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RESUMEN.

En el presente trabajo se analizaron los perfiles de reconacimiento de las salivas
de pacientes con amibiasis intestinal en contra de antigenos de Entamocba
histolytica. Asimismo eslos palrones se compararon con aquelios que se
presentan cuando se utifizan muestras de saliva de individuos sanos. Los
resultades obtenidos indican que existe una gran heterogeneidad de patrones de
reconocitniento en ambas poblaciones de individuos, Mediante el analisis de
inmunoplot fue posible determinar una serie de bandas proleicas, las cuales
fueron reconocidas en un alto porcentaje, por fas muestras de salivas de
individuos con amibiasis. La aplicacion de un andlisis discriminante a estos
componentes permilieron diferenciar con un 85% de sensibilidad a los pacientes
de individuos sanos, sin embargo este no descarid fa presencia de individuos
asintomaticos en la pablacion sana, ni la posible invasién por cepas nho

patégenas.



INTRODUCCION.

La amibiasis es una enfermedad producida por el protozoario denominado E.
histolytica y es considerada como un problema de salud plblica que ha
estimulado la formacion de diversos grupos de investigacion dedicados al estudio
de este parasito. Esto ultimo ha favorecido la generacion de un conocimiento mas
amplio de los mecanismos de la relacion huésped-parasito. Esta enfermedad es
cosmopolita y se presenta con mayor frecuencia en paises subdesarrollados, en
los que no existen programas de salud enfocados a la educacion higiénica ylo
prevencion de las enfermedades infecto-contagiosas, hecho que a dltimas fechas
ha dado lugar a un aumento considerable de este padecimiento. Este es el caso
de la Repiblica Mexicana en |a 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 consideracion a la
Republica de China (Walsh, 1986), y se ha reportado que anualmente mueren
entre 50,000 y 110,000 pacientes por complicaciones intestinales o
extraintestinales (Martinez-Palomo y col, 1982). Se han logrado avances
considerables en el conocimiento de la biologia de E. histolytica, principalmente
sobre los mecanismos mediante los cuales se presenta la enfermedad (Krogstad
y col, 1978), asi como de |a respuesta inmune del hospedero para eliminar al
parasito 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 at control y/o prevencion de la enfermedad.

El cultivo axénico de este protozoario, desarroilado por Diamond (1961), ha
permitido obtener grandes cantidades del parasito. De esta manera se ha podido
estudiar mas ampliamente a través de ia aplicacion de varios métodos como la
electroforésis e inmunotransferencia, asi como la tecnologia de obtencion de
anticuerpos monoclonales. Esta Gltima ha sido usada principatmente para la

caracterizacion del mosaico antigénico de este protozoario y para e! diagnostico



de la enfermedad mediante el desarrollo de pruebas mas sensibles, especificas y
mas confiables que el examen coproparasitoscopico hasta ahora usado con este
fin. Tal es el caso de las pruebas diagnosticas basadas en la deteccion de
antigenos amibianos en heces, empleando estos reactivos monoclonales (Merino
y col, 1990).

CLASIFICACION TAXONOMICA Y MORFOLOGIA.

Entamoeba histolytica (Zaman-Vigar.1979)
Phylum: Protozoa

Subphylum: Sarcomastigophora
Superclase: Sarcodina

Clase: Rhizopodea

Familia: Entamoebidae

Genero: Enfamoeba

Especie: histolytica.

Durante su ciclo bioldgico, este parasito presenta tres formas que son: trofozoito,
pre-quiste y quiste. El trofozoito, de forma variable es movil e invasivo, y mide
entre 15 y 60 pm de didmetro, se mueve mediante la emision de proyecciones
citopldsmicas llamadas pseuddpodos. Este organismo posee un nlcleo
organizado, con cromatina periférica fina y nucledlo central ; carece de
mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplésimico y lisosomas. Posee un
ectoplasma y endoplasma granular con numerosas vacuolas (Martinez-Palomo,
1987). Su superficie esta constituida por una membrana plasmatica constituida
por proteinas y carbohidratos. En el trofozoito puede diferenciarse una parte
posterior, denominada uroide donde se concentran vesiculas que descargan su
contenido al exterior (Pittman y co!,1973); este estadio del parasito presenta
ademas una gran cantidad de enzimas, con las cuales se ha establecido un
patron de tipo isoenzimatico, que ha servido para clasificar en cepas patogenas y

no patogenas de este organismo (Sargeaunt y col, 1978).



Mas recientemente mediante el uso de técnicas de biologia molecular, en el
campo de la amibiasis, se han reportando diferencias importantes en varios
genes lo cual a llevado ha proponer la exislencia de dos especies, una no
patégena denominada E. dispar y una patogena descrita como E. histolytica
(Diamond y Clark, 1993). Apayando esla idea, se han reportado diferencias en las
secuencias gendmicas especificas, en clonas obtenidas en librerias de cDNA de
ambas amigas (Tannich y Burchard 1991). Por otra parle, otras sondas derivadas
de secuencias repelitivas han sido Utiles para diferenciar entre aislados

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

Cuando las condiciones ambientales en el inteslino grueso se vuelven adversas
para el trofozoito, este se inmoviliza, pierde su material citopldsmico, y adquiere
una forma redonda e inicia la sintesis de una membrana doble y gruesa que
rodea a todo el organismo (pared quistica) Esta pared le confiere proteccion
cuando es expulsado al exterior con la materia fecal. L.a forma considerada como
infectante y de resistencia de E. histolytica se llama quiste mide un promedio de
12 pm de diametro. Dependiendo del estado de madurez presenta de 1 a 4
nacleos (Smith y col, 1979). Su nucleo y citoplasma son iguales al del trofozoito
pero a diferencia, el quiste no invade el tejido y su presencia en heces frescas es
un indicador de la magnitud de la infeccion 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 ingestion de los quistes presentes en el agua o
alimentos contaminados con materia fecal, los cuales en su paso por el eslomago-
resisten la accion de los jugos gastricos 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 trofozoito octanucleado; de este trofozoito se
forman ocho de tipo metaquisticos los cuales que se dividen por fision binaria, se

adhieren a fa mucosa intestinal , se reproducen en forma mas activa, y colonizan
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FIG. 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.



la mucosa intestinal, principalmente a nivel del intestino grueso (Kretschmer
1984). En algunos casos y dependiendo de varios faclores como el nimero de
trofozoltos y sus caracteristicas patogénicas, del transito intestinal, del potencial
de oxido-reduccion, del microambiente, los parasitos pueden emigrar por via
porta e instalarse en diferentes drganos, como el higado, pulmon, cerebro y piel.
Cuando las condiciones del microambiente del intestino varian, el trofozoito se
enquista y posteriormente es expulsado en las heces, completindose de esta
forma el ciclo de vida (Fig. 1). El periodo de incubacion de la enfermedad es de 1
a 5 dias, la sintomatologia se presenta entre 4 dias a 8 dias y raramente de los 6
meses a un ano, con un promedio aproximado de 4 meses (Jalan y Maitra, 1988),
considerandose al hombre como el reservorio mas 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). Colonizacion de! intestino por parte de amibas patogenas.

2). Rompimiento de las barreras de la mucosa intestinal, mediante enzimas y
productos toxicos, involucrando un mecanismo de contacto intimo o adherencia a

la mucosa intestinal.

3). Lisis de las células intestinales con interrupcion de la mucosa, Ulceras

colénicas y destruccion de tejido,
4). Resistencia a los mecanismos de defensa humoral y celular .

5) La invasion a otros organos distantes, especialmente el higado dando a una

serie de alteraciones y complicaciones de otro tipo.



La forma intestinal de tipo asintomatica, se presenta cuando la amiba vive como
comensal, se nutre reproduce y forma quistes, los cuales son expulsados con la
materia fecal. EI comportamiento de la amiba en el hombre es impredecible ya
que mientras ciertos individuos dentro de una poblacion pueden desarrollar
amibiasis invasora, en otros aln cuando estan en contacto con la misma
poblacion 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 amhas especies de amibas.

EPIDEMIOLOGIA.

La propagacion de esta enfermedad esta relacionada con la higiene, el
hacinamiento, la contaminacién del agua y alimentos, educacién higiénica asi
como la eliminacion inadecuada de la materia fecal. Todos estos faclores estan
asociados a las condiciones socioeconémicas de la regidn en estudio (Gutierrez,
y cal, 1976). En estudios realizados en México se observé una mayor incidencia
de portadores de quistes en la periferia de la ciudad, en donde se determiné 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 (Gonzélez-Montesinos y col, 1971), en nifios y en homosexuales

(Arrayave y col 1990).

Se han llevado a cabo estudios de tipo seroepidemialdgico a fin de determinar la
infeccion con E. histolytica. En un estudio realizado en el aiio de 1972 por

Landa y Col (1872), en una poblacién de adultos del Distrito Federal y mediante el



uso de la prueba de cantrainmunaelectroforésis se encontrd una seroprevalencia
de 5 a 6%. En atro estudio en el que se ulilizo el suera de 776 nifios de ta ciudad
de México se reportd una serapositividad de 3.9% (Gutierrez y col 1974) y en el
de adullos de un 6.6% (Crevenna, 1977).

En 1974 se hizo una encuesta seraepidemioldgica con sueros de 19,442
individuos representativas de 46 regiones de fa Republica Mexicana,
encontrandase un pramedio de serapasifividad de 5.95% (Gutiérrez, 1986). En
un trabajo reciente realizado par Caballero y cal (1994), se analizaran por
hemaglutinacion indirecta 70,000 sueros, resultando una seroprevalencia del
8.41%. Estos hallazgos demuestran el cardcter endémica de la amibiasis
intestinal, sin embarga, gracias a los métodos de diagnastico y tratamiento, se ha
observada que el abscesa hepatico amibiano (AHA) en aduttos, ha disminuido del
2% al0.2% y en nifios de 26.9 a 1.1% entre 1976 y 1985 (Gutiérrez y col, 1986).

DIAGNOSTICO.

E! diagnastico de [a amibiasis se fundamenta en la identificacion de quisies y
trofozoitas de amibas en las muestras de heces. La deteccidn de anticuerpos
anfi-amiba en muestras de suero, ha sido de ayuda diagnéstica sabre todo en el
caso de absceso hepatica amibiano. Para [a deteccian de estos anficuerpos se
han  utiizado  técnicas como;  Hemaglutinacion. indirecta  (HAI)
contrainmunoelectroforésis y ELISA (del inglés enzymed linked-imunosorbent
assay). También se han detectado mediante el usa de anticuerpas manaclonales
antigenos amibianos en heces. Mas recientemente las técnicas de Biologia
Molecular como el PCR estan siendo empleadas en e} diagnostica de fa
amibiasis, usandao sondas especificas derivadas de amibas con zimodemas

marcadares de patogenicidad (Tachibana y cal 1991),
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INMUNIDAD.

El establecimiento de la enfermedad involucra diferentes faclores tanto del
hospedero como 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 propias que utiliza para atacar la mucosa
intestinal considerada como la ptimera barrera de defensa contta el parasito. Al
ocurrir esta serie de eventos, entran en juego por parte del hospedero una serie
mecanismos humorales y celulares que son relevantes en fa resistencia a la

infeccion.

fnmunidad Celular.

El papel de la inmunidad mediada par células en E. histolytica ha sido estudiada
en humanos y en animales de experimentacion. El estudio de las fases
tempranas de la enfermedad revelan que el primer fendmeno que se presenta es
una reaccion inflamatoria aguda rica en leucocitos, con una posterior
predominancia de mononucleares; esta reaccion puede verse enmascarada por la
destruccion del tejido inflamatorio por parte de la amiba (Kretschmer y col, 1990),
En los estadios tempranos. el fendmeno de inflamacion puede degenerar a la
ulceracion y como consecuencia necrosis del tejido, con infiltracion de neutréfilos
por debajo de la lamina propia, y la presencia de pequenas zonas en las cuales
se pierde la continuidad de la mucosa (Harries, 1982). La reaccion inflamatoria se
acentia debido a la presencia de células cebadas y mononucleares, y la
infiltracién de fluido tisular (Miller, 1980). Los macrofagos presentes en este
proceso, al parecer se distribuyen en la periferia de la lesion, fagocitando restos
celulares y al interactuar con la amiba son destruidos, dando lugar a una severa
lisis de las células inflamatorias. Este fenémeno ha sido ampliamente observado y
descrito en fa formacién de abscesos con destruccion del tejido hepético.
(Tsutsumi y col, 1984). Sin embargo, fa amiba no es destruida y continua con su
actividad  invasiva, y para lograrlo inhibe el estallido respiratorio de los

macrofagos (Arbo y col 1990), suprimiendo, con ello la respuesta inmunitaria

"



mediada por células (Salata y col,1990). Ademas se altera la respuesta
proliferativa de linfocitos CD4y CDB a los antigenos del parasito. Asimismo, se
ha reportado efecto de algunas proteinas amibianas localizadas en la superficie
del parasito o bien secretadas por este, que han sido consideradas como las
responsables de la disfuncion inmunitaria (Denis y Chadee 1988). Sin embargo y
en forma contradictoria, se han realizado experimentos en los que se han
inmunizado animales de experimentacion con proleinas lotales del parasito,
observandose cierto grado de proteccion cuando los animales son desafiados
intrahepaticamente con trofozoitos virulentos de E. histolytica. Por otro lado, se
ha observado in vitro, 1a lisis del parasito cuando interacciona con finfocitos
provenientes de pacientes que se han recuperado de un absceso hepatico
amibiano. Estas observaciones han permitido establecer la imporancia 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
fenomeno de la adherencia, colonizacion y en ciertos casos la penetracion de las
amibas virulentas a 1a mucosa intestinal su migracion a otros érganos con la
subsecuente produccion de anticuerpos a este nivel (Trissl, 1982 ). No se ha
establecido con certeza el tiempo que transcurre entre la infeccidn con la E.
histolytica y la aparicién de una respuesta local de anticuerpos. Se ha observado
la presencia de coproanticuerpos de la clase IgA e 1gG en el 80 % de los
pacientes con disenteria amibiana (Martinez-Cairo y col, 1979), cuyos ttulos
disminuyen después de 3 semanas hasta un 55%; por otra parte, se ha
determinado que los anticuerpos séricos se incrementan significativamente, sin
embargo, los titulos no correlacionan con la severidad de la enfermedad. Eslo se
ha observado de igual manera en individuos con antecedentes de absceso
hepatico amibiano, donde los titulos de anticuerpos permanecen elevados por un

12



largo periodo ain después de curado el padecimiento (Knobloch y Mannweiler,
1983). Este fendmeno se ha tratado de explicar por la persistencia de antigeno
amibiano secuestrado en el sistema reticuloendotelial y por la presencia de las
inmunoglobulinas gue se encuentran en mayor proporcion en la amibiasis
invasora. Estas ultimas de la clase IgM que se presenta en un contacto inicial con
el parasito, 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 estimulacion local a nivel del intestino; ademas se han reportado
anlicuerpos seéricos de esta clase de inmunoglobulina en individuos que cursan
con una amibiasis intestinal (O'Shea-Alvarez y Treviilo, 1985). Esle tipo de
respuesta ha sido utilizado para la caraclerizacion de la inmunidad inducida por
los antigenos amibianos, con dos aplicaciones practicas; en estudios de tipo

seroepidemioldgico de la infeccion, y otra en el diagnéstico 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 diagnostico de la enfermedad, a través de la
deteccién 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 pequerio porcentaje de la poblacion sin evidencia
clinica. Por otra parte en portadores asintomaticos 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 secreciéon de
IgA, puede influir en la inmunidad a nivel local contra E. histolytica. Esta
inmunoglobutina inhibe la absorcion de antigenos y cumple una funcién local en

la defensa contra entercbacterias particularmente Vibrium cholerae, asi como

13



virus y antigenos alimentarios (Bienenstock y Befus 1985). La aglutinacion de
bacterias y otros antigenos extrafios por la IgA impide su adherencia a céfulas
épiteliales inhibiendo con ello la colonizacion de la mucosa. También puede
retener al microorganismo en la capa de moco, evitando con ello su movilidad asi
camo la penelracion a las capas mas profundas del intestina (Tse y Chadee,
1991).

En términos generales, el papel de la {gA en la proteccion no ha quedado
debidamente esclarecido, sin embargo, diversos estudios 1t vitra han demostrado
que la IgA anti-amibiana presente en la saliva de pacientes con amibiasis
intestinal inhibe ta adherencia de trofozaitos a células MDCK en mas de un 20%
en promedio, mientras que fa no especifica lo hace por abajo del {3% (Carrero y
col 1994).

La saliva de individuos ha sido ulilizada para probar la presencia de anticuerpos
contra diferentes organismos (Vinicius-da Silva y col, 1992; Katz, 1993), asi como
la presencia de {gA 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
inmunodignadstico de fa amibiasis, obteniendo resultados con sensibilidades y
especificidades altas en nifios en edad escolar (del Muro y col, 1990), o bien en

pacientes con absceso hepatico amibiano (Ketsall y col, 1994).

Por fo anterior y tomando en cuenta fa posible importancia de fos anticuerpos de
fa clase tgA anti-amiba como probables agentes protectores de ta amibiasis
intestinal es necesario evaluar fa respuesta inmune de tipo secreloria que se
induce hacia los componentes inmunogénicos de la amiba en pacientes con
amibiasis infestinal y en forma comparativa con fa de individuos sanos de algunas

zonhas consideradas como endémicas.

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

conocimientos acerca de los antigenos de E. histofytica, que son reconocidos
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por fos anticuerpos conlenidos en las muestras de saliva de individuos con
amibaisis intestinal. De esta manera se podria contribuir a un mejor entendimiento
de la respuesta inmune generada durante la infeccion con este parasito.
Asimismo seria pasible proponer el desarrallo de métodos de diagnastico mas

especificos y sensibles para la deteccion de la amibiasis intestinal.



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: B

1. Caraclerizar el perfil proteico de extractos totales y membranales de E.
histolytica.

2. ldentificar los antigenos de E. histolytica mas relevantes en los exlractos
totales y membranales, que son reconocidos por las muestras de salivas de
pacientes.

3. Analizar 1a frecuencia de reactividad de anticuepos presentes en las
muestras de salivas de pacientes con amibiasis intestinal y la de individuos

sanos, contra antigenos totales y membranales de E. histolytica.
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MATERIAL Y METODQS.

Parasitos y antigenos,
Los parasitos se obtuvieron a partir de cultivos axénicos de E. histolytica de la
cepa HMIIMSS en medio TYI-5-33 con 15% de suero hovino de acuerdo al

procedimiento de Diamond, 1961.

Antigeno Total.

Para la preparacion de extracto fotal de amiba, los trofozoilos de E. histolytica,
se colectaron de las botellas de cultivo a las 72 h, por enfriamiento de éstas en un
bafio de hielo por 10 min y mediante centrifugacién a 100 xg por 10 min.
Enseguida se lavaron con amortiguador fosfato salino (PBS) tres veces. i
sedimento final se resuspendid en amortiguador glicina-HClI pH 2 y se sometio a §
ciclos de congelacion y descongelacion; finalmente se almacend a -70 © hasta

ser utilizado.

Antigeno Membranal,

El antigeno de membrana se obtuvo por el método de Thomas (1980), En este
caso, las amibas se lavaron como se describio anteriormente se resuspendieron
en 50 voldmenes 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 tefldn aplicando 120 golpes. A
continuacion se centrifugaron a 200 x g por 10 min, se colectd el sobrenadante y
se centrifugd a 8,000 x g por 1 hr a 4° C; el precipitado se resuspendid en
glicina-HCl pH 2 y se almacen¢ a -70° C, hasta su utilizacién. La cuantificacion

proteica de los extractos se realiz6 por el método de Lowry y col {1951).

Obtencion de Salivas.

L.as muestras de saliva se colectaron de 48 pacientes de dos localidades, 25 del
Distrito - Federal proporcionadas por el 'Dr. Edmundo Godlnez del Servicio de
Gastroenterologia det Hospital Genera! de México y obtenidas de individuos con
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diaghdstico de amibiasis intestinal confirmadas por rectosigmoscopia, y examen
coproparasitoscapico; 23 muestras fueron enviadas de la ciudad de Puebla, para
su esludio debido a que estos individuos presentaban sintomas clinicos
caracteristicos de amibiasis. A todas las muestras de saliva se les determing la
presencia de anticuerpos anti-amiba por el ensayo de ELISA (Valler y col, 1978).
Los individuos sanos se seleccionaron al azar de aquellos que no presentaban
ninguna manifestacion clinica y con resultados negativos por examen
coproparasitoscopico. Las muestras de saliva se centrifugaron 30 mina 300x g vy

el sobrenadante se almacen6 a -20° G, hasta ser utilizado.

Electroforésis.

Los antigenos 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 concentracion de 100 pg por
gel preparativo en solucion de muestra, usando como agente reductor 2-
mercaptoetanol al 6 %, se hirvieron por 3 minutos en bafio 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 llegd
a 0.5 cm del final del gel. Se cortd una pequedia parte del gel y se tiiid con azul
de Coomasie y el resto se transfirid a papel de nitrocelulosa para el ensayo de

inmunolectrotransferencia.

Inmunoelectrotranferencia.

Los geles preparativos conteniendo las proteinas de E. histolytica 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 amottiguador de transferencia, durante 1 hr. La transferencia se
realizé durante 1 hr 24 V, en la misia solucion. A continuacion y para comprobar

que la transferencia se habia realizado en dptimas condiciones, se cortd una tira
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de papel de nitrocelulosa y se sumergio en una solucion acuosa de negra de
amido al 0.001% en metanol al 10% , acido acético al 5%. Posteriormente se
eliming el exceso de colorante mediante lavados con agua desionizada. El resto
del pape! se bloqued con una solucion de PBS-tween 20 + 0.3%, albumina sérica
bovina 1.5%, toda la noche a 4° C. Una vez blogueado el papel se lavo cuatro
veces 10 min cada vez con PBS-Tween 0.3% (AT) y se coutd 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 adiciond anti-tgA humana
(contra cadena alfa), preparada en cabra y acoplado a la enzima peroxidasa,
incubandose 6 hotas a temperatura ambiente. El desarrollo de color se obtuvo
lavando las tiras como se menciond anteriormente y colocando la solucion

reveladora de orto-tloro naftol 0.05%.

Analisis digital.

Con fin de estandarizar el tamano de todas las tiras y obtener un patron de
reconocinmiento, las bandas obtenidas en la inmunoelectrotransferencia fueron
digitalizadas y analizadas individualimente, mediante el programa computarizado
AMBIS. En ef caso de bandas muy cercanas (0.5 mm en {a tira original) se tomé a
las dos como una sola; con la finalidad de simplificar el analisis de {os patrones de
reconocimiento. Con tales patrones, se hizo una cuantificacién a nivel individuat
de cada una de las bandas reconocidas, utilizando este programa. A partir de los
datos obtenidos se realizd un analisis discriminante utilizando las bandas

reconocidas con mayor frecuencia.

inmunoplot.

El inmunoplot (Larralde y col 1989), representa la frecuencia con la cual cada
fraccion antigénica de E. histolytica, reacciona con las muesiras de saliva de
individuos infectados. A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de

inmunoelactrotransferancia, los datos se grafican contra la frecuencia con la cual
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la misma fraccion antigénica reacciona con muestras de saliva de individuos
sanos. El valor de la frecuencia para cada banda se obtuvo, tomando como
referencia un patron debidamente estandarizado y que presentaba la mayorta de
las bandas antigénicas reconocidas y ordenadas en funcion de su peso molecutar
(PM).

Analisis discriminante.

Para el analisis discriminante, se seleccionaron 6 antigenos, cuya frecuencia de
reconocimiento por los pacientes con amibiasis intestinal, era mayor del 50%.
Estos antigenos fueron seleccionados del inmunoplot y analizados a través de un
estudio de regresion logistica para buscar antigenos discriminantes de pacientes
con amibiasis inestinal utilizando el programa BMDP stadistical software
(Krzamosofki 1990).
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RESULTADOS.

Electroforésis 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 extraclos, se obsewaron diferencias en cuanto al nimero de
componentes y la canlidad 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 utilizoé el programa AMBIS se delectaron 34
proteinas en el exiracto total y 33 en el membranal (Fig. 3). A partir de estos

datos se realizd el andlisis de inmunoplot.

Inmunoelectrotransferencia de los extractos de E. histolytica.

Al hacer la comparacion de la reactividad de las muestras de salivas de las
diferentes poblaciones estudiadas, se observaron diferencias cuantitativas eén su
reconocimiento. Las salivas provenientes de individuos originarios de la ciudad
de Puebla, reconocieron los mismos antigenos que las de los pacientes del
Distrito Federal, sin embargo, éstos Gltimos lo hicieron con intensidades menores,
variando con esto la proporcion de salivas que reconocian un antigeno
determinado (Fig. 4 y 5). Es necesario mencionar que el tiempo de
almacenamiento en congelacién de las muestras, fue diferente, siendo menor en
las de Puebla. Debido a que en ambas poblaciones se encontraron los mismos
antigenos reconaocidos, el analisis general se realizd sobre los resultados
obtenidos en esta ultima localidad (Puebla, Pue.).
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FIG. 2. Andlisis 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 realizd durante 12 horas a 60 volts. |_os
pesos moleculares de las proteinas utilizadas como marcadores se muestran en
KDa a la izquierda de fa figura.
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FIG. 3. Patrones globales de reconocimiento de los antigenos de
Entamoeba histolytica, obtenidos medianle el programa de analisis digital
AMBIS. El patron de reconocimiento de bandas (izquierda), se elaboro
tomando en cuenta el mayor nimero de bandas reconocidas por la saliva de
todos los individuos analizados en esle estudio. La grafica (derecha de cada
patron), muestra el andlisis densitométrico de cada componente.
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ANALISIS DEL EXTRACTO TOTAL.

£n 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
asi como de individuos normales, se hizo necesaria la caracterizacion de 4
diferentes patrones de reconocimiento al utilizar el extracto completo de amibas

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

Patron 1, reconocimiento intenso de componentes que van de los 14 a los 260
KDa.

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

un reconocimiento tenue en aquellas proteinas de menor peso molecular.
Patron 3. Un reconocimiento tenue a lo largo del papel de nitrocelulosa.
Patron 4. Sin reactividad.

ANALISIS DEL EXTRACTO MEMBRANAL.

Cuando se analizd la reactividad de las salivas de pacientes con ef extracto
membranal también se observaron diferencias en el patrén de reconocimiento
(Fig. 5), por lo que, de igual forma se definieron como sigue:

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

Patrén 2, Reconocimiento intenso de fas proteinas de aproximadamente 42 y 47
KDa de peso molecular, y uno de forma tenue de diversos componentes a lo largo

del papel de nitrocelulosa.

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

componentes de mayor peso molecular.

Patrén 4. Sin reactividad.
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Antigeno Total

Pacientes i & Contrales

FIG. 4. Patrén de reconocimiento de antigenos de E. histalytica (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 incubd con la
muestra de saliva de pacientes e individuos sanos. Posteriormente se ttilizo un
anticuerpo anti-IgA humana realizado en cabra acoplado a peroxidasa y se revelé
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. Patron de reconocimiento de antigenos de E. histolytica (extracto
membranal) 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
incubd con la muestra de saliva de pacientes e individuos sanos. Posteriormente
se utilizé un anticuerpo anti-lgA humana realizado en cabra acoplado a
peroxidasa y se reveld con o-cloronaftal. El peso molecular de las proteinas

utitizadas como marcador se¢ muestran en KDa a la izquierda de fa figura
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Antigenos totales

Cantoroles “ Pacientes

PM Frecuencia Irtensidad]  FFrecuencia Intensidad
230 26.67% 440.5 0.00% 00
208 6.67% 439.0 0.00%% 0.0
171 20.00% 3137 13.04% 2143
156 26.67% 1420 21.74% 764 Q
135 60.00% 1449.4 47.83% 562.7
123 26,67% 491.0 $60.87% 12260
110 0.00% 00 39.13% 8736
69 53.33% 5001 43 48% 6292
38 46.67% 2267 69.57% G371
81 13.33% 118.0 43.48%% 816.9
74 6.67% 110 47.83% au2.7
68 13.33% 1351.0 S2.17% 1007.0
62 13.33% 454.0 56.52% 563.4
53 0.00% 0.0 30.43% 769.0
56 33.33% 760.2 26.08% 262.8
54 33.23% 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 6.67% 461.0 47.83% 813.5
38 6.67% 172.0 34.78% 441.6
35 6.67% 356.0 26.09% 335.2
34 13.33% 110.0 30.43% 288.6
32 20.00% 479.0 8.70% 3400
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 26.08% 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
antigenos totales de E. histolytica por muestras de saliva de pacientes e
individuos sanos.
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Antigenos de membrana

Contoroles Pacientey

PM Frecuencia Intensidad Frecuencia Intensidad
265 0.00% 0.0 0.00% 0.0
225 0.00% 0.0 8.70% 2570
200 0.00%; 0.0 0.00% 0.0
170 28.57% 1078.8 69 57% 2486.6
1580 28.57% 98.5 69.57% 16931
139 0.00% 0.0 82.17% 1297.7
130 7145 163.0 34.78% 559.8
17 14.29% 2445 34.78% 4858
107 14.26% 606.5 52.17% 4454
96 35.71%% 804.2 73.91% G396
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% 6252
54 35.71% 587.2 26.09% 12155
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% 2150
38.5 28.57% 2358 47.83% 547.8
37 §0,00% 1175.9 73.91% 645.2
34 50.00% 761.6 69.57% 941.6
33 28.57% 549.0 82.17% 3008
30 21.43% 647.0 60.87% 5441
28 21.43% 500.7 30.43% 3369
26 14.29% 624.5 47.83% 315.8
25 7.14% 47.0 65.22% 5441
23 35.71% 245.2 13.04% 471.7
22 0.00% 0.0 4,35% 30,0
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TABLA NO. 2, Datos de frecuencia (%) e intensidad (D.0.), obtenidos a
partir de las imagenes digitalizadas de los patrones de reconocimiento de
antigenos membranales de E. histolytica por muestras de saliva de
pacientes e individuos sanos.



Analisis 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 tnicamente por la saliva de pacientes
y no porlas del grupo control. Estas comprendieron las proteinas de 110, 58, 46,
445, 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. 6B y 7B).

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 proteinas 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 Glimos, siendo superado en
este aspecto solo por el antigeno de 135 KDa (Fig. 6A), mientras que la proteina
de 123 KDa presentd una frecuencia de 60 % en la muestra de pacientes y 23 %
en sanos, pero una intensidad tres veces mayor en pacientes (Fig. 6B ).

Por 1o que se refiere a las proteinas 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 reconocid el componente de 230 KDa,
no presentandose ninguna reactividad con la saliva de los pacientes analizados

en este estudio (Fig. 6A).

Analisis de inmunoplot, Empleando extracto membranal de E. histolytica,

Por lo que se refiere al reconocimiento de las salivas cuando se utilizo el extracto
membranal, se observaron seis profeinas reconocidas exclusivamente por las de
los individuos enfermos, estas profeinas 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 ef analisis con el
extracto total, las salivas de {os individuos sanos no presentaron exclusividad en

el reconocimiento de algun componente.

Ast mismo otras proteinas fueron reconocidas por los anticuerpos contenidos en
la saliva de pacientes. Las frecuencias observadas en estos estuvieron por arriba
del 50 % y por log individuos sanos por debajo del 25% y corresponden a las de:
170, 150, 107, 53, 46, 43, 30 y 25 KDa (Fig. 8A), con intensidades variables,
siendo la mas acentuada la que corresponde a 170 KDa y en forma mucho mas
significativa el antigeno de 150 KDa ya que liene una baja intensidad de
reconocimiento en la saliva de individuos sanos (fig. No. 8B).

Por lo anterior podemos establecer la presencia un patron de reconocimiento por
la saliva de pacientes con amibiasis infestinal el cual estd constituido por las
profeinas de 170, 150, 139, 107, 72 y 25 KDa con una frecuencia superior al
65% y los mismos componenies en individuos sanos resultd ser menor del 26 %
(fig. BA).

Por otro fado y de acuerdo a los resultados del andlisis discriminante en el que se
utilizaron los 7 antigenos anteriores, se obtuve un 82% de confiabilidad al agrupar
a los individuos enfermos, descartando ta infeccién en el 100% de individuos

sanos (Tabla No. 2). Por el contrario al usar los antigenos del extracto total con
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estas mismas caracteristicas de reconocimiento (110, 74, 68, 58, 46, 42, 25), solo
se alcanzo un 69.56 %. (Tabla No. 3).
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FIG. 6. Inmunoplot de la frecuencia (A) y la intensidad (B) de reconocimiento
de antigenos de Enfamoeba histolytica (extracto total) por muestras de
saliva de enfermos de la ciudad de Puebla contra individuos sanos. La
grafica de los punlos se realizd a pardir de los dalos obtenidos por e
programa digital compularizado AMBIS.
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FIG. 7. Inmunoplot de la frecuencia (A) y la intensidad (B) de reconocimiento
de antigenos de Entamaoeba histolytica (extracto total) por muestras de
saliva de enfermos de la ciudad del Distritio Federal contra individuos sanos.
La grafica de los puntos se realizo a parlit delos datos- obtenidos por- ef
programa digital computarizado AMBIS.
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de antigenos de Entamoeba histolytica (extracto membranal) por muestras
de saliva de enfermos de la cludad del Distito Federal conira individuos
sanos. La grafica de los puntos se realizo a partir de los dalos oblenidos por
el programa digital computarizado AMBIS.
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TABLA 3. Analisis discriminante utilizando fos antigenos del

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

Controles 15 15 6 v
100% 100% 0%
Pacientes’ | . 48 19 29
‘ 100% 39.68% 60.42%
23 7 16
Puchla” 100% 30.43% 69.56%

Valores obtenidos:
Usando ef reconocimiento de fa pohlacion total de individuos.
**Usando el reconocimiento de los individuos de Puebla tinicamente.

TABLA 4. Andlisis discriminante ulilizando los antigenos del
extracto membranal de E. histolytica (170, 150, 139, 130,
72,53 y 25 KDa).

Controles .14 14 0
100% 100% 0%

82.60%

100% 17.39%

Valores obtenidos:
Usando el reconocimiento de la poblacion total de individuos.

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



DISCUSION.

El andlisis y la caracterizacion de compconentes antigénicos de E. hisfolytica es
necesario para el entendimiento de la relacion huésped-parasito en la amibiasis.
De la misma manera esto permitiria analizar la respuesta inmune que inducen ,
asi como el uso de eslos componentes en el desanrollo de métodos de
diagndstico y profilaxis de la enfermedad y su potencial importancia en estudios

de Biologia, Bioquimica y Biologia Molecular de este protozoario.

LLos patrones electroforéticos de las proteinas 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 ntimero de componentes que fue 42 en
caso del extracto total y 40 para el membranal, asi como discrepancias en el
rango de peso molecular que esluvo entre 10 y 270 y entre 10 y 230
respectivamente.  Aley (1980), reportd la presencia de 18 bandas conlenidas
entre 18 y 176 KDa de peso molecular en un preparado antigénico de membrana
plasmatica, estos datos coinciden en parte con los reportados por De la Torre
(1991), quién detecta 21 proteinas dentro del mismo rango de pesos moleculares.
En otro estudio realizado en el aiio de 1993 por Das y colaboradores (1982), el
nimero fue de aproximadamente 28 bandas proteicas entre 20 y 210 KDa, pero
utilizando un extracto de antigenos solubles. Asimismo Ximénez y col (1993),
observaron 53 proteinas 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 numero y
pesos moleculares de las proteinas de E. histofytica, son debidas posiblemente
a las distinlas metodologias usadas para su extraccion, como son: el uso de
trofozoitos completos, obtencién de extractos crudos producidos a través de
alternar ciclos de congelacién y descongelacion, sonicacién o en otros casos
mediante un proceso de homogeneizacién. Sin ernbargo una cosa en comun que
se observa en la extraccién de los antigenos amibianos es la proteolisis de

componentes en relacion directa con el tiempo de alimacenamiento.
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En nuestro caso el método para la obtencion tanto del extracto total como
membranal, usando el chogue dcido durante la homogeneizacion, nos permitio
obtener patrones electroforéticos conservados a lo largo del tiempo (6 meses
inclusive). Por lo que no fue necesario usar inhibidores de proteasas para la

preparacion de antigeno.

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 de! parasito. En esle aspecto, la respuesta inmune de tipo humaora
contra antigenos durante la infeccion con E. histolytica ha sido bien
documentada a través de diversos reportes, basados en la actividad de los
anticuerpos séricos de individuos con absceso hepatico y amibiasis intestinal (Kim
y Finkelstein 1978; Knobloch y Mannweller, 1943).

En varios estudios ha sido posible medir anticuerpos séricos del tipo IgA en
individuos con amibiasis intestinal y se ha podido comprobar los titulos altos de
esta inmunoglobulina (Campos-Rodriguez y col, 1986), asi como su presencia en
el suero de pacientes con absceso hepatico amibiano, donde es posible tener
titulos en correlacidn directa con anticuerpos de la clase 1gG (Shetty y col, 1990).
Por otra parte la caracterizacion de los antigenos identificados por la IgA
mediante el uso de técnicas inmunoquimicas reviste gran interés, ya que es un
aspecto que actualmente ha recibido gran atencion en fa 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
proteccion contra diversas enfermedades gastrointestinales (Fubara y Freter,
1973; Gillin y Reiner, 1983), asi como para el desarrollo de varias metodologlas
de diagnostico aplicadas a la materia fecal, saliva, calostro, efc.

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

individuos con amibisis intestinal y se ha podido comprobar los titulos altos de
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esta inmunoglobulina (Campos-Radriguez y col, 1986), asi como su presencia en
el suero de pacientes con absceso hepatico amibiano, donde es posible tener
titulos en correlacion directa con anticuerpos de la clase 1gG (Shetty y col, 1990).
Sin embargo su papel en ¢l establecimiento de la amibiasis y su reactividad con

antigenos no ha sido totalimente 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 Streptocaoccus (Katz, 1993), asi como la presencia de IgA contra HIV
(Zhang y col, 1992). El uso de la lgA contenida en la saliva de individuos tambien
ha sido propuesta para ser usada en métodos de inmunodignostico de la
amibiasis, obteniendo resultados con sensibilidades y especificidades altas en
nifios en edad escolar (del Muro y col, '1990), o bien en pacientes con absceso

hepatico amibiano (Kelsall y col, 1994).

El anélisis de antigenos reconocidos por la lgA mediante el uso de técnicas
inmunoquimicas, es un aspecto que actualmente ha recibido gran atencion en la
respuesta humoral. La presencia de esta inmunoglobulina ha sido detectada en
diversos fluidos corporales, por lo que se sugiere que juega un pape! importante,
principaimente  a nivel de proteccion como en otras enfermedades
gastrointestinales (Fubara y Freter, 1973; Gillin y Reiner, 1983), Considerando
esto ultimo se puede proponer que los antigenos reconocidos por esta
inmunoglobulina podrian utilizarse en el desarrollo de varias metodologias de

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

En un estudio realizado por Berber y colaboradores (1990), reporiaron que
existen antigenos 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 hepatico. Los componentes de
81, 63, 49, 40, 38, 35, 32, 29, 27, y 25 KDa de peso inolecular, 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
mas baja. Asimismo Ximénez y colaboradores (1992), detectaron IgA en el suero
de pacientes con amibiasis intestinal, la cual tiene reactividad con antigenos de
un extracto total del parasito de manera significaliva. La diferencias de la
reactividad observadas en nuestro estudio con respecto a estos dos trabajos
puede ser debida a la fuenle de anticuerpos utilizada, ya que mientras en los
primeros usan suero, en este analisis se utilizd la saliva de individuos. zste punto
parece ser de suma importancia, ya que Rangel y colaboradores (1992), reportan
que pueden existir antigenos, que pueden llegar a ser reconocidos por la 1gA
contenida en la saliva de pacientes con amibiasis intestinal y no por la del suero

de estos mismos o de individuos con absceso hepatico amibiano.

Por su parte [a proteina de 28 KDa presente en lisados totales de E. histolytica,
reportada como ei principal componente inmunoprecipitade por suero de
pacientes con amibiasis invasiva, asi como de individuos asintomaticos 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 proteina de E. histolytica, con un peso molecular de 67 KDa.
Usando un ensayo de inhibicion lograron distinguir reactividad especie especifica
en suero de pacientes con amibiasis. En la presente investigacion este antigeno
(68 KDa) fue reconocido por un 52% de los pacientes, mientras que un 7% de
salivas de individuos sanos reacciond con esta proteina. Sin embargo, la
intensidad con que la detectaron los individuos sanos fue tan alta como en

pacientes. Esto mismo ocurrié con la proteina de superficie de 29 KDa,
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considerada como 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 sintomas
de amibiasis en por lo menos la mitad de los individuos puedan ser causados por
cepas no patogenas u olros parasitos (aunque no se encontro indicio de ellos en
las pruebas parasitoscopicas), o bien la presencia de portadores sanos en la

poblacién de individuos sanos.

Con respecto a otros antigenos membranales o de excresion-secresion, también
se han reportado datos acerca del valor en el diagndstico de la enfermedad . Por
su parte Edman y col, 1990, sugirieron un papel muy imporlante para un
componente de 125 KDa en la amibiasis invasiva, el cual ademas es una
proteina que es reconocida por el suero de pacientes con absceso hepatico
amibiano en un 73 % vy al parecer esta involucrado en la proteccion contra esta
enfermedad. En este estudio, no se encontré una protelna que fuera reconocida
por la saliva de pacientes o individuos sanos con peso molecular similar en el
antigeno de membrana, pero si en el extracto total. Esto puede deberse a que
pueden existir factores diferentes que condigionen el establecimiento de amibiasis
intestinal y extraintestinal. Por lo que este antigeno pudiera ser un buen candidato

para definir esta caracteristica.

En cuanto a fa lectina de 170 KDa, cuyo papel en |a adhesién 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 drea
endémica, reconocian este componente, En este estudio el 70% de pacientes
reconocié esta proteina. En contraste con lo observado por Zhang (1992) donde
el 25% de la saliva de individuos sanos reacciond con este componente.
Nuevamente esto sugiere la posibilidad de contar con portadores sanos en la

poblacion del grupo control.
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Un aspecto interesante lo constituyen los componentes de 230 y 208 KDa
presentes en el extraclo total y que son reconocidos solo por la saliva de algunos
individuos sanos, con intensidad de reiccion variable, esto hace necesario
evaluar la importancia que representan los antigenos 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 proteinas 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. 10y 11).

En este estudio se detectaron anticuerpos especificos de la clase IgA en saliva de
pacientes con amibiasis intestinal y nuestros resultados sugieren que en el
diagnoéstico de  este  padecimiento, por lo menos  mediante
inmunoelectrotransferencia utilizando saliva, deben tomarse en consideracion
grupos de antigenos, debido a la heterogeneidad y complejidad de los patrones
de reconocimiento. En este sentido debemos tomar en cuenta que los antigenos
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 diagndstico como esta. Esto uitimo puede ser apoyado
por los resultados obtenidos en el inmunoplot y en base a esto el analisis
discriminante, en donde se utilizaron ias proteinas de 170, 150, 139, 130,72, 53 y
25 KDa, con las que se obtiene un 82.6% de confiabilidad, aunque se descarian
los portadores sanos. Sin embargo, esto podria evitarse ai usar antigenos
especie-especificos 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 desarollar métodos de diagnastico mas

sensibles y especificos para este padecimiento.

Finalmente es necesario hacer hincapié en los diferentes factores que pueden
influir en los titulos de anticuerpos de Ia clase IgA en la saliva de individuos como
son: el almacenaje por largo tiempo antes de su uso en el laboratorio; determinar
la evolucion de la enfermedad que han seguido los pacientes, ya que esto puede
influir en la prevalencia de anticuerpos y en el patron de reconocimiento, como lo
apunta Téllez-Sierra y colaboradores en 1990. Por Gltimo es necesario tener
presente que la edad, asi como el flujo de saliva de cada individua paiticipan en
los rangos de secrecion de IgA ( Kugler y col, 1992). Una vez manteniendo bajo
control estos aspectos seria posible establecer las estrategias para el desarrollo
de pruebas de diagndstico mas certero y abundar en el entendimiento de la

relacion-huésped parasito.
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CONCLUSIONES.

1. Los extractos tolal y de membrana de E. histolytica analizados por
densitometria  digitalizada, en el ensayo de inmunoelectrotransferencia,
presentaron diferencias cualitativas y cuantitativas enlre si en funcion del
reconocimiento por los anticuerpos de la clase IgA contenidos en la saliva de

pacientes con la amibiasis intestinal asi como de individuos sanos.

2. El reconocimiento de los anticuerpos presentes en las muestras de las
salivas de pacientes e individuos sanos hacia los antigenos en los dos extractos
de E. histolytica fue heterogéneo. Asi se ohservaron cuatro patrones
caracteristicos 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 dinamica de la respuesta

inmune en funcion de [a historia natural de la enfermedad.

3. El antigeno de 29 KDa puede ser un buen candidato para la deteccion de
amibiasis intestinal dehido 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
antigenos de 208 KDa y 230 KDa que fueron reconocido solamente por los
individuos sanos cuando se utilizé extracto membranal.

4. Se detectaron seis proteinas 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 podria aportar datos
importantes a la evolucion de la enfermedad.

5. Las proteinas reconocidas por la saliva de pacientes, podrian ser usadas
en el diagnostico de esta enfermedad de manera comhinada. Con la finalidad de

aumentar la frecuencia de todo un patrén de reconocimiento.
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G. Se requiere hacer un estudio mas amplio sobre fa dindmica de la respuesta
inmune secretoria  en lo que se refiere a los anticuerpos de 1a clase IgA y en

funcion de la historia natural de la enfermedad.

7. Es necesario que la deteccion de portadores sanos se realice y evalue
mediante las técnicas ya mencionadas utilizando las proteinas que no sean
reconocidas por pacientes con la enfermedad asi como con aquellas

consideradas como marcadores de patogenicidad.
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