metodología para cada uno de los marcadores, cada vial contiene 7.51 

mg de glicina y 2 mg de las siguientes proteínas: 

Proteína Punto lsoeléctrico 

Amiloglucosidasa de Aspergillus niger 3.6 

lnhibidor de la tripsina del frijol de soya 4.6 

Anhidrasa Carbónica de eritrocitos de humano 6.6 

Lectina de lenteja lens culinaris 8.2, 8.6, 8.8 

A cada vial se le adicionó 0.5 mi de agua desionizada y se agitaron hasta 

disolver totalmente cada una de las muestras, la concentración stock de cada una 

de las muestras fue de 4 mg/ml, se hicieron alícuotas de 50 µL, y se guardaron a -

20ºC, solamente una alícuota se diluyo a una concentración proteíca de 0.4 

mg/ml, concentración recomendada por la casa comercial. 
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