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RESUMEN. 

En el presente trabajo se analizaron los perfiles de reconocimiento de las salivas 

de pacientes con amibiasis intestinal en contra de antígenos de Entamoeba 

histolytica. Asimismo estos patrones se compararon C011 aquellos que se 

presentan cuando se utilizan muestras de saliva de individuos sanos. Los 

resultados obtenidos indican que existe una gran heterogeneidad de patrones de 

reconocimiento en ambas poblaciones de individuos, Mediante el análisis de 

inmunoplot fue posible determinar una serie de bandas proteicas, las cuales 

fueron reconocidas en un alto porcentaje, por las muestras de salivas de 

individuos con amibiasiS. La aplicación de un análisis discriminante a estos 

componentes permitieron diferenciar con un 85% de sensibilidad a los pacientes 

de individuos sanos, sin embargo este no descartó la presencia de individuos 

asintomáticos en la población sana, ní la posible invasión por cepas no 

patógenas. 
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INTRODUCCION. 

La amibiasis es una enfermedad producida por el protozoario denominado E. 

histolytica y es considerada como un problema de salud pública que ha 

estimulado la formación de diversos grupos de investigación dedicados al estudio 

de este parásito. Esto ultimo ha favorecido la generación de un conocimiento más 

amplio de los mecanismos de la relación huésped-parásito. Esta enfermedad es 

cosmopolita y se presenta con mayor frecuencia en países subdesarrollados, en 

los que no existen programas de salud enfocados a la educación higiénica y/o 

prevención de las enfermedades infecto-contagiosas, hecho que a últimas fechas 

ha dado lugar a un aumento considerable de este padecimiento. Este es el caso 

de la República Mexicana en la que se ha detectado este protozoario en todos los 

estratos sociales (Caballero y col, 1994). Existen a nivel mundial alrededor de 

500 millones de personas con amibiasis, sin tomar en consideración a 11, 

República de China (Walsh, 1986), y se ha reportado que anualmente mueren 

entre 50,000 y 110,000 pacientes por complicaciones intestinales o 

extraintestinales (Martínez-Palomo y col, 1982). Se han logrado avances 

considerables en el conocimiento de la biología de E. histolytica, principalmente 

sobre los mecanismos mediante los cuales se presenta la enfermedad (Krogstad 

y col, 1978), así como de la respuesta inmune del hospedero para eliminar al 

parásito y también acerca del tratamiento de este padecimiento (Gillin y Diamond, 

1981). Sin embargo, en México, hasta la fecha no se han podido desarrollar e 

implementar medidas que conduzcan al control y/o prevención de la enfermedad. 

El cultivo axénico de este protozoario, desarrollado por Diamond (1961), ha 

permitido obtener grandes cantidades del parásito. De esta manera se ha podido 

estudiar más ampliamente a través de la aplicación de varios métodos como la 

electroforésis e inmunotransferencia, asi corno la tecnología de obtención de 

anticuerpos monoclonales. Esta última ha sido usada principalmente para la 

caracterización del mosaico antigénico de este protozoario y para el diagnóstico 
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de la enfermedad mediante el desarrollo de pruebas más sensibles, especificas y 

más confiables que el examen coproparasitoscópico hasta ahora usado con este 

fin. Tal es el caso de las pruebas diagnósticas basadas en la detección de 

antígenos amibianos en heces, empleando estos reactivos monoclonales (Merino 

y col, 1990). 

CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA Y MORFOLOGIA. 

Entamoeba histolytica (Laman-Vigar.1979) 

Phylum: Protozoa 

Subphylum: Sarcomastigophora 

Superclase: Sarcodina 

Clase: Rhizopodea 

Familia: Entamoebidae 

Género: Entamoeba 

Especie: histolytica. 

Durante su ciclo biológico, este parásito presenta tres formas que son: trofozolto, 

pre-quiste y quiste, El trofozolto, de forma variable es móvil e invasivo, y mide 

entre 15 y 60 pm de diámetro, se mueve mediante la emisión de proyecciones 

citoplásmicas llamadas pseudópodos. Este organismo posee un núcleo 

organizado, con cromatina periférica fina y nucleólo central ; carece de 

mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplásrnico y lisosomas. Posee un 

ectoplasma y endoplasma granular con numerosas vacuolas (Martlnez-Palomo, 

1987). Su superficie está constituida por una membrana plásrnatica constituida 

por protelnas y carbohidratos. En el trofozolto puede diferenciarse una parte 

posterior, denominada uroide donde se concentran vesículas que descargan su 

contenido al exterior (Pittman y co1,1973); este estadio del parásito presenta 

además una gran cantidad de enzimas, con las cuales se ha establecido un 

patrón de tipo isoenzimático, que ha servido para clasificar en cepas patógenas y 

no patógenas de este organismo (Sargeaunt y col, 1978). 
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Mas recientemente mediante el uso de técnicas de biología molecular, en el 

campo de la amibiasis, se han reportando diferencias importantes en varios 

genes lo cual a llevado ha proponer la existencia de dos especies, una no 

patógena denominada E. dispar y una patógena descrita como E. histolytica 

(Diamond y Clerk, 1993). Apoyando esta idea, se han reportado diferencias en las 

secuencias genómicas especificas, en donas obtenidas en librerías de cDNA de 

ambas amigas (Tannich y Burchard 1991). Por otra parle, otras sondas derivadas 

de secuencias repetitivas han sido útiles para diferenciar entre aislados 

patógenos y no patógenos (Burch y cols, 1991; Cruz Reyes y Ackers , 1992 ). 

Cuando las condiciones ambientales en el intestino grueso se vuelven adversas 

para el trofozoíto, este se inmoviliza, pierde su material citoplásmico, y adquiere 

una forma redonda e inicia la síntesis de una membrana doble y gruesa que 

rodea a todo el organismo (pared quística) Esta pared le confiere protección 

cuando es expulsado al exterior con la materia fecal. La forma considerada como 

infectante y de resistencia de E. histolytica se llama quiste mide un promedio de 

12 pm de diámetro. Dependiendo del estado de madurez presenta de 1 a 4 

núcleos (Smith y col, 1979). Su núcleo y citoplasma son iguales al del trofozoíto 

pero a diferencia, el quiste no invade el tejido y su presencia en heces frescas es 

un indicador de la magnitud de la infección ya que se ha establecido que un 

individuo infectado llega a excretar alrededor de 45 millones de quistes por dia. 

CICLO DE VIDA (fig. 1). 

El ciclo de vida se inicia con la ingestión de los quistes presentes en el agua o 

alimentos contaminados con materia fecal, los cuales en su paso por el estómago 

resisten la acción de los jugos gástricos y pasan al intestino delgado. Una vez que 

los quistes pierden su cubierta de quitina por efecto de las enzimas contenidas en 

el jugo intestinal, dan lugar a un trofozoíto octanucleado; de este trofozolto se 

forman ocho de tipo metaquísticos los cuales que se dividen por fisión binaria, se 

adhieren a la mucosa intestinal , se reproducen en forma más activa, y colonizan 
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FIG. 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. 
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la mucosa intestinal, principalmente a nivel del intestino grueso (Kretschmer 

1984). En algunos casos y dependiendo de varios factores como el número de 

trofozoitos y sus características patogénicas, del tránsito intestinal, del potencial 

de oxido-reducción, del microambiente, los parásitos pueden emigrar por via 

porta e instalarse en diferentes órganos, como el hígado, pulmón, cerebro y piel. 

Cuando las condiciones del rnicroambiente del intestino varían, el trofozoito se 

enquista y posteriormente es expulsado en las heces, completándose de esta 

forma el ciclo de vida (Fig. 1). El período de incubación de la enfermedad es de 1 

a 5 días, la sintomatologia se presenta entre 4 días a 8 días y raramente de los 6 

meses a un año, con un promedio aproximado de 4 meses (Jalan y Maitre, 1988), 

considerándose al hombre como el reservorio más importante de E. Histolytica 

(Elsdon-Dew, 1968). 

PATOLOGIA. 

La patogénesis puede ser definida como el origen y desarrollo de la enfermedad 

(Ravdin, 1986). LoS mecanismos de la patogénesis en amibiasis han sido 

resumidos como sigue: 

1). Colonización del intestino por parte de amibas patógenas. 

2). Rompimiento de las barreras de la mucosa intestinal, mediante enzimas y 

productos tóxicos, involucrando un mecanismo de contacto intimo o adherencia a 

la mucosa intestinal. 

3). Lisis de las células intestinales con interrupción de la mucosa, úlceras 

colonices y destrucción de tejido. 

4). Resistencia a los mecanismos de defensa humoral y celular . 

5) La invasión a otros órganos distantes, especialmente el hígado dando a una 

serie de alteraciones y complicaciones de otro tipo. 



La forma intestinal de tipo asintomática, se presenta cuando la amiba vive como 

comensal, se nutre reproduce y forma quistes, los cuales son expulsados con la 

materia fecal. El comportamiento de la amiba en el hombre es impredecible ya 

que mientras ciertos individuos dentro de una población pueden desarrollar 

amibiasis invasora, en otros aún cuando están en contacto con la misma 

población y/o misma cepa de amibas no la presentan. Sin embargo, la amibiasis 

invasora puede desarrollarse en cualquier momento (Ruiz-Palacios y col, 1992), 

lo que implica que la E. histolytica es potencialmente patogénica, solo que sus 

manifestaciones se presentan bajo ciertas condiciones (Ravdin y col, 1980). 

Asimismo se tiene que considerar la existencia de la E. dispar como una forma 

comensal, por lo que las personas que desarrollan la enfermedad pudieran tener 

poblaciones mixtas de ambas especies de amibas. 

EPIDEMIOLOGÍA. 

La propagación de esta enfermedad esta relacionada con la higiene, el 

hacinamiento, la contaminación del agua y alimentos, educación higiénica así 

como la eliminación inadecuada de la materia fecal. Todos estos factores están 

asociados a las condiciones socioeconómicas de la región en estudio (Gutierrez, 

y col, 1976). En estudios realizados en México se observó una mayor incidencia 

de portadores de quistes en la periferia de la ciudad, en donde se determinó que 

las condiciones de las viviendas son precarias y que dicho estado disminuye a 

medida que se mejora la calidad sanitaria de las mismas (Harries, 1982). En el 

mismo sentido la frecuencia de portadores aumenta en aquellas instituciones 

dedicadas a incapacitados mentales (Sexton y col 1974), en personas de edad 

avanzada (González-Montesinos y col, 1971), en niños y en homosexuales 

(Arroyave y col 1990). 

Se han llevado a cabo estudios de tipo seroepidemiológico a fin de determinar la 

infección con E. histolytica. En un estudio realizado en el año de 1972 por 

Landa y Col (1972), en una población de adultos del Distrito Federal y mediante el 
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uso de la prueba de contrainmunoelectroforésis se encontró una seroprevalencia 

de 5 a 6%. En otro estudio en el que se utilizó el suero de 776 niños de la ciudad 

de México se reportó una seropositividad de 3.9% (Gutiérrez y col 1974) y en el 

de adultos de un 6.6% (Crevenna, 1977). 

En 1974 se hizo una encuesta seroepidemiológica con sueros de 19,442 

individuos representativos de 46 regiones de la República Mexicana, 

encontrándose un promedio de seropositividad de 5.95% (Gutiérrez, 1986). En 

un trabajo reciente realizado por Caballero y col (1994), se analizaron por 

hemaglutinación indirecta 70,000 sueros, resultando una seroprevalencia del 

8.41%. Estos hallazgos demuestran el carácter endémico de la amibiasis 

intestinal, sin embargo, gracias a los métodos de diagnóstico y tratamiento, se ha 

observado que el absceso hepático amibiano (AHA) en adultos, ha disminuido del 

2% al 0,2% y en niños de 26.9 a 1.1% entre 1976 y 1985 (Gutiérrez y col, 1986). 

DIAGNOSTICO. 

El diagnóstico de la amíbíasis se fundamenta en la identificación de quistes y 

trofozoitos de amibas en las muestras de heces. La detección de anticuerpos 

anti-amiba en muestras de suero, ha sido de ayuda diagnóstica sobre todo en el 

caso de absceso hepático amibiano. Para la detección de estos anticuerpos se 

han utilizado técnicas como: Hemaglutinación indirecta (HAI) 

contrainmunoelectroforésis y ELISA (del inglés enzymed linked-imunosorbent 

assay). También se han detectado mediante el uso de anticuerpos monoctonales 

antígenos amibianos en heces. Mas recientemente las técnicas de Biología 

Molecular como el PCR están siendo empleadas en el diagnostico de la 

amibiasis, usando sondas específicas derivadas de amibas con zimodemos 

marcadores de patogenicidad (Tachibana y col 1991). 
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INMUNIDAD. 

El establecimiento de la enfermedad involucra diferentes factores tanto del 

hospedero corno de la amiba; del primero, se ha considerado la susceptibilidad, el 

estado nutricional, la microflora intestinal y el Potencial redox (Brown, 1970 ), 

por parte de la amiba, los mecanismos propios que utiliza para atacar la mucosa 

intestinal considerada como la primera barrera de defensa contra el parásito. Al 

ocurrir esta serie de eventos, entran en juego por parte del hospedero una serie 

mecanismos humorales y celulares que son relevantes en la resistencia a la 

infección. 

Inmunidad Celular. 

El papel de la inmunidad mediada por células en E histolytica ha sido estudiada 

en humanos y en animales de experimentación. El estudio de las fases 

tempranas de la enfermedad revelan que el primer fenómeno que se presenta es 

una reacción inflamatoria aguda rica en leucocitos, con una posterior 

predominancia de mononucleares; esta reacción puede verse enmascarada por la 

destrucción del tejido inflamatorio por parte de la amiba (Kretschmer y col, 1990), 

En los estadios tempranos. el fenómeno de inflamación puede degenerar a la 

ulceración y como consecuencia necrosis del tejido, con infiltración de neutrófilos 

por debajo de la lámina propia, y la presencia de pequeñas zonas en las cuales 

se pierde la continuidad de la mucosa (Harries, 1982). La reacción inflamatoria se 

acentúa debido a la presencia de células cebadas y mononucleares, y la 

infiltración de fluido tisular (Miller, 1980). Los (necrófagos presentes en este 

proceso, al parecer se distribuyen en la periferia de la lesión, fagocitando restos 

celulares y al interactuar con la amiba son destruidos, dando lugar a una severa 

tisis de las células inflamatorias. Este fenómeno ha sido ampliamente observado y 

descrito en la formación de abscesos con destrucción del tejido hepático. 

(Tsutsumi y col, 1984). Sin embargo, la amiba no es destruida y continua con su 

actividad 	invasiva, y para lograrlo inhibe el estallido respiratorio de los 

macrófagos (Arbo y col 1990), suprimiendo, con ello la respuesta inmunitaria 
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mediada por células (Saleta y co1,1990). Además se altera la respuesta 

proliferativa de linfocitos CD4 y CD13 a los antígenos del parásito. Asimismo, se 

ha reportado efecto de algunas proteínas amibianas localizadas en la superficie 

del parásito o bien secretadas por este, que han sido consideradas como las 

responsables de la disfunción inmunitaria (Denis y Chadee 1988). Sin embargo y 

en forma contradictoria, se han realizado experimentos en los que se han 

inmunizado animales de experimentación con proteínas totales del parásito, 

observándose cierto grado de protección cuando los animales son desafiados 

intrahepáticamente con trofozoítos virulentos de E. histolytica. Por otro lado, se 

ha observado in vitro, la lisis del parásito cuando interacciona con linfocitos 

provenientes de pacientes que se han recuperado de un absceso hepático 

amibiano. Estas observaciones han permitido establecer la importancia que 

representa la inmunidad mediada por células en este tipo de parasitosis (Landa y 

col 1976). 

Inmunidad humoral 

El curso de la respuesta inmune en la amibiasis intestinal se ha caracterizado por 

una respuesta local transitoria de tipo secretora, dada, principalmente por el 

fenómeno de la adherencia, colonización y en ciertos casos la penetración de las 

amibas virulentas a la mucosa intestinal su migración a otros órganos con la 

subsecuente producción de anticuerpos a este nivel (Trissl, 1982 ). No se ha 

establecido con certeza el tiempo que transcurre entre la infección con la E. 

histolytica y la aparición de una respuesta local de anticuerpos. Se ha observado 

la presencia de coproanticuerpos de la clase IgA e IgG en el 80 % de los 

pacientes con disentería amibiana (Martinez-Cairo y col, 1979), cuyos titulas 

disminuyen después de 3 semanas hasta un 55%; por otra parte, se ha 

determinado que los anticuerpos séricos se incrementan significativamente, sin 

embargo, los títulos no correlacionan con la severidad de la enfermedad. Esto se 

ha observado de igual manera en individuos con antecedentes de absceso 

hepático amibiano, donde los títulos de anticuerpos permanecen elevados por un 
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largo periodo aún después de curado el padecimiento (Knobloch y Mannweiler, 

1983). Este fenómeno se ha tratado de explicar por la persistencia de antigeno 

amibiano secuestrado en el sistema reticuloendotelial y por la presencia de las 

inmunoglobulinas que se encuentran en mayor proporción en la amibiasis 

invasora. Estas ultimas de la clase IgM que se presenta en un contacto inicial con 

el parásito, la IgG y de la cual predomina la subclase IgG2 (Arellano y Ortiz-Ortiz, 

1974). En el caso de la IgA esta ha sido encontrada en materia fecal 

(Coproanticuerpos), en la leche humana (Grundy y col, 1983), calostro (Acosta y 

col 1985, Berber y col 1990 ) y en salivas (del Muro y col, 1990) como indicativo 

de una estimulación local a nivel del intestino; además se han reportado 

anticuerpos séricos de esta clase de inmunoglobulina en individuos que cursan 

con una amibiasis intestinal (O'Shea-Alvarez y Treviño, 1985). Este tipo de 

respuesta ha sido utilizado para la caracterización de la inmunidad inducida por 

los antígenos amibianos, con dos aplicaciones prácticas; en estudios de tipo 

seroepidemiológico de la infección, y otra en el diagnóstico de la enfermedad. 

México ha sido considerado como una zona altamente endémica en la que se ha 

observado la presencia de anticuerpos anti-E.histolytica presentes en personas 

de todas las edades. Asi el diagnóstico de la enfermedad, a través de la 

detección de anticuerpos, se basa en este hecho ya que tales anticuerpos son 

encontrados en el 90% de los pacientes con AHA o amibiasis de tipo invasora y 

solo se encuentran en un pequeño porcentaje de la población sin evidencia 

clínica. Por otra parte en portadores asintomáticos alcanza un 6.6%, y su 

presencia persiste después de que se ha curado el padecimiento y 

probablemente en aquellas infecciones consideradas como subclinicas. 

Sin embargo, tal y como sucede en otras infecciones intestinales, la secreción de 

IgA, puede influir en la inmunidad a nivel local contra E. histolytica. Esta 

inrnunoglobulina inhibe la absorción de antígenos y cumple una función local en 

la defensa contra enterobacterias particularmente Vibriunt cholarae, así como 
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virus y antígenos alimentarios (Bienenstock y Befus 1985). La aglutinación de 

bacterias y otros antigenos extraños por la IgA impide su adherencia a células 

epiteliales inhibiendo con ello la colonización de la mucosa. También puede 

retener al microorganismo en la capa de moco, evitando con ello su movilidad así 

como la penetración a las capas mas profundas del intestino (Tse y Chadee, 

1991). 

En términos generales, el papel de la IgA en la protección no ha quedado 

debidamente esclarecido, sin embargo, diversos estudios in vitro han demostrado 

que la IgA anti-amibiana presente en la saliva de pacientes con amibiasis 

intestinal inhibe la adherencia de trofozoítos a células MDCK en más de un 20% 

en promedio, mientras que la no específica lo hace por abajo del 13% (Carrero y 

col 1994). 

La saliva de individuos ha sido utilizada para probar la presencia de anticuerpos 

contra diferentes organismos (Vinicius-da Silva y col, 1992; Katz, 1993), asi como 

la presencia de IgA contra HIV (Zhang y col, 1992). El uso de la IgA contenida en 

la saliva de individuos también ha sido propuesta para ser usada en métodos de 

inmunodignóstico de la amibiasis, obteniendo resultados con sensibilidades y 

especificidades altas en niños en edad escolar (del Muro y col, 1990), o bien en 

pacientes con absceso hepático amibiano (Kelsall y col, 1994). 

Por lo anterior y tomando en cuenta la posible importancia de los anticuerpos de 

la clase IgA anti-amiba como probables agentes protectores de la amibiasis 

intestinal es necesario evaluar la respuesta inmune de tipo secretoria que se 

induce hacia los componentes inmunogénicos de la amiba en pacientes con 

amibiasis intestinal y en forma comparativa con la de individuos sanos de algunas 

zonas consideradas como endémicas. 

De acuerdo a este panorama, los datos obtenidos en este trabajo podrían aportar 

conocimientos acerca de los antígenos de E. histolytica, que son reconocidos 
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por los anticuerpos contenidos en las muestras de saliva de individuos con 

amibaisis intestinal. De esta manera se podría contribuir a un mejor entendimiento 

de la respuesta inmune generada durante la infección con este parásito. 

Asimismo sería posible proponer el desarrollo de métodos de diagnóstico más 

específicos y sensibles para la detección de la amibiasis intestinal. 
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Objetivo general: Estudiar la respuesta de anticuerpos de la clase IgA 

empleando muestras de salivas de pacientes con amibiasis intestinal y/o 

individuos sanos. 

Objetivos particulares: 

1. 	Caracterizar el perfil proteico de extractos totales y membranales de E. 

histolytica. 

2, 	Identificar los antígenos de E. histolytica más relevantes en los extractos 

totales y membranales, que son reconocidos por las muestras de salivas de 

pacientes. 

3. 	Analizar la frecuencia de reactividad de anticuepos presentes en las 

muestras de salivas de pacientes con amibiasis intestinal y la de individuos 

sanos, contra antígenos totales y membranales de E. histolytica. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Parásitos y antígenos. 

Los parásitos se obtuvieron a partir de cultivos axénicos de E. histolytica de la 

cepa HMI-IMSS en medio TYI-S-33 con 15% de suero bovino de acuerdo al 

procedimiento de Diamond,1961. 

Antígeno Total. 

Para la preparación de extracto total de amiba, los trofozoítos de E. histolytica, 

se colectaron de las botellas de cultivo a las 72h, por enfriamiento de éstas en un 

baño de hielo por 10 mín y mediante centrifugación a 100 xg por 10 min. 

Enseguida se lavaron con amortiguador fosfato salino (PI3S) tres veces. El 

sedimento final se resuspendió en amortiguador glicina-HCI pH 2 y se sometió a 5 

ciclos de congelación y descongelación; finalmente se almacenó a -70 ° hasta 

ser utilizado. 

Antígeno Membranal. 

El antígeno de membrana se obtuvo por el método de Thomas (1990), En este 

caso, las amibas se lavaron como se describió anteriormente se resuspendieron 

en 50 volúmenes de sacarosa EDTA-1mM, EGTA-5mM, con Chaps (3-3 

Cholamidopropyl-dimetil amonio-1-propano sulfonato) al 0.5% y las células se 

rompieron en un homogenizador con émbolo de teflón aplicando 120 golpes, A 

continuación se centrifugaron a 200 x g por 10 min, se colectó el sobrenadante y 

se centrifugó a 8,000 x g por 1 lir a 4° C; el precipitado se resuspendió en 

glicina-HCI pH 2 y se almacenó a -70 ° C, hasta su utilización. La cuantificación 

proteica de los extractos se realizó por el método de Lowry y col (1951). 

Obtención de Salivas. 

Las muestras de saliva se colectaron de 48 pacientes de dos localidades, 25 del 

Distrito Federal proporcionadas por el 'Dr. Edmundo Godinez del Servicio de 

Gastroenterología del Hospital General de México y obtenidas de individuos con 
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diagnóstico de amibiasis intestinal confirmadas por rectosigmoscopia, y examen 

coproparasitoscópico; 23 muestras fueron enviadas de la ciudad de Puebla, para 

su estudio debido a que estos individuos presentaban síntomas clínicos 

característicos de amibiasis. A todas las muestras de saliva se les determinó la 

presencia de anticuerpos anti-amiba por el ensayo de ELISA (Voller y col, 1978). 

Los individuos sanos se seleccionaron al azar de aquellos que no presentaban 

ninguna manifestación clinica y con resultados negativos por examen 

coproparasitoscópico. Las muestras de saliva se centrifugaron 30 min a 300 x g y 

el sobrenadante se almacenó a -20° C, hasta ser utilizado. 

Electroforésis. 

Los antígenos total y de membrana obtenidos por los métodos antes descritos, se 

analizaron por electroforésis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de 

SDS duodecilsulfato de sodio (EGPA-DSS), de acuerdo al método descrito por 

Laemmli (1970). Las muestras se ajustaron a una concentración de 100 pg por 

gel preparativo en solución de muestra, usando como agente reductor 2-

mercaptoetanol al 5 %, se hirvieron por 3 minutos en baño de Maria, después de 

lo cual se colocaron en el carril del gel. La electroforésis se llevo a cabo durante 

18 h, con una corriente constante de 75 vol y se detuvo cuando el colorante llegó 

a 0.5 cm del final del gel. Se cortó una pequeña parte del gel y se tiñó con azul 

de Coomasie y el resto se transfirió a papel de nitrocelulosa para el ensayo de 

inmunolectrotransferencia. 

Inmunoelectrotranferencia. 

Los geles preparativos conteniendo las proteínas de E. hisiolytica procesadas 

en la electroforésis se transfirieron a papel de nitrocelulosa de acuerdo al método 

de Towbin y col (1979). Brevemente, después de la electroforésis los geles se 

sumergieron en amortiguador de transferencia, durante 1 hr. La transferencia se 

realizó durante 1 hr 24 V, en la misma solución. A continuación y para comprobar 

que la transferencia se había realizado en óptimas condiciones, se cortó una tira 

18 



de papel de nitrocelulosa y se sumergió en una solución acuosa de negro de 

amido al 0.001% en metanol al 10% , ácido acético al 5%. Posteriormente se 

eliminó el exceso de colorante mediante lavados con agua desionizada. El resto 

del papel se bloqueó con una solución de PI3S-tween 20 4- 0.3%; albúmina sérica 

bovina 1.5%, toda la noche a 4° C. Una vez bloqueado el papel se lavó cuatro 

veces 10 min cada vez con PBS-Tween 0.3% (AT) y se cortó en tiras de tres mm 

de ancho, para ser incubadas toda la noche a 4° C, con muestras de saliva de los 

individuos de este estudio, las cuales se incubaron a 4 °C. Después las tiras se 

lavaron con AT 3 veces de 10 minutos cada vez y se adicionó anti-IgA humana 

(contra cadena alfa), preparada en cabra y acoplado a la enzima peroxidasa, 

incubándose 6 horas a temperatura ambiente. El desarrollo de color se obtuvo 

lavando las tiras como se mencionó anteriormente y colocando la solución 

reveladora de orto-cloro naftol 0.05%. 

Análisis digital. 

Con fin de estandarizar el tamaño de todas las tiras y obtener un patrón de 

reconocimiento, las bandas obtenidas en la inmunoelectrotransferencia fueron 

digitalizadas y analizadas individualmente, mediante el programa computarizado 

AMBIS. En el caso de bandas muy cercanas (0.5 mm en la tira original) se tomó a 

las dos como una sola; con la finalidad de simplificar el análisis de los patrones de 

reconocimiento. Con tales patrones, se hizo una cuantificación a nivel individual 

de cada una de las bandas reconocidas, utilizando este programa. A partir de los 

datos obtenidos se realizó un análisis discriminante utilizando las bandas 

reconocidas con mayor frecuencia. 

inmunoplot. 

El inmunoplot (Larralde y col 1989), representa la frecuencia con la cual cada 

fracción antigénica de E. ?listo/Oca, reacciona con las muestras de saliva de 

individuos infectados. A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de 

inmunoelectrotransferancia, los datos se grafican contra la frecuencia con la cual 
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la misma fracción antígénica reacciona con muestras de saliva de individuos 

sanos. El valor de la frecuencia para cada banda se obtuvo, tomando como 

referencia un patrón debidamente estandarizado y que presentaba la mayoría de 

las bandas antigénicas reconocidas y ordenadas en función de su peso molecular 

(PM). 

Análisis discriminante. 

Para el análisis discriminante, se seleccionaron 6 antígenos, cuya frecuencia de 

reconocimiento por los pacientes con amibiasis intestinal, era mayor del 50%. 

Estos antígenos fueron seleccionados del inmunoplot y analizados a través de un 

estudio de regresión logística para buscar antígenos discriminantes de pacientes 

con amibiasis intestinal utilizando el programa BMDP stadistical software 

(Krzamosofki 1990). 
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RESULTADOS. 

Electroforósis de los extractos de E. histolytica. 

Los patrones obtenidos con los dos extractos amibianos totales y de membrana, 

separados en geles de poliacrilamida muestran una gran complejidad. Cuando se 

compararon ambos extractos, se observaron diferencias en cuanto al número de 

componentes y la cantidad relativa de cada uno de estos en los diferentes 

extractos (Fig. 2).En la electroforésis del extracto total se visualizaron 42 

componentes que variaban de 10 a 270 KDa. Por su parte en el extracto 

membranal se pudieron visualizar aproximadamente 40 bandas proteicas que 

van de 10 a 230 KDa. Cuando se utilizó el programa AMBIS se detectaron 34 

proteínas en el extracto total y 33 en el membrana! (Fig. 3). A partir de estos 

datos se realizó el análisis de inmunoplot. 

Inmunoelectrotransferencia de los extractos de E. histolytka. 

Al hacer la comparación de la reactividad de las muestras de salivas de las 

diferentes poblaciones estudiadas, se observaron diferencias cuantitativas en su 

reconocimiento. Las salivas provenientes de individuos originarios de la ciudad 

de Puebla, reconocieron los mismos antígenos que las de los pacientes del 

Distrito Federal, sin embargo, éstos últimos lo hicieron con intensidades menores, 

variando con esto la proporción de salivas que reconocían un antígeno 

determinado (Fig. 4 y 5). Es necesario mencionar que el tiempo de 

almacenamiento en congelación de las muestras, fue diferente, siendo menor en 

las de Puebla. Debido a que en ambas poblaciones se encontraron los mismos 

antígenos reconocidos, el análisis general se realizó sobre los resultados 

obtenidos en esta última localidad (Puebla, Pue.). 
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FIG. 2. Análisis electroforético de las proteinas de membrana (A) y totales (B) de 

E. histolytica. Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS 

y 5% de p-mercaptoetanol. La corrida se realizó durante 12 horas a 60 volts. Los 

pesos moleculares de las proteínas utilizadas como marcadores se muestran en 

KDa a la izquierda de la figura. 
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FIG. 3. Patrones globales de reconocimiento de los antígenos de 
Entamoeba histolytica, obtenidos mediante el programa de análisis digital 
AMBIS. El patron de reconocimiento de bandas (izquierda), se elaboró 
tomando en cuenta el mayor número de bandas reconocidas por la saliva de 
todos los individuos analizados en este estudio. La grafica (derecha de cada 
patron), muestra el análisis densitométrico de cada componente. 
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ANALISIS DEL EXTRACTO TOTAL. 

En virtud de la gran heterogeneidad que se distingue en ambos extractos (total y 

de membrana) y usando tanto muestras de saliva de pacientes con la enfermedad 

así como de individuos normales, se hizo necesaria la caracterización de 4 

diferentes patrones de reconocimiento al utilizar el extracto completo de amibas 

(Fig. 4), los cuales fueron definidos de la siguiente manera: 

Patrón 1, reconocimiento intenso de componentes que van de los 14 a los 260 

KDa. 

Patrón 2. La reactividad se localiza principalmente por arriba de los 50 KDa con 

un reconocimiento tenue en aquellas proteínas de menor peso molecular. 

Patrón 3. Un reconocimiento tenue a lo largo del papel de nitrocelulosa. 

Patrón 4. Sin reactividad. 

ANALISIS DEL EXTRACTO MEMBRANAL. 

Cuando se analizó la reactividad de las salivas de pacientes con el extracto 

membranal también se observaron diferencias en el patrón de reconocimiento 

(Fig. 5), por lo que, de igual forma se definieron como sigue: 

Patrón 1, Reconocimiento intenso en un rango 18 a 260 KDa aproximadamente. 

Patrón 2, Reconocimiento intenso de las proteínas de aproximadamente 42 y 47 

KDa de peso molecular, y uno de forma tenue de diversos componentes a lo largo 

del papel de nitrocelulosa. 

Patrón 3, reconocimiento tenue de la banda de 33 KDa y muy tenue de otros 

componentes de mayor peso molecular. 

Patrón 4. Sin reactividad. 
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FIG. 4. Patrón de reconocimiento de antigenos de E. histolytíca (extracto total) 

por salivas de pacientes del Distrito Federal (carriles 1-24), Puebla (carriles 25-50) 

e individuos sanos (carriles 51-62). Cada tira de nitrocelulosa se incubó con la 

muestra de saliva de pacientes e individuos sanos. Posteriormente se utilizó un 

anticuerpo anti-IgA humana realizado en cabra acoplado a peroxidasa y se reveló 

con o-cloronaftol. El peso molecular de las proteinas utilizadas como marcador se 

muestran en KDa a la izquierda de la figura. 
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FIG. 5. Patrón de reconocimiento de antígenos de E. histolytica (extracto 

membrana') por salivas de pacientes de Distrito Federal (carriles 1-24), Puebla 

(carriles 25-50) e individuos sanos (carriles 51-62). Cada tira de nitrocelulosa se 

incubó con la muestra de saliva de pacientes e individuos sanos. Posteriormente 

se utilizó un anticuerpo anti-IgA humana realizado en cabra acoplado a 

peroxidasa y se reveló con o-cloronaftol. El peso molecular de las proteínas 

utilizadas como marcador se muestran en KDa a la izquierda de la figura 
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Antígenos totales 

PM 
Contoroles 

Frecuencia 

_ 

Intensidad Frecuencia 
Pacientes 

--Y- 

Intensidad 
-_

230 26.67% 440.5 0.00% 0 0 
208 6.67% 439.0 0.00% 0.0 
171 20.00% 313.7 13.04% 214.3 
156 26.67% 142 0 21.74% 764 0 
135 60.00% 1449.4 47.83% 562.7 
123 26.67% 491.0 60.87% 1225 0 
110 0.00% 00 39.13% 873 6 
99 53.33% 500 1 43 48% 529.2 
88 46.67% 226.7 69.57% 937.1 
81 13.33% 119.0 43.48% 815.9 
74 6.67% 111.0 47.83% 992,7 
63 13.33% 1351,0 52.17% 1007.0 
62 13.33% 454.0 56.52% 563.4 
58 0.00% 0.0 30.43% 769.0 
56 33.33% 760.2 26.09% 252.8 
54 33.33% 820.8 30,43% 857.3 
53 13.33% 256.0 13.04% 91.7 
49 20.00% 604.7 56.52% 1595.8 
46 0.00% 0.0 56.52% 466.1 

44.5 6.67% 10.0 21.74% 164.6 
42 0.00% 0.0 34.78% 660.6 
40 (3.67% 461.0 47.83% 813.5 
38 6.67% 172.0 34.78% 441.6 
35 6.67% 355.0 26.09% 335.2 
34 13.33% 110.0 30.43% 288.6 
32 20.00% 479.0 8.70% 340.0 
30 6.67% 257.0 43.48% 503.9 
29 13.33% 258.5 60.87% 729.3 
27 0.00% 0.0 17.39% 394.0 
26 0.00% 0.0 26.09% 1508.7 
25 0.00% 0.0 21.74% 433.2 
24 6.67% 327.0 26.09% 237.8 
23 13.33% 389.0 47.83% 816.2 
22 13.33% 640.0 4.35% 118.0 

TABLA NO. 1, Datos de frecuencia (%) e intensidad (D.0.), obtenidos a 
partir de las imagenes digitalizadas de los patrones de reconocimiento de 
antígenos totales de E. histolytica por muestras de saliva de pacientes e 
individuos sanos. 
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Antígenos de membrana 

PM 

Contoroles 

Frecuencia Intensidad 

Pacientes 

Frecuencia Intensidad 

265 0.0 0.00% 0.0 

225 0.00% 0.0 8.70% 257 0 

200 0.00% 0.0 0.005 0.0 

170 28.57Y, 1078.8 69 57% 2486.6 

150 28.57'7, 98.5 69.57% 1693 1 

139 0.00% 0.0 52.17% 1297.7 

130 7.14% 163.0 34.78% 589.8 

117 14.29 2.14.5 34_78% .1958 

107 14.29% 606.5 52.17% 445.4 

96 35.71% 804.2 73.91% 639.6 

86 42.86% 665.3 56.52% 781.5 

78 7.14% 64.0 30.43% 458.4 

72 0.00% 0.0 73.91% 584.0 

66 35.71% 409.6 56.52% 781.2 

62 42.86% 667.2 60.87% 1084.0 

58 14.29% 129.0 39.13% 316.2 

57 42.86% 440.3 26.09% 625.2 

54 35.71% 587.2 26.09% 1215.5 

53 28.57% 405.5 73.91% 1778.1 

48 42.86% 606.7 65.22% 1826.3 

46 21.43% 788.3 69.57% 1302.7 

43 28.57% 767.0 69.57% 668.0 

40 14.29% 693.5 17.39% 215.0 
38.5 28.57% 235.8 47.83% 547.8 

37 50.00% 1175.9 73.91% 645.2 
34 50.00% 761.6 69.57% 941.6 
33 28.57% 549.0 52.17% 300.8 
30 21.43% 647.0 60.87% 544.1 
28 21.43% 500.7 30.43% 335.9 
26 14.29% 624.5 47.83% 315.8 
25 7.14% 47.0 65.22% 544,1 
23 35.71% 245.2 13.04% 471.7 
22 0.00% 0.0 4.35% 30,0 

TABLA NO. 2. Datos de frecuencia (%) e intensidad (D.O.), obtenidos a 
partir de las imagenes digitalizadas de los patrones de reconocimiento de 
antígenos membranales de E. histolytica por muestras de saliva de 
pacientes e individuos sanos. 
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Análisis de inmunoplot. Empleando extracto total de E. histolytica. 

Al comparar la frecuencia de reactividad de las salivas de pacientes con amibiasis 

intestinal y la de individuos sanos, usando el extracto total se lograron determinar 

ciertos componentes que son reconocidos únicamente por la saliva de pacientes 

y no por las del grupo control. Estas comprendieron las proteínas de 110, 58, 46, 

44.5, 42, 27, 26, 25 KDa, las cuales son reconocidos por el 20% y 60 % de las 

muestras de salivas de pacientes (fig. 6A y 7A), la intensidad de reconocimiento 

por su parte fue variable entre cada una de las muestras (Fig. 613 y 713). 

Los principales componentes que fueron reconocidos por la saliva de pacientes 

con la enfermedad fueron las bandas de 88, 123 y 29 KDa que corresponde a un 

70 %, 60 % y 62 % de frecuencia respectivamente mientras que en el grupo 

control estas mismas proteínas son reconocidas en un 45%, 23% y 12% 

respectivamente (Fig. 6A). Ahora bien, en el caso del componente de 68 KDa 

cuya frecuencia en pacientes es de 52% y de 11 % en individuos sanos, la 

intensidad de reconocimiento es mayor en estos últimos, siendo superado en 

este aspecto solo por el antígeno de 135 KDa (Fig. 6A), mientras que la proteína 

de 123 KDa presentó una frecuencia de 60 % en la muestra de pacientes y 23 % 

en sanos, pero una intensidad tres veces mayor en pacientes (Fig. 6B ). 

Por lo que se refiere a las proteínas de 74 y 40 KDa, éstas fueron reconocidas 

por pacientes en un 48% y en los sanos en un 5%, (Fig. No. 6A) y la intensidad 

de la primera es 9 veces mayor, mientras la segunda solo el doble de su 

intensidad en pacientes con respecto a sanos (Fig. 6B). 

Otro componente reconocido con gran intensidad por la saliva de pacientes fue el 

de 49 KDa (Fig. 6B), con una frecuencia de 55 % contra un 18 % detectada en los 

individuos sanos (Fig. 6A).  
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Por su parte el 25 % de individuos sanos reconoció el componente de 230 KDa, 

no presentándose ninguna reactividad con la saliva de los pacientes analizados 

en este estudio (Fig. 6A). 

Análisis de inmunoplot. Empleando extracto membranal de E. histolytica. 

Por lo que se refiere al reconocimiento de las salivas cuando se utilizó el extracto 

membranal, se observaron seis proteínas reconocidas exclusivamente por las de 

los individuos enfermos, estas proteínas corresponden a los pesos moleculares y 

frecuencias de 72 KDa, 75%; 139 KDa, 52%; 225 KDa, 8%; 22 KDa, 5%; 265 

KDa y 200 KDa, 4.35% (fig. 8A). A diferencia de lo ocurrido en el análisis con el 

extracto total, las salivas de los individuos sanos no presentaron exclusividad en 

el reconocimiento de algún componente. 

Así mismo otras proteínas fueron reconocidas por los anticuerpos contenidos en 

la saliva de pacientes. Las frecuencias observadas en estos estuvieron por arriba 

del 50 % y por los individuos sanos por debajo del 25% y corresponden a las de: 

170, 150, 107, 53, 40, 43, 30 y 25 KDa (Fig. 8A), con intensidades variables, 

siendo la más acentuada la que corresponde a 170 KDa y en forma mucho más 

significativa el antígeno de 150 KDa ya que tiene una baja intensidad de 

reconocimiento en la saliva de individuos sanos (fig. No, 813). 

Por lo anterior podemos establecer la presencia un patrón de reconocimiento por 

la saliva de pacientes con amibiasis intestinal el cual está constituido por las 

proteínas de 170, 150, 139, 107, 72 y 25 KDa con una frecuencia superior al 

65% y los mismos componentes en individuos sanos resultó ser menor del 25 % 

(fig. 8A). 

Por otro lado y de acuerdo a los resultados del análisis discriminante en el que se 

utilizaron los 7 antígenos anteriores, se obtuvo un 82% de confiabilidad al agrupar 

a los individuos enfermos, descartando la infección en el 100% de individuos 

sanos (Tabla No. 2). Por el contrario al usar los antígenos del extracto total con 

30 



estas mismas características de reconocimiento (110, 74, 68, 58, 46, 42, 25), solo 

se alcanzó un 69.56 %. (Tabla No. 3). 
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de antigenos de Entarnoeba histolytica (extracto total) por muestras de 
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La gráfica de los puntos se realizó a partir de los datos obtenidos por el 
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TABLA 3. Análisis discriminante utilizando los antígenos del 

extracto total de E. histolytica. (110, 74, 68, 58, 46, 42 y 25 Kda). 

COntroles 

100% 

19 

Pacientes 

O 

0% 

29 

39.58% 60.42% 

7 16 

30.43% 69.56% 

Valores obtenidos: 

Usando el reconocimiento de la población total de individuos. 

**Usando el reconocimiento de los individuos de Puebla únicamente. 

TABLA 4. Análisis discriminante utilizando los antígenos del 

extracto membrana' de E. histolytica (170, 150, 139, 130, 

72, 53 y 25 KDa). 

Valores obtenidos: 

Usando el reconocimiento de la población total de individuos. 

"*Usando el reconocimiento de los individuos de Puebla únicamente. 
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DISCUSION. 

El análisis y la caracterización de compcnentes antigénicos de E. histolytica es 

necesario para el entendimiento de la relación huésped-parásito en la amibiasis. 

De la misma manera esto permitiría analizar la respuesta inmune que inducen , 

así como el uso de estos componentes en el desarrollo de métodos de 

diagnóstico y profilaxis de la enfermedad y su potencial importancia en estudios 

de Biología, Bioquímica y Biología Molecular de este protozoario. 

Los patrones electroforéticos de las proteínas de E. histolytica analizados por 

EGPA en este trabajo, mostraron diferencias notables con respecto a lo reportado 

en la literatura, en lo que se refiere al número de componentes que fue 42 en 

caso del extracto total y 40 para el membranal, así como discrepancias en el 

rango de peso molecular que estuvo entre 10 y 270 y entre 10 y 230 

respectivamente. Aley (1980), reportó la presencia de 18 bandas contenidas 

entre 18 y 176 KDa de peso molecular en un preparado antigénico de membrana 

plasmática, estos datos coinciden en parte con los reportados por De la Torre 

(1991), quién detecta 21 proteínas dentro del mismo rango de pesos moleculares. 

En otro estudio realizado en el ano de 1993 por Das y colaboradores (1982), el 

número fue de aproximadamente 28 bandas proteicas entre 20 y 210 KDa, pero 

utilizando un extracto de antígenos solubles, Asimismo Ximénez y col (1993), 

observaron 53 proteínas que van de los 8 a los 148 KDa en un extracto total de 

amiba. Los puntos de divergencia de todos estos estudios en cuanto al número y 

pesos moleculares de las proteínas de E. histolytica, son debidas posiblemente 

a las distintas metodologías usadas para su extracción, como son: el uso de 

trofozoltos completos, obtención de extractos crudos producidos a través de 

alternar ciclos de congelación y descongelación, sonicación o en otros casos 

mediante un proceso de homogeneización. Sin embargo una cosa en común que 

se observa en la extracción de los antígenos amibianos es la proteolisis de 

componentes en relación directa con el tiempo de almacenamiento. 
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En nuestro caso el método para la obtención tanto del extracto total como 

membrana', usando el choque ácido durante la homogeneización, nos permitió 

obtener patrones electroforéticos conservados a lo largo del tiempo (6 meses 

inclusive). Por lo que no fue necesario usar inhibidores de proteasas para la 

preparación de antígeno. 

La respuesta inmune tanto de tipo celular como humoral que se presenta en la 

amibiasis ha sido considerada como una compleja y amplia red constituida por 

una serie de compartimentos, mediante los cuales se puede controlar la 

presencia del parásito. En este aspecto, la respuesta inmune de tipo humoral 

contra antigenos durante la infección con E. histolytica ha sido bien 

documentada a través de diversos reportes, basados en la actividad de los 

anticuerpos séricos de individuos con absceso hepático y amibiasis intestinal (Kim 

y Finkelstein 1978; Knobloch y Mannweller, 19d3). 

En varios estudios ha sido posible medir anticuerpos séricos del tipo IgA en 

individuos con amibiasis intestinal y se ha podido comprobar los títulos altos de 

esta inmunoglobulina (Campos-Rodríguez y col, 1986), así como su presencia en 

el suero de pacientes con absceso hepático amibiano, donde es posible tener 

títulos en correlación directa con anticuerpos de la clase IgG (Shetty y col, 1990). 

Por otra parte la caracterización de los antígenos identificados por la IgA 

mediante el uso de técnicas inmunoquímicas reviste gran interés, ya que es, un 

aspecto que actualmente ha recibido gran atención en la respuesta humoral. La 

presencia de esta inmunoglobulina ha sido detectada en diversos fluidos 

corporales, por lo que su importancia es muy grande, principalmente a nivel de 

protección contra diversas enfermedades gastrointestinales (Fubara y Freter, 

1973; Gillin y Reiner, 1983), así como para el desarrollo de varias metodologlas 

de diagnóstico aplicadas a la materia fecal, saliva, calostro, etc. 

En varios estudios ha sido posible medir anticuerpos séricos del tipo IgA en 

individuos con amibisis intestinal y se ha podido comprobar los títulos altos de 
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esta inmunoglobulina (Campos-Rodríguez y col, 1986), así como su presencia en 

el suero de pacientes con absceso hepático amibiano, donde es posible tener 

títulos en correlación directa con anticuerpos de la clase IgG (Shetty y col, 1990). 

Sin embargo su papel en el establecimiento de la amibiasis y su reactividad con 

antígenos no ha sido totalmente estudiado hasta ahora. 

La saliva de individuos ha sido utilizada para probar la presencia de anticuerpos 

contra diferentes organismos, tales como Leptospira (Vinicius-da Silva y col, 

1992) y Streptococcus (Katz, 1993), así corno la presencia de IgA contra HIV 

(Zhang y col, 1992). El uso de la IgA contenida en la saliva de individuos también 

ha sido propuesta para ser usada en métodos de inmunodignóstico de la 

amibiasis, obteniendo resultados con sensibilidades y especificidades altas en 

niños en edad escolar (del Muro y col, 1990), o bien en pacientes con absceso 

hepático amibiano (Kelsall y col, 1994). 

El análisis de antígenos reconocidos por la IgA mediante el uso de técnicas 

inmunoquimicas, es un aspecto que actualmente ha recibido gran atención en la 

respuesta humoral. La presencia de esta inmunoglobulina ha sido detectada en 

diversos fluidos corporales, por lo que se sugiere que juega un papel importante, 

principalmente a nivel de protección como en otras enfermedades 

gastrointestinales (Fubara y Freter, 1973; Gillin y Reiner, 1983), Considerando 

esto ultimo se puede proponer que los antígenos reconocidos por esta 

inmunoglobulina podrían utilizarse en el desarrollo de varias metodologlas de 

diagnóstico aplicadas a la materia fecal, saliva, calostro, etc. 

En un estudio realizado por Berber y colaboradores (1990), reportaron que 

existen antígenos del extracto total de amiba, que son reconocidos ampliamente 

por los anticuerpos del tipo IgA contenidos en sueros y calostro de mujeres en 

puerperio y en sueros de pacientes con absceso hepático. Los componentes de 

81, 53, 49, 40, 38, 35, 32, 29, 27, y 25 KDa de peso molecular, reconocidos en 

ese estudio, también son reconocidos por la saliva de pacientes con amibiasis 
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intestinal utilizados en nuestros ensayos, con una frecuencia de reconocimiento 

más baja. Asimismo Ximénez y colaboradores (1992), detectaron IgA en el suero 

de pacientes con amibiasis intestinal, la cual tiene reactividad con antígenos de 

un extracto total del parásito de manera significativa. La diferencias de la 

reactividad observadas en nuestro estudio con respecto a estos dos trabajos 

puede ser debida a la fuente de anticuerpos utilizada, ya que mientras en los 

primeros usan suero, en este análisis se utilizó la saliva de individuos. Este punto 

parece ser de suma importancia, ya que Rangel y colaboradores (1992), reportan 

que pueden existir antígenos, que pueden llegar a ser reconocidos por la IgA 

contenida en la saliva de pacientes con amibiasis intestinal y no por la del suero 

de estos mismos o de individuos con absceso hepático amibiano. 

Por su parte la proteína de 28 KDa presente en lisados totales de E. histolytica, 

reportada como el principal componente inmunoprecipitado por suero de 

pacientes con amibiasis invasiva, así como de individuos asintomáticos que 

eliminan quistes en la heces (Bhattacharya y col, 1990), puede ser reconocida, en 

el extracto total, en un 58% por la saliva de pacientes y por el 5% de individuos 

sanos. Nuevamente la fuente de anticuerpos es diferente, sin embargo es 

necesario considerar que los anticuerpos séricos de un individuo, el cual ha 

padecido la enfermedad pueden prevalecer por largos periodos a diferencia de 

los anticuerpos secretorios. 

En un estudio llevado a cabo por Linder y colaboradores en 1992, se ha podido 

identificar una proteína de E. histolytica, con un peso molecular de 67 KDa. 

Usando un ensayo de inhibición lograron distinguir reactividad especie especifica 

en suero de pacientes con amibiasis. En la presente investigación este antígeno 

(68 '<Da) fue reconocido por un 52% de los pacientes, mientras que un 7% de 

salivas de individuos sanos reaccionó con esta proteína. Sin embargo, la 

intensidad con que la detectaron los individuos sanos fue tan alta como en 

pacientes. Esto mismo ocurrió con la proteína de superficie de 29 KDa, 
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considerada corno un indicador de patogenicidad en E. histolytica (Flores y col, 

1993), que solo fue reconocida por un 48% de los pacientes, pero el 7% de 

sanos, en este trabajo (30 KDa) estos resultados no descartan que los síntomas 

de amibiasis en por lo menos la mitad de los individuos puedan ser causados por 

cepas no patógenas u otros parásitos (aunque no se encontró indicio de ellos en 

las pruebas parasitoscópicas), o bien la presencia de portadores sanos en la 

población de individuos sanos. 

Con respecto a otros antígenos membranales o de excresión-secresión, también 

se han reportado datos acerca del valor en el diagnóstico de la enfermedad . Por 

su parte Edman y col, 1990, sugirieron un papel muy importante para un 

componente de 125 KDa en la amibiasis invasiva, el cual además es una 

proteína que es reconocida por el suero de pacientes con absceso hepático 

amibiano en un 73 % y al parecer esta involucrado en la protección contra esta 

enfermedad. En este estudio, no se encontró una proteína que fuera reconocida 

por la saliva de pacientes o individuos sanos con peso molecular similar en el 

antígeno de membrana, pero si en el extracto total. Esto puede deberse a que 

pueden existir factores diferentes que condicionen el establecimiento de amibiasis 

intestinal y extraintestinal. Por lo que este antígeno pudiera ser un buen candidato 

para definir esta característica. 

En cuanto a la lectina de 170 KDa, cuyo papel en la adhesión a células blanco ha 

sido bien fundamentado, Zhang y colaboradores en 1992, reportaron que el 90% 

de los pacientes y el 1% de individuos sanos con amibiasis invasiva de un área 

endémica, reconocían este componente. En este estudio el 70% de pacientes 

reconoció esta proteína. En contraste con lo observado por Zhang (1992) donde 

el 25% de la saliva de individuos sanos reaccionó con este componente. 

Nuevamente esto sugiere la posibilidad de contar con portadores sanos en la 

población del grupo control. 
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Un aspecto interesante lo constituyen los componentes de 230 y 208 klia 

presentes en el extracto total y que son reconocidos solo por la saliva de algunos 

individuos sanos, con intensidad de reacción variable, esto hace necesario 

evaluar la importancia que representan los antígenos reconocidos por individuos 

sanos en evitar el establecimiento de la enfermedad, o bien en ser portadores de 

ella. 

Los estudios relacionados con la frecuencia de reconocimiento de proteínas de E. 

histolytica por la saliva de pacientes con amibiasis intestinal, indican que pocos 

son los componentes que alcanzan frecuencias significativas (mayor del 50%), 

cuando son reconocidos exclusivamente por saliva proveniente de individuos con 

la enfermedad y por debajo de este porcentaje por la de aquellos considerados 

como sanos (fig. 10 y 11). 

En este estudio se detectaron anticuerpos específicos de la clase IgA en saliva de 

pacientes con amibiasis intestinal y nuestros resultados sugieren que en el 

diagnóstico de este padecimiento, por lo menos mediante 

inmunoelectrotransferencia utilizando saliva, deben tomarse en consideración 

grupos de antígenos, debido a la heterogeneidad y complejidad de los patrones 

de reconocimiento. En este sentido debemos tomar en cuenta que los antígenos 

membranales son los que se exponen primero a la respuesta inmune del 

hospedero, aunque queda por evaluar si estos son los mejores candidatos para el 

desarrollo de pruebas de diagnóstico corno esta. Esto ultimo puede ser apoyado 

por los resultados obtenidos en el inrnunoplot y en base a esto el análisis 

discriminante, en donde se utilizaron las proteínas de 170, 150, 139, 130, 72, 53 y 

25 KDa, con las que se obtiene un 82.6% de confiabilidad, aunque se descartan 

los portadores sanos. Sin embargo, esto podría evitarse al usar antígenos 

especie-específicos como son el de 29 y 67 KDa. De esta manera se debe 

considerar la relevancia de estos componentes en la respuesta inmune que se 
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induce en esta parasitosis, a fin de desarrollar métodos de diagnóstico más 

sensibles y específicos para este padecimiento. 

Finalmente es necesario hacer hincapié en los diferentes factores que pueden 

influir en los títulos de anticuerpos de la clase IgA en la saliva de individuos como 

son: el almacenaje por largo tiempo antes de su uso en el laboratorio; determinar 

la evolución de la enfermedad que han seguido los pacientes, ya que esto puede 

influir en la prevalencia de anticuerpos y en el patrón de reconocimiento, como lo 

apunta Téllez-Sierra y colaboradores en 1990. Por último es necesario tener 

presente que la edad, así como el flujo de saliva de cada individuo participan en 

los rangos de secreción de IgA ( Kugler y col, 1992). Una vez manteniendo bajo 

control estos aspectos seria posible establecer las estrategias para el desarrollo 

de pruebas de diagnóstico más certero y abundar en el entendimiento de la 

relación-huésped parásito. 
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CONCLUSIONES. 

1. Los extractos total y de membrana de E. histolytica analizados por 

densitometria digitalizada, en el ensayo de inmunoelectrotransferencia, 

presentaron diferencias cualitativas y cuantitativas entre si en función del 

reconocimiento por los anticuerpos de la clase IgA contenidos en la saliva de 

pacientes con la amibiasis intestinal así como de individuos sanos. 

2. El reconocimiento de los anticuerpos presentes en las muestras de las 

salivas de pacientes e individuos sanos hacia los antígenos en los dos extractos 

de E. histolytica fue heterogéneo. Así se observaron cuatro patrones 

característicos en ambas poblaciones de individuos. Estos patrones pueden 

tomarse en cuenta para distinguir un individuo con la enfermedad de uno sano 

mediante estudios en los cuales se establezca la dinámica de la respuesta 

inmune en función de la historia natural de la enfermedad. 

3. El antígeno de 29 KDa puede ser un buen candidato para la detección de 

amibiasis intestinal debido a que la frecuencia con que fue reconocida por las 

muestras de saliva de pacientes es relativamente alta (60 %), mientras que en los 

indivuos sanos fue de 11 %. Existe la posibilidad de hacerlo en conjunto con los 

antígenos de 208 KDa y 230 KDa que fueron reconocido solamente por los 

individuos sanos cuando se utilizó extracto membranal. 

4. Se detectaron seis proteínas del extracto membranal que son 

exclusivamente reconocidas por las muestras saliva de pacientes con una 

frecuencia por entre el 20 y el 60%, con pesos moleculares de 110. 58, 46, 44.5, 

42, 27, 26 y 25 KDa, cuya intensidad de reconocimiento podría aportar datos 

importantes a la evolución de la enfermedad. 

5. Las proteínas reconocidas por la saliva de pacientes, podrían ser usadas 

en el diagnóstico de esta enfermedad de manera combinada. Con la finalidad de 

aumentar la frecuencia de todo un patrón de reconocimiento. 
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6, Se requiere hacer un estudio más amplio sobre la dinámica de la respuesta 

inmune secretoria en lo que se refiere a los anticuerpos de la clase IgA y en 

función de la historia natural de la enfermedad. 

7, Es necesario que la detección de portadores sanos se realice y evalúe 

mediante las técnicas ya mencionadas utilizando las proteínas que no sean 

reconocidas por pacientes con la enfermedad así como con aquellas 

consideradas como marcadores de patogenicidad. 
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