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Resumen

En México la amibiasis es una enfermedad endémica, forma parte de las
principales enfermedades gastrointestinales y es considerada un problema de
salud publica. La amibiasis es una infeccién causada por Entamoeba histolytica,
un protozoario parasito que tiene como habitat el intestino grueso; sin embargo,
puede dar complicaciones fatales como la amibiasis hepatica. En los ultimos afios
los estudios de investigacion se han enfocado en los factores de virulencia del
parasito (principalmente lectinas, proteasas y amiboporos), asi como en los
meétodos de diagndéstico de laboratorio. Si bien se han propuesto métodos de
diagnéstico en el pasado, estos no han sido adecuados para la deteccion

temprana del absceso hepético amibiano (AHA) en el humano.

El objetivo del estudio fue establecer la presencia de anticuerpos anti-amiboporo
mediante inmunoensayo enziméatico ligado a una enzima (ELISA) y el Western
Blot (WB) en pacientes con sugerencia clinica de AHA. Para ello, se evaluaron 25
muestras de suero de pacientes del Hospital General de México que presentaron
el diagndstico clinico positivo para AHA y se consideraron las muestras obtenidas
de otros 22 individuos para formar los 4 grupos control que se mencionan a
continuacion: 9 pacientes con absceso hepatico pidbgeno (AHP), 3 pacientes con

leishmaniasis, 3 pacientes con tripanosomiasis y 7 individuos sanos.

De los 25 pacientes previamente diagnosticados con AHA, el resultado mediante
ELISA fuedel 60% de la poblacion y se obtuvo el mismo resultado en el ensayo de

Western Blot (WB). El andlisis estadistico con la Curva de Caracteristica
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Operativa del Receptor (ROC) mostré valores del 100% de sensibilidad y 100%
de especificidad en la técnica de ELISA utilizando amiboporo puro como antigeno,
donde esta prueba estadistica representa la probabilidad de que un sujeto sano
tenga un resultado negativo en la prueba. Por lo tanto, el ELISA es una buena
opcion para el diagnéstico sérico de AHA en pacientes con enfermedades

hepaticas utilizando como antigeno al amiboporo.
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Abstract

In Mexico, amoebiasis is an endemic disease that belongs to the principal
gastrointestinal diseases and is considered a public health problem. Amoebiasis is
an infection caused by Entamoeba histolytica, a protozoan parasite which resides
in the large intestine; although it can cause fatal complications such as hepatic
amoebiasis. In the last years research has focused in the factors of virulence of
the parasite (mainly lectins, proteases and amoebapore), as well as diagnostic
methods. Although different diagnostic methods have been proposed in the past,
they have not resulted fully suitable to detect early amoebic liver abscess (ALA) in

human.

The objective of this study was to establish the presence of antibodies anti-
amoebapore through the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
Western Blot (WB) in patients with clinical suggestion of ALA. For this, we were
evaluated 25 samples of serum of patients of the Hospital General de México,
which presented the positive clinical diagnosis for ALA and were considered the
samples of other 22 patients so we could shape (array) 4 test sets: 9 patients with
pyogenic liver abscess (PLA), 3 patients with leishmaniasis, 3 patients with

trypanosomiasis and 7 healthy patients.

Of the previously 25 patients diagnosed with ALA, the ELISA result was 60% of
the population and the same result was obtained in the Western Blot (WB) assay.
The statistic results with a Receiver Operating Characteristic (ROC) curve show

values of 100 % of sensitivity and 100 % of specificity with the ELISA assay using



pure amoebapore as antigen, this statistic analysis represents the probability of a
healthy patient to obtain a negative result in the assay. Therefore, the ELISA
assay is a suitable option for the serum diagnosis of ALA in patients with hepatic

disease using amoebapore as antigen.
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1. Introduccidn

En 1997 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) aceptd la existencia de
amibas capaces de infectar al humano llamadas por su género y especie
Entamoeba histolytica (E. histolytica) potencialmente patégena, con capacidad
para invadir el intestino humano, asi como otros 6rganos (1,2) con

caracteristicas bioguimicas, inmunologicas y genéticas que la identifican.

Asi también la OMS, define a la amibiasis como la infeccién ocasionada por E.
histolyticacon o sin manifestaciones clinicas (1). Aproximadamente el 10% de
los individuos infectados con E. histolytica desarrollaron sintomas clinicos

asociados con patologia intestinal y/o extraintestinal (3).

La infeccion por E. histolytica tiene un amplio espectro de modalidades clinicas
en el hospedero humano, las que van desde la infeccion luminal del intestino
que cursa totalmente asintomatica, hasta las formas de infeccion invasora
intestinal y extraintestinal. Un gran numero de individuos colonizados por E.
histolytica eliminan espontdneamente la infeccion en periodos relativamente
cortos,algunos pueden ser portadores persistentes del parasito y permanecer
infectados por largo tiempo, excretando quistes en las heces hasta por dos

afnos (4).

En México la amibiasis es una enfermedad endémica, esto se pudo saber en
una encuesta seroepidemiologica a nivel nacional que sefialan alrededor del
8.41 % de la poblacién posee anticuerpos séricos anti-amibianos, lo cual se
relaciona con el alto grado de exposicion de la poblacion mexicana a E.

histolytica (5,6).



La amibiasis forma parte de las 20 causas mas frecuentes de enfermedad en
nuestro pais ocupando anualmente entre el 5° y el 7° sitio en dicha lista,
considerandose un problema de salud publica (7). El grupo de personas mas
frecuentemente afectado por la enfermedad extraintestinal, como es el absceso
hepatico amibiano (AHA), es el hombre hacia la tercera y cuarta décadas de la
vida, siendo hasta 10 veces mas comun en individuos de sexo masculino que

en mujeres y rara vez se presenta en nifios (8,9).

Esta infeccidén, generalmente es el producto de factores interrelacionados que
incluyen aspectos sociales, econdmicos, culturales, politicos e histéricos. Por lo
consiguiente la amibiasis afecta a miles de individuos y en el caso de no darle
la importancia a un método de diagndstico de laboratorio y aln mas a un
tratamiento temprano oportuno, dara lugar a complicaciones como el absceso
hepatico amibiano entre otras. Las principales moléculas amibianas con las que
se ha correlacionado la virulencia de la amiba son: las adhesinas, los

amiboporos y las proteasas de cisteina.

El objetivo de esta tesis es ensayar mediante 2 técnicas inmunoldgicas:
Western Blot y ELISA, la presencia de anticuerpos anti-amiboporo en el suero
de pacientes con AHA; de tal manera que se pudiera proponer como metodo
de diagnostico de dicha patologia el uso del amiboporo en técnicas

inmunoldgicas como las antes mencionadas.

Para llevar a cabo el objetivo se purific6 el amiboporo y se generaron
anticuerpos anti-amiboporo en conejos para la realizacion de las pruebas antes

citadas.



2. Antecedentes
2.1. Amibiasis

Actualmente se reconoce que E. histolytica es el agente causal de la amibiasis
humana y responsable de miles de muertes cada afio a nivel mundial (10).La
amibiasis es una de las infecciones parasitarias con una amplia distribucion
cosmopolita, que predomina en paises en vias de desarrollo y en algunas
regiones tropicales de América Latina, Africa y Asia. Se le considera a esta
infeccion parasitaria, como la tercera o cuarta causa de mortalidad a nivel

mundial, y como la tercera causa de morbilidad (9,11).

En paises de América Latina, como México, la infeccion es atribuida a diversos
factores como son: los habitos culturales, los diferentes niveles de sanidad, asi

como las inadecuadas practicas higiénicas de la poblacion (10,12).

La amibiasis es transmitida por contaminacion fecal en agua y alimentos, por
contacto directo con manos sucias u objetos, contacto sexual anal y por higiene
deficiente(13). De manera que su accion patdgena puede producir desde
infecciones intestinales asintomaticas, hasta disenteria grave o aun mas

amibiasis invasora.
2.2. Epidemiologia de la amibiasis

La amibiasis es la causa de morbi-mortalidad en personas de muchos paises
en vias de desarrollo y continla siendo un problema de salud publica. Esta
infeccidn, es el resultado de factores interrelacionados, como previamente se

ha mencionado. Se tiene un reporte del afio de 1986 de Walsh (2), donde
3



seflala que aproximadamente el 10% de la poblacion, a nivel mundial, se
encuentra infectada por E. histolytica y se estima que va de 40,000 a 100,000
enfermos que mueren a consecuencia de complicaciones (9,11). Las cifras
anteriormente mencionadas probablemente sobrevallan la prevalencia de
infeccion de E. histolytica ya que fueron obtenidas antes de la discriminacion
entre E. histolyticapatégena y E. dispar no patégena, respectivamente. En
México, la amibiasis esta dentro de las 20 principales causas de enfermedad

en la poblacion (14).

Los estados de la Republica Mexicana que muestran el mayor niumero de
casos nuevos de amibiasis son: Estado de México, Morelos, Oaxaca, Guerrero,

Hidalgo, Tabasco, Yucatan y Chiapas (15).

Un estudio seroepidemioldgico realizado en nuestro pais reporté que el 8.41%
de la poblacion tiene anticuerpos anti-amibianos, o que demuestra la alta
frecuencia de infeccion por este parasito en nuestro medio (5). La tasa de
morbilidad en México por amibiasis intestinal en el periodo de 1995 a 2000 se
ubico entre 1,000 y 5,000 casos /100,000 habitantes con pocas variaciones
anuales en la distribucion por edad y género (6). Los valores de incidencia en el

periodo 2002 a 2006 se encuentra entre 1,128.8 y 615.84 /100,000 habitantes.

En el periodo de 1995-2000 se alcanzaron valores de incidencia del AHA hasta
de 39 casos /100,000 habitantes (1997) con tasas promedio de 10 /100,000
habitantes (14), en cuanto a la distribucion por rango de edad, podemos
sefalar que las tasas mas altas correspondientes a niflos menores de 5 afos,
muestran valores muy cercanos a las tasas obtenidas en adultos entre 20-60

anos de edad.



Desafortunadamente los datos sobre las tasas de incidencia por absceso
hepatico amibiano en el pais no van mas alla del 2002, afio en el cual se
alcanzaron valores de 3.8 casos/100,000 habitantes, para la forma de absceso

hepatico amibiano.

En los casos de los viajeros de corto plazo, puede ocurrir la enfermedad de
absceso hepatico amibiano, en un lapso de cuatro dias y también existen
reportes de dicha enfermedad en un tiempo de seis semanas, en zona

endémica (16).

2.3. Biologia de Entamoeba histolytica

Para el protozoario patdgeno E. histolytica podemos demarcar principalmente
dos etapas bien establecidas: como quiste, que es la forma infecciosa, no movil

y resistente; y como trofozoito, que es la forma invasiva y movil (17).

2.3.1 El ciclo de vida de E. histolytica

Se distribuye por via oral-fecal, la infeccion amibiana es iniciada por la ingesta
de quistes maduros, que pueden provenir de alimentos o liquidos
contaminados con heces, las paredes de los quistes son reblandecidas por los
jugos gastricos, donde puede vivir y dividirse celularmente de manera
indefinida, en ocasiones los trofozoitos entran al torrente sanguineo y se
diseminan a otros o6rganos, mas comunmente al higado. Los quistes y
trofozoitos pueden ser expulsados con las heces y pueden permanecer viables,
segun las condiciones ambientales, aunque el quiste tiene una mayor

posibilidad de sobrevivencia (9,18) (Figura 1).



Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. Haque R y col. (2003).



2.3.2 Quistes

Son de estructura reducida de 5-10um, se recubre de una pared de quitina lisa
de 0.6 um sumamente resistente al jugo gastrico (9,19); en el citoplasma
pueden presentarse cuerpos cromatoidales alargados (18 um) y de bordes

curvos (menos de diez)solamente hay vacuolas de glucégeno.

Presentan, segun su estado de madurez, de uno a cuatro nucleos, el
cariosoma es pequefio, concentrado y usualmente con localizacion central. Los
quistes pueden tener una viabilidad de semanas, mueren por ebullicion,
desecacion, por exposicion a la luz solar, calor y exposicion al yodo. Cuando
los quistes llegan al intestino comienza la divisidbn celular para dar como

resultado la generacion de trofozoitos (20).

2.3.3 Trofozoitos

Son pleomorficos, de dimension variable, fluctian entre 10 a 60 pm con
movimientos tipicos de la amiba, la emisiébn de manera rapida de seudépodos

digitiformes, alargados y anchos (lobépodos) (21,22).

El trofozoito presenta una marcada diferencia entre el ectoplasma, que es
periférico y hialino, transparente, retractil; los lobopodos son prolongaciones del
ectoplasma, que proporcionan movilidad (22), mientras que el endoplasma
contiene una cantidad de inclusiones, por lo que es granuloso. Se observa el
nacleo redondo, vesiculoso, sin posicion fija del endoplasma, de 5 a 7 um de
diametro, con la cromatina regularmente distribuida. También se presentan
abundantes vesiculas, vacuolas y lisosomas. No poseen mitocondrias, aparato
de Golgi, reticulo endoplasméatico rugoso, centriolos y citoesqueleto de

microtubulos (22).



Los trofozoitos de las lesiones intestinales son grandes con undiametro entre
20 a 40 um, a diferencia de los que se encuentran en heces no disentéricas
que tienen de 10 a 30 um., esta forma movil habita en el colon y sobrevive poco
tiempo fuera del organismo, mueren rapidamente con el acido clorhidrico y
enzimas digestivas, y por estas razones no son importantes en la transmision

de la enfermedad.El trofozoito se reproduce por division binaria, tanto en el

intestino y otros drganos del hospedero, como in vitro.

Finalmente se mencionan las principales caracteristicas de E. histolytica en la

tabla 1.

Nombre

Tamano:

Citoplamas:

Movilidad:

Nucleo:

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas de

Trofozoito

12-60 um (15-30)

Ectoplasma transparente, seudopodos
“digitiformes” de emision rapida.
Progresiva y direccional.

Endoplasma finamente granuloso.
Inclusiones, contiene eritrocitos.
Pequefio, cariosoma central

puntiforme y cromatina periférica fina

de distribucién uniforme.

Quiste

+10-20 pm (12-15)
Redondeado
Vacuolas de glucégeno y los
barras cromatoidales con

extremos rombos.

E. histolytica. Robert G.L. (2008).

confundirse

macréfagos.

1-4 nudcleos con las mismas
caracteristicas que el
trofozoito.

Quiste maduro: 4 nucleos.

Observaciones

Especie patdgena

trofozoitos

En preparaciones directas

puede

con



2.4. Patologia de la amibiasis

Dentro de las primeras narraciones médicas de la patologia de la amibiasis
tenemos a S. Kartulis (1886), W. Osler (1980), T. Councilam y H. Lafleur (1891)
y muchos mas que extendieron los estudios anatopatoldgicos; y hasta inicios

del siglo XXI por H. Brandt y R. Pérez Tamayo (22).

Por otro lado, no podemos dejar de mencionar los modelos experimentales de
la amibiasis, que han contribuido con los avances fundamentales para el

entendimiento de las enfermedades inducidas por las amibas.

La amibiasis puede ser sintomatica y asintomatica, la amibiasis sintomatica es
primariamente una enfermedad intestinal, y cuando se vuelve extraintestinal

generalmente afecta el higado.

De acuerdo con su sintomatologia variable, la amibiasis intestinal puede
producir una amplia variedad de alteraciones anatomicas. Las
correspondientes a cuadros clinicos bien definidos se conocen como colitis
ulcerativa amibiana, megacolon téxico o disenteria amibiana fulminante,
ameboma o granuloma amibiano, y apendicitis amibiana. En cambio, la
amibiasis hepatica se caracteriza por la presencia de una o mas areas grandes
de necrosis y/o “abscesos”. Adema4s, la amibiasis extraintestinal puede afectar
a casi todos los 6rganos del cuerpo; las localizaciones distintas al intestino y al
higado son muy raras y generalmente ocurren en sujetos gravemente

parasitados (23).

Actualmente la enfermedad amibiana se considera como un proceso de

comportamiento multifactorial, en donde la patogénesis implica varios



mecanismos, como son: a) flora de microorganismos, b) adherencia, c) muerte

dependiente de contacto, d) actividad enzimética,e) fagocitosis.

En la patogenia de la amibiasis producida por E. histolytica se identifican varios
elementos a nivel molecular tales comolas lectinaspresentes en la superficie
del trofozoito; una familia de proteinas formadoras de poros; asi como un
conjunto multiple de enzimas con actividad proteolitica, entre otros.Estos son
los factores mayores de la virulencia, causales de la lisis, la muerte, la

destruccion de diferentes células y tejidos del hospedero

2.4.1. Lectinas

El primer evento de la invasion del tejido intestinal o hepatico por E. histolytica
es su contacto y adhesion a las células del hospedero. En la adhesion
participan moléculas especificas del parasito llamadas adhesinas o lectinas,
que tienen funciones importantes dentro de la patogénesis amibiana. Una de
las moléculas ampliamente caracterizadas es la lectina Galactosa/N-acetil-D-
Galactosamina (Gal/GalNAc) (24). La lectina Gal/GalNAc se compone de un
heterodimero de 260 kDa; que esta unido por puentes disulfuro y que cuando
se reduce con B-mercaptoetanol, se disocia para dar lugar a dos subunidades:
una pesada de 170 kDa y una ligera 35/31 kDa (25), éste esta asociada no

covalentemente con una subunidad intermedia de 150 kDa (26).

La subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc se secuencid (27) y esta
constituida por 1,291 residuos aminoacidicos, de los cuales 26 corresponden al
dominio transmembranal, 41 al dominio citoplamatico y el resto corresponde a
la region extracelular, rica en residuos de cisteina, en la que se encuentra el

dominio de reconocimiento del carbohidrato (DRC). La familia de genes de la
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subunidad pesada esta conformada por cinco genes, cuyos productos

muestran una homologia del 89-95% (28).

La subunidad ligera esta representada por 6-7 genes que codifican isoformas
con diferentes modificaciones postraduccionales y que muestran un 79-85% de
homologia entre ellos. Las principales isoformas de la subunidad 35 y 31 kDa
tienen practicamente la misma composiciébn aminoacidica (29,30) aunque la
isoforma de 35 kDa carece de la terminacion de acil-glicosil-fosfatidilinositol
(GPI), presente en la isoforma de 31 kDa. Dicha terminacion permite la
asociacion de esta subunidad a la membrana plasmatica y su presencia parece
ser indispensable para la formacién del heterodimero (31), asi como para la

adherencia y virulencia del parasito (32,33).

Varios investigadores demostraron la inhibicion de la adherencia de los
trofozoitos amibianos a las células del ovario del hamster chino (CHO),
empleando galactosa o GalNAc, pero no con otros monosacaridos, como N-
acetilglucosamina, manosa o0 acido sialico (32). La adherencia amibiana
también fue inhibida para otros tipos celulares, como células epiteliales,

eritrocitos y neutréfilos, entre otros (34,35).

Se han llevado a cabo numerosos trabajos de investigacion, utilizando diversos
anticuerpos monoclonales dirigidos contra diferentes epitopes de las diferentes
subunidades, ensayos de inhibicién con galactosa o N-acetil-galactosamina, asi
como estudios de manipulacion genética y otros ensayos mas, que han
sugerido que la lectina, induce citotoxicidad y participa en el evento citolitico

ademas, se ha referido que en el dominio de reconocimiento de carbohidratos
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(DRC) hay una secuencia de identidad con la secuencia del receptor del factor

de crecimiento de hepatocitos (FCH) (36-48).

Por otra parte, se ha demostrado que esta lectina amibiana se une al
complemento 8 y 9, interrumpiendo el ensamble del complejo sobre la
membrana de los trofozoitos E. histolytica(33,49). Se han descrito otras lectinas
en las amibas que estdn implicadas en la adherencia y que también son
importantes;entre ellas estan la lectina de superficie celular de 220 kDa (50)que
se caracteriza por su inhibicion de la adhesion en presencia de polimeros de N-
acetil-glucosamina (51), y la adhesina de 112 kDa que fue descubierta
mediante el uso de mutantes deficientes en adherencia (52). Esta ultima posee
actividad enzimatica de proteinasa de cisteina, por lo que podria también
participar en la degradacion de moléculas durante la invasion de los tejidos

(53).

2.4.2. Proteasas de cisteina

Hasta ahora se conoce una gran variedad de proteasas que son producidas y

secretadas en el entorno del tejido que invade E. histolytica.

Los estudios de proteinasas de E. histolytica se han realizado principalmente
en la cepa HM-1:IMSS de trofozoitos en cultivos axénicos. La mayoria de los
estudios celulares y moleculares de E. histolytica, incluyendo la secuencia
gendmica, se han realizado con esta cepa en todo el mundo. Han sido
cultivadas durante afios y se pasan a través del higado de hamster, para

mantener la virulencia (54).

Las proteasas de cisteina (PCs) son responsables de la actividad proteolitica,

predominantemente asociada con la patogenicidad en E. histolytica, esto
12



basado en muchos estudios en los que se han investigado la degradacion de
los diferentes sustratos, incluyendo las proteinas purificadas de la matriz
extracelular (MEC), inmunoglobulinas, complemento y mucina (tabla 2). Los
estudios en modelos animales han confirmado que las PCs tienen un papel
importante en la virulencia; los mutantes de E. histolytica con deficiencia en
genes que codifican PCs tienen una capacidad disminuida para producir
abscesos hepaticos (44,55). EhPCs se encuentrantanto intracelularmente,
como secretadas al medio y se denominan enzimas de catepsina porgue Ssu
estructura es similar a la de catepsina B (56-59). Algunas proteasas se

encuentran asociadas a membrana(59).

Varios genes que codifican para PCs de E. histolytica han sido clonados, en
especifico se identificaron seis genes que codifican PCs (EhPC1-EhPCS6). Las
secuencias de nucledtidos de estos genes difieren en 40al 85%, y tres de ellos
(EhPC1, EhPC2 y EhPC5) mostraron los niveles mas altos de expresion y son
las principales proteasas que representan aproximadamente el 90% de la
expresion de PCs. Un grupo de investigacion analizé 79, de 86 genes que
codifican proteasas, mediante hibridacién de microarreglos (60) y sélo cerca de
50 genes PCs codifican para varias familias, de las cuales pertenecen al clan
de CA, y en condiciones de cultivo, solo se observa, consistentemente, la

expresion de solo 20 genes.

Todos estos genes codifican para proteasas de cisteina con pesos moleculares

calculados principalmente entre 30 y 65 kDa (60).

De las EhPCs mas estudiadas, s6lo PC5 y PC112 estan asociadas a la

membrana y PC5 tiene un papel en la destruccién tisular (61,62). Se ha
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sugerido que la capacidad de las proteasas de cisteina de degradar IgA, IgG,
asi como anafilatoxinas del complemento (C3, C3a y Cb5a), constituye un
mecanismo de evasion dela respuesta inmune que exhibe el hospedero contra

el parasito (63).

Las proteasas de cisteina han sido consideradas, en gran medida, las
moléculas responsables del dafio celular y tisular producido por la amiba, tanto
en infecciones humanas como experimentales (57,63,64). Las actividades in
vitro, reportadas de estas proteinasas purificadas son la degradacion de
coladgena, elastina, fibrinégeno y laminina, los niveles de su expresion han sido

correlacionados con la virulencia (65).

Por otro lado, se describié la destruccion de colagena humana, presentando
mayor especificidad por la colagena tipo | (66). La colagenasa amibiana fue
localizada en los granulos electro-densos y mostro ser secretada activamente
en el contacto con su sustrato (67). Con respecto a la respuesta inflamatoria
inducida por la amiba, ésta se vincula con la expresion de IL1B e IL-8 y la
afluencia de neutréfilos (68). Se ha reportado que cuando la actividad de PCs
disminuye, el resultado es la no produccion de citocinas inflamatorias como la
IL-18 y IL-8 y por consiguiente hay menor inflamacion intestinal y menor dafio a

la barrera de permeabilidad intestinal (69).

Las PCs pueden tener funciones importantes dentro del parasito, tales como
digestién de las bacterias y glébulos rojos; activacion de otras enzimas ya que
su inhibicion puede impactar en la virulencia. Los trofozoitos deficientes de PC
fueron menos virulentos utilizando el modelo del hamster en la induccién del

absceso hepético amibiano y ademas, mostraron defectos en la fagocitosis
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(44,70). Por altimo, un inhibidor especifico e irreversible de las PCs, es el E-64,

el tratamiento sostenido de los trofozoitos con éste disminuye la formacion del

absceso hepético (71).

Tabla 2. Proteasas de cisteina de Entamoeba histolytica que degradan proteinas del

hospedero y sus implicaciones en la virulencia.

Tropical Medicine.

Tejido o proteina Purificado

blanco

Colagena

Laminina

Fibronectina

Gelatina

IgA

Si

Si

Si

Sl

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Nombre

EhCP1

EhCP2

EhCP112

EhCP5

Mr(kDa)

27
26
355

30

56
72
27-29
26
56
27-29
355
56
27-29
110, 68,

56y 22

Serrano-Luna J. y col. (2003). Journal of

Comentario, Localizacion

In vitro, superficie

In vitro, asociado a la membrana

In vitro (zimograma), superficie

In vitro (zimograma), y es esencial in vivo
para la escision de la red de colageno,
superficie

In vitro, secretado

In vitro (zimograma) y extracto crudo

In vitro

In vitro, secretado y nuclear

In vitro, secretado

In vitro

In vitro (zimograma), superficie

In vitro, secretado

In vitro

Inducido por colageno, medio acondicionado

Inmunoglobulinas

EhCP4

EhCP5

EhCP4

26
70
30

26
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In vitro, secretado y nuclear
In vitro
In vitro, superficie

In vitro, secretado y nuclear



IgG

C3

C3ayCba

ProlL-18

prolL-1 B

2.4.3. Amiboporos

Los amiboporos son una familia de péptidos formadores de poros en la

Sl

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

EhCP1

EhCP4

EhCP1

EhCP4

EhCP5

EhCP1

EhCP1

EhCP2

27
56
Complemento
26
27
56
56
Citoc ina
26
30
27
27

26

In vitro, superficie

In vitro, secretado

In vitro, secretado y nuclear
In vitro, superficie
In vitro

In vitro

In vitro, secretado y nuclear
In vitro, superficie
In vitro, superficie
In vitro, superficie

In vitro, asociado a la membrana

membrana de la célula blanco y se les atribuye un efecto citolitico.

La estructura tridimensional de alta resolucion de un amiboporo natural
purificado de una amiba patdgena, fue esclarecida por Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), los resultados revelaron que contenian
77 residuos de aminoacidos, con tres enlaces disulfuro intramolecular (72),
similar a las proteinas como la saposina; un arreglo de 5 hélices (figura 2) que
difieren marcadamente de la familia de proteinas, como las saposinas. El
amiboporo presenta una estructura secundaria de a-hélice (73). La estructura

terciaria nativa del amiboporo revela un plegamiento de cinco hélices

interconectadas por tres puentes disulfuro (74).
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La actividad permeabilizante de los amiboporos es fuertemente dependiente
del pH y depende en la protonacion de un residuo de histidina. A un pH entre 4
y 6, el residuo de histidina favorece la dimerizacion de la proteina (figura 3a).
La protonacion del unico residuo de histidina y el proceso de dimerizacion
parece ser indispensable para la actividad, y ademas puede ser prolongada por
tres dimeros, llevando a una estructura como de anillo con una superficie
exterior hidrofobica y un interior predominantemente hidrofilico; de ahi que se
ha propuesto un modelo en donde el amiboporo actia perforando a la
membrana de la célula blanco (74), y que consiste en un poro hexamérico
(figura 3b) que tiene un diametro de 2 nm, de acuerdo con la informacién
derivada de las mediciones biofisicas en bicapas lipidicas (75).

v

(7

Figura 2. Estructura de amiboporo A. Una representacion de la cinta de una
estructura media-minimizada de energia. Los enlaces disulfuro se representan en
azul y el extremo N terminal y C se etiquetan. Las hélices estdn numeradas por
nameros romanos.Las figuras se generaron usando el programa GRASP.

Hecht, O y col (2004). The Journal of Biochemical Chemistry.

Las vesiculas granulares, como lisosomas de E. histolytica,contienen una
familia de tres miembros de amiboporos: A, B, y C, con un peso molecular de 8

kDa; los cuales causan formacion de poros en membranas artificiales,
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exhibicion de actividad bacterial y citolitica hacia células nucleadas de
humanos (72,75,76); las caracteristicas esenciales estructurales se conservan
en las tres isoformas que comparten entre 35 a 57 % de homologia y se

encuentran en una proporcion de 35:10:1 en la cepa HM-1:IMSS (72).

En el colon de humanos hay una muy estrecha relacién con la amiba no
patogena, llamada E. dispar. In vitro E. dispar es también capaz de matar
células huésped y ellas poseen ortélogos de amiboporo llamados porosdispar.
Mientras que las isoformas menores de poro dispar B y C son apenas
detectadas al nivel proteina, la isoforma principal poro dispar A, puede
encontrarse en cantidades comparables con el amiboporo A de E.
histolytica(77). La virulencia de un parasito puede ser resultado de multiples
factores, pero es notable en este caso, que haya sustancialmente menos
actividad formadora de poro (56%) demostrado por el poro dispar A, cuando se

compara con el amiboporo A.

(b)

AR
e ol

Figura 3. Modelos dimérico y hexamérico de amibopor 0 A. (a) Una representacion

de la cinta de la proteina dimérica. Se representan cadenas laterales de aminoacidos
responsables de interacciones electrostaticas intermoleculares. Hélice 1 y 2 forman la
superficie hidréfoba (izquierda). (b) Representacion columna vertebral de la proteina

hexamérica para la formacién de un poro. Estructura similar a un anillo modelado se
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ve desde arriba. Las figuras se generaron usando el programa GRASP.

Leippe, M y col (2005). Trends in Parasitology.

De los 77 residuos, hay cuatro que difieren en las estructuras primarias entre el
amiboporo A y en el poro dispar A. Observando a la estructura terciaria del
amiboporo A, hay solamente un residuo diferente que parece ser significativo.
El reemplazo del residuo de acido glutdmico, en posicion dos, por prolina en
poro dispar A, elimina una de las dos interacciones intermoleculares
representadas en el modelo del dimero del amiboporo A. Este intercambio
puede resultar de un dimero menos estable y por lo tanto puede afectar la

eficiencia en la formacion de poro por el poro dispar A.

Mediante técnicas de biologia molecular utilizando ARN de interferencia se
logro inhibir hasta un 60% la expresion del amiboporo A;los trofozoitos
genéticamente manipulados causaron menor dafio a células procariontes y

eucariontes (78).

Por otra parte, se demostré que los trofozoitos de E. histolytica que carecen de
amiboporo A, debido al silenciamiento transcripcional del gen codificador, se
volvieron avirulentos (79), demostrando que esta proteina es un factor clave de
patogenicidad del parasito. No obstante, el amiboporo no parece ser
indispensable para la induccién de inflamacion en un modelo experimental de

colitis amibiana (80).

Por similitud de secuencia los amiboporos se han agrupado en la familia de las
proteinas tipo saposina (SAPLIP)(81). Aunque los miembros de la familia
SAPLIP tienen diferentes funciones bioldgicas, todos son capaces de

interactuar con los lipidos. Con una excepcion, todos ellos poseen seis
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residuos de cisteina conservados, que estan implicados en la formacion del
patrén de enlace disulfuro, caracteristico de esta familia de proteinas (82). A
pesar de la enorme distancia evolutiva, los amiboporos revelan una similitud de
secuenciacion sustancial con las moléculas efectoras permeabilizadoras de
membrana de linfocitos de mamiferos, tales como la NK-lisina porcina y la
granulisina humana. Al igual que los amiboporos son capaces de lisar bacterias
y células eucariotas (80,83,84). Basados en informacion estructural y datos
bioquimicos, se han sugerido varios mecanismos para explicar como las
proteinas tipo saposina pueden formar poros de la membrana (85,86). Tanto
para la NK-lisina como para la granulisina, se ha sugerido que la unién de las
proteinas monomeéricas a la membrana a través de sus epitopos cargados da
como resultado la desestabilizacion de la bicapa lipidica (87,88), mientras que
el mecanismo formador de poros el amiboporo A parece no ser el mismo
(89).En cuanto al modo de accién de los amiboporos, éstos son facilmente
solubles en disolucion, pero son capaces de cambiar a un estado insertivo en la
membrana, por lo que tienen que enterrar extensas areas de superficie
hidrofoba, mientras exponen al mismo tiempo las cadenas laterales polares al
agua. Sobre la union a la membrana y a la insercion, los amiboporos tienden a
oligomerizarse a entidades de mayor masa molecular; un proceso impulsado
por la interaccién péptido-péptido, como un entrecruzamiento quimico (90).
Hasta la conformacion de tres pares de dimeros y formar el modelo de “varilla
de barril” y permitir el mecanismo de insercidon en la membrana y la difusién
lateral para formar un canal lleno de agua a través del cual los iones y otras
moléculas pequefias, puedan pasar, de manera que el medio interno de la

célula se altere totalmente, lo que finalmente resulta en su lisis (91).
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Se agruparon las caracteristicas principales de los tres factores de virulencia de

E. histolytica en la tabla 3.

Factor de

virulencia

Gal/GalNAc-
lectina de

unioéon

Proteasas de

cisteina

Amiboporo

Tabla 3. Principales factores de virulencia de

Caracteristicas

Adhesiéon celular, citotoxicidad

dependiente  del contacto,

resistencia al complemento,
citolisis y endocitosis,
polimerizacion de actina.

las

Degradar proteinas del

hospedero, proporcionan

uniones degradando el moco y

estimulando las  cascadas
proteoliticas de las células
blanco.

Almacenado en granulos
citoplasmicos y liberado

después del contacto celular,
forma canales de iones en las
membranas tanto de células
eucariotas como de bacterias

fagocitadas.
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E. histolytica
Resultados
Este factor de virulencia
multifuncional desempefia

papeles criticos e importantes
en la patogenicidad del parasito
y es un candidato particular
para uso en el diagndostico.

Son moléculas con posible
papel en la promocién de la

invasion.

Moléculas con funcion de

citolisis de la célula blanco.

Referencia

28,65,92,93

65,94,95

73,95



2.5. Amibiasis hepatica

En general, los abscesos hepaticos amibianos humanos son Unicos y se
localizan principalmente en el I6bulo derecho, debido al flujo
sanguineosecundario de la vena porta, al hecho de que el I6bulo derecho
también recibe su irrigacién por la vena mesentérica superior. Y ademas, de

que la mayoria del volumen hepatico se encuentra en el I6bulo derecho.

La invasion del tejido es favorecida por la motilidad del parasito. El parasito
cuenta con citoesqueleto dindmico de actomiosina y con moléculas de

adhesinas en la superficie que facilitan su diseminacién en los tejidos.

La miosina Il es esencial para la motilidad de la E. histolytica a través de las
células intestinales y hepaticas, mientras que las lectinas unidas a galactosa
principalmente la lectina Gal/GalNAc, modula la distribucion de trofozoitos en el
higado y su capacidad para migrar en el tejido hepatico (96). Dicha lectina
actia como un antigeno de superficie que activa a las células endoteliales
desencadenando la patologia y la supervivencia del parasito. Las células
estimuladas con lectina muestran un aumento inmediato en el Ca*, lo cual
activa nucleadtidos ciclicos y otras protein-cinasas llevando a la activacion de la
cascada de las protein-cinasas activadas por mitbgenos (MAPK), la activacion
de esta via esta implicada en los eventos de apoptosis, proliferacion, rearreglos

del citoesqueleto y cambios en la permeabilidad (47).

Los pasos iniciales en la invasion tisular incluyen la liberacion de proteasas por
los trofozoitos, los cuales son capaces de degradar los componentes de la
matriz extracelular. La E. histolytica es un protozoario citotéxico con una

extraordinaria capacidad para lisar a las células que lo rodean. La respuesta
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inflamatoria (principalmente neutréfilos y macréfagos), iniciada por la invasion
del parasito contribuye al dafio tisular (97). Cuando la amiba es inoculada en el

higado se generan areas de apoptosis dentro del absceso.

El absceso hepatico amibiano se encuentra con mayor frecuencia en hombres
de 20 a 40 afos; sin embargo, puede presentarse a cualquier edad. Se ha
descrito que los hombres tienen una susceptibilidad 10 veces mayor para
desarrollar absceso hepatico amibiano o disenteria amibiana por E. histolytica,
se ha encontrado que el suero de las mujeres es significativamente mas
efectivo para eliminar trofozoitos de E. histolytica, y que este proceso es

dependiente del complemento (98).

El paciente con AHA presenta malestar general, anorexia, astenia, adinamia,
fiebre de 39 a 40°C, escalofrios, sudoracion profusa, hepatomegalia dolorosa y
pérdida de peso. Los datos de laboratorio muestran anemia, leucocitosis y
neutrofilia. Los métodos de imagenologia; tomografia, gammagrafia, ecografia,
resonancia magnética, etc., tienen gran utilidad en el diagndstico de absceso
hepatico (99). En la figura 4 un corte transversal de un absceso de higado

amibiano de un paciente masculino.

Figura 4. Aspecto macroscopico del absceso hepéatico amibiano en humano.

Cortesia del Dr. Ruy Pérez Tamayo.
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2.6. Respuesta inmune humoral en la amibiasis

Todavia se desconoce el lapso que transcurre entre la infeccion con E.
histolytica virulenta y la aparicion de anticuerpos locales (100). Sin embargo,
los estudios de la inmunologia humoral y celular de la amibiasis han avanzado
significativamente, debido al desarrollo de los cultivos axénicos de E.
histolytica(101), como también a la produccion de diferentes clases de

antigenos a partir de los mismos (102).

Es probable que la respuesta inmune contra E. histolytica ocurra cuando el
trofozoito invade los tejidos del hospedero. Tal vez en la primera fase participen
las células inflamatorias aisladas en el lugar de la invasion, y en forma
particular las que se encuentran en el margen de las Ulceras amibianas, en
donde interactian de manera inevitable los antigenos amibianos y el sistema

inmunoldgico.

Es ahi, donde se lleva a cabo el primer contacto con E. histolytica, cuando han
actuado los neutrdfilos, el complejo mayor de histocompatibilidad mediante el
HLAII activando los linfocitos TCD4+, que a su vez inducen el contacto para los
linfocitos B; y que previamente a esto hay secrecion de citocinas por los
fagocitos mononucleares, los linfocitos granulares grandes pero principalmente
por los linfocitos TCD4+. Para el caso de E. histolytica, las citocina secretadaes
la IL-4 que a su vez activa la via Th2 (Respuesta humoral) secretando IL-5 que
estimula a los eosindfilos, IL-9 que activa a los mastocitos, IL-6, IL-13, IL-4 que
activan a los linfocitos B que se diferencian en: a) células plasmaticas
productoras de anticuerpos locales tipo IgA que se activan en las mucosas
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digestivas y los anticuerpos sistémicos; como son IgM e IgG; b) células de
memoria (103-105). Aun cuando la mayoria de los anticuerpos antiambianos

parecen pertenecer a la clase IgG y en particular a la subclase 1gG2(106).

Del 85 al 100% de sujetos con amibiasis invasora desarrollan anticuerpos de
clase IgM, IgG e IgA contra componentes de E. histolytica, en especial a
aguellos que estan expuestos en la membrana de la amiba o a diversos
productos secretados por la E. histolytica que intervienen en su virulencia

(107).

La lectina Gal/GalNAc induce la formacion de anticuerpos de clase IgA y los
gue se encuentran en las secreciones tienen un papel protector, pero los de
clase IgM, IgG e IgA del suero no ofrecen proteccion contra la reinfeccion por
E. histolytica(107,108). A nivel experimental la administracion de anticuerpos
anti-E. histolytica de clase IgG no protege a los animales infectados con
trofozoitos de E. histolytica (109). Los anticuerpos en suero pueden estar
presentes por 3 y hasta 10 afios, debido en parte a la persistencia de antigenos
amibianos en el sistema fagocitico mononuclear y en las zonas endémicas por

el contacto reiterado con las amibas, o sus antigenos (107,108,110).

La presencia de anticuerpo anti-E. histolytica indica un contacto con el parasito,
pero no se puede establecer si la infeccion es reciente, o se presentd meses o
afios atras (111). La concentracion de IgGs anti-E. histolytica no se
correlaciona con la gravedad de la enfermedad invasora intestinal, o hepatica

(109).

La IgA secretora anti-amibiana se encuentra en la saliva, en la leche materna y

en las heces y esta IgA parece tener un efecto preventivo, en especial cuando
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el antigeno amibiano es la lectina Gal/GalNAc, que al usarse como
inmunégeno experimental da proteccion, pero el emplear péptidos
inmunogénicos de la lectina la capacidad defensiva es menor. También la
proteina rica en serina de E. histolytica contiene inmunoproteccién

(63,108,110).

La via oral para introducir los inmunégenos de E. histolytica es mas efectiva
que la parenteral en la vacunacion contra E. histolytica. En cultivos de E.
histolytica al afadir las IgG anti-amiba se disminuye su proliferacion y la
eritrofagocitosis de E. histolytica y al agregar suero fresco (complemento) las
amibas se destruyen (63,108), E. histolytica que permanece viva tiene el poder
de unir los anticuerpos y el C3 (complemento) en la superficie de la membrana,
movilizarlos a un polo de la célula y desprender fragmentos de la membrana
con los anticuerpos y C3, evadiendo de esta manera la accion litica de los

anticuerpos y el complemento.

La respuesta humoral posterior a la invasion por E. histolytica, aparentemente
ni cura ni previene la reinfeccion subsecuente (112-114) que puede ocurrir en

presencia de titulos altos de anticuerpos.

2.7 Métodos de diagnostico de laboratorio para Entamoeba

Durante varios afios, los investigadores han estado buscando métodos que
permitan una evaluacién precisa y confiable de la amibiasis. Para el
diagnéstico de la amibiasis intestinal se pueden realizar examenes con
microscopia fotonica que se basa en la identificacion de los estadios del
parasito (quiste y trofozoito) del complejo E. histolytica/E. dispar en heces

(115). Ademas, la especie patdgena puede visualizarse en tejidos invadidos por
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el proceso infeccioso. También a partir del cultivo in vitrose identifican por
isoenzimas cepas patdgenas y no patdégenas, determinacion de componentes
antigénicos (por ejemplo, adhesina, amiboporo, proteasas) y con pruebas de
biologia molecular se diferencian el complejo E. histolytica/E. dispar, o bien a

las diferentes especies.

Para el diagnéstico de la amibiasis extraintestinal hay diversas alternativas: los
estudios imagenolégicos como la radiologia de térax, ecografia hepatica y de
vias biliares, la tomografia axial computarizada (TAC) y la resonancia
magnética (RM). Asi mismo, mediante las pruebas de ELISA y WB se logra la
determinacién de anticuerpos en diferentes fluidos corporales como suero o
saliva, y de antigeno en el fluido del drenaje percutaneo del absceso hepatico..
Adicionalmente, a todo paciente con cuadro clinico sugestivo de amibiasis
extraintestinal se debe solicitar pruebas hematicas que pueden revelar
leucocitosis con neutrofilia y elevacién de velocidad de sedimentacién globular
(VSG); las enzimas hepaticas (alanina-aminotransferasa, aspartato
aminotransferasa, fosfatasa alcalina y tiempo de protrombina) pueden estar
aumentados, con disminucion de la albumina sérica, pero no permiten

discriminar la etiologia (116).

Por otro lado, hemos de recordar que el género de Entamoeba contiene varias
especies, seis de las cuales (E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E.
polecki, E. coli y E. hartmanii) residen en el lumen intestinal humano. E.
histolyticaes la Unica especie que se encuentra asociada en forma definitiva y
gue causa secuelas patoldgicas en los seres humanos. Las otras amibas son

consideradas no patégenas (117).
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A continuacion, se mencionan algunas pruebas de diagndstico clinico, como

son:

2.7.1. Métodos microscopicos (foténico)

Las técnicas de microscopia empleadas en el diagndstico clinico convencional,
incluyen preparaciones liquidas, técnicas por concentracion y frotis tefidos
permanentemente para la identificacion de trofozoitos y quistes de E.

histolytica/ E. dispar / E. moshkovskii en materia fecal.

De los diversos métodos disponibles en los laboratorios de analisis clinicos, los
de concentracién por sedimentacién estan considerados como mas sensibles
qgue los de concentracion por flotacion. Sin embargo, ambos métodos son
técnicamente complejos y consumen tiempo, ademas de que tienen la
desventaja de utilizar reactivos volatiles e inflamables. Actualmente se
implementé un método simple y rapido que consiste basicamente en la
utilizacion de un detergente no-iénico llamado Brij-35 en heces humanas, los
autores encontraron alta sensibilidad, ademas de que en la misma muestra se
pueden encontrar tanto trofozoitos como quistes, a diferencia de los otros
métodos convencionales en donde en general s6lo se observan quistes
amibianos (118).

Cualquiera que sea la técnica coproparasitoscopica que se utilice, es de gran
importancia la participacion de personal de laboratorio altamente calificado y
con amplia experiencia, para la adecuada manipulacion y observacion de las
muestras, asi como el de contar con microscopios foténicos que tengan buena
resolucién. A pesar de gque se tenga practicamente todos los requisitos

anteriores, el diagnéstico clinico por microscopia es el método menos confiable
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para la identificacibn de las especies de Entamoeba. La sensibilidad por
microscopia puede ser tan sélo del 60% y puede haber resultados falsos
positivos debido a que no se pueden diferenciar las especies deEntamoeba por
loquela sensibilidad y especificidad de la microscopia convencional resulta muy

baja (2,119).

2.7.2. Métodos bioquimicos: cultivos y zimogramas

2.7.2.1. Cultivos

Boeck y Drbohlav(120) realizaron los primeros cultivos de E. histolytica en un
medio inclinado de huevo bifasico. Sin embargo, el medio Robinson (121) y
TYSGM-9 de Diamond (101) se utilizan con mayor frecuencia para el cultivo del
proceso de E. histolytica. El cultivo axénico, propuesto por Diamond, TYI-S-33
(122), es uno de los medios axénicos mas utilizados, recordando que el cultivo
axénico implica, el cultivo de parasitos en la ausencia de otras células
metabolizadoras (123), el mantenimiento del cultivo no es facil y requiere
esfuerzo de mano de obra en el laboratorio de diagndéstico, se debe entender
gue los cultivos de Entamoeba son principalmente herramientas de
investigacion y no para lugares de diagnoéstico (124). Otro problema es la
eliminacion de organismos no deseados en el proceso de cultivo. El cultivo de
E. histolytica en un laboratorio de diagndéstico clinico no es factible como
procedimiento de rutina y es menos sensible que el de microscopia fotdnica
como método de deteccién (123). Los cultivos de parasitos son dificiles,
costosos y de trabajo intenso, como método de diagndstico en un laboratorio
de gabinete (123). El crecimiento excesivo de bacterias, hongos u otros

protozoos durante el cultivo es el principal problema encontrado, y por lo tanto

29



el cultivo no se recomienda como una rutina de procedimiento de diagnostico
para la deteccidon de especies de Entamoeba (123). EL medio de cultivoTYI-S-
33 fue revisado en detalle por Clark y Diamond (124) y por Jensen (125).
2.7.2.2. Zimogramas

El andlisis por zimograma o isoenzimatico de las amibas en cultivo sirve para
diferenciar entre diferentes especies de Entamoeba (123). Un zimodemo se
define como un grupo de diferentes cepas de amibas que comparten un mismo
patron y movilidad electroforética para varias enzimas: enzima malica,
hexoquinasa, glucosa fosfato isomerasa y fosfoglucomutasa (126,127). Se han
descrito un total de 24 zimodemos diferentes, de los cuales 21 provienen de
aislados humanos (9 de E. histolytica y 12 de E. dispar). La presencia de
almidon en el medio influye en forma variable en la mayoria de los patrones de
zimodemos (128). Otra dificultad intrinseca de los zimodemos es que para
realizarlos se necesita mucho tiempo: primero cultivar a las amibas, que esta
actividad sea realizada por personal de laboratorio especializado, aunada a sus
altos costos y a la infraestructura que se requiere para los ensayos. En
consecuencia, no se emplean en la préactica clinica cotidiana (129), en realidad
los analisis isoenzimaticos son en su mayoria insatisfactorios.

2.7.3. Deteccion por anticuerpos

Actualmente las pruebas seroldgicas pueden ser tiles en la identificacion de
infecciones por E. histolytica, a través del diagnostico de laboratorio en paises
industriales (130-132), pero no asi en areas endémicas, en donde se tiene un
mayor numero de exposicién al parasito y en donde esta situacion dificulta el
diagnéstico definitivo por deteccién de anticuerpos, debido a la incapacidad de

distinguir la infecciébn pasada de la actual (4,5). Los anticuerpos séricos
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encontrados de E. histolytica pueden ser detectados en un rango de un 75 a
85%. La deteccion de anticuerpos puede ser util en el caso de AHA en los
pacientes que no se les pueden identificar parasitos en las heces. La
sensibilidad para la deteccién de anticuerpos contra E. histolytica se ha descrito
que es del 100 % (133).

Se han desarrollado muchos ensayos diferentes para la deteccion de
anticuerpos, incluyendo hemaglutinacion indirecta (HAI), latex aglutinacion,
inmunoelectroforesis (IEF), contrainmunoelectroforesis (CIEF), la prueba de
difusion de gel amibiano, inmunodifusion (DID), fijacion del complemento,
ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFl), ensayo de inmunoabsorcion
ligado a una enzima (ELISA)(134-136). Existe una variedad de ensayos para la
deteccién de anticuerpos de E. histolytica en humanos; en particular en este
trabajo se utilizaron dos métodos que fueron: a) el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a una enzima (ELISA) y el segundo b) el método de Western Blot (WB).
a) El ensayo de ELISA es el mas popular en los laboratorios de diagndéstico en
todo el mundo y se ha utilizado para estudiar la epidemiologia de la amibiasis
asintomatica (137). Es ampliamente considerado suficiente para fines clinicos,
para el diagnostico de pacientes con AHA, y puede ser facilmente realizado en
un laboratorio clinico. También puede ser util en la evaluacién de infecciones
intestinales y extraintestinales de amibas, cuando los protozoarios no pueden
detectarse en heces (138).

La prueba de ELISA con IgG contra E. histolytica para el diagnostico de AHA
es la prueba de referencia hasta el momento, de facil ejecucion, bajo costo y
disponible en algunas capitales y centros de referencia de algunos paises y

para tal fin se consideran valores positivos de absorbancia mayores o iguales a
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0.34 obteniéndose en los ensayos sensibilidad del 95.7% y especificidad del
100% (139).

Los anticuerpos IgG séricos de E. histolytica persisten durante afios, mientras
que los anticuerpos IgG no séricos son de corta duraciéon. Se han realizado
ensayos por ELISA para la deteccion de anticuerpos IgM contra LC3(una
porcién recombinante rica en cisteinas de la subunidad de la lectina de 170
kDa de E. histolytica) que han resultado ser muy Utiles en pacientes que sufren
de colitis aguda de al menos una semana de evolucion, ya que 45% de estos
pacientes tienen anticuerpos IgM contra esta lectina de adhesion (140). De las
pruebas serologicas recomendadas, las técnicas de ELISA que pueden
detectar la presencia de anticuerpos anti-lectina a nivel sérico son las mas
utilizadas para el diagnostico de pacientes con AHA (141).

Sin embargo, los hallazgos y limitaciones de las pruebas serologicas en
nuestro medio continuan en discusion.

b) En cuanto al segundo ensayo con WB no es un método tan popular como el
ELISA, en los laboratorios de diagnostico puede ser util en los exdmenes de
infecciones intestinales y extraintestinales de amibiasis.

Ravdin y colaboradores(142) identificaron y caracterizaron proteinas
especificas de amibas, reconocidas mas frecuentementeen suero de humano
con AHA; las IgG’sidentifican mas frecuentemente tres moléculas de diferentes
pesosmoleculares. Singh y colaboradores (143), en suero de pacientes con
amibiasis intestinal aguda,encuentran que existe una frecuencia de
reconocimiento entre un 60-65% para algunas moléculas diferentes. (144)
Existen en la literatura varios reportes en los que se ensaya la seropositividad,

de pacientescon distintos cuadros clinicos de amibiasis, a diversas moléculas
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de E. histolytica. En resumen: el suero de pacientes con AHA resultd positivo al
péptido recombinante de la SREHP, al péptido recombinante de la cadena
pesada de la lectina Gal/GalNAc (145), asi como a un péptido amibiano
purificado a partir de E. histolytica, con un peso molecular de 36 kDa (143), a la
dicinasa fosfato piruvato (ppDK), que es una proteina secretada por E.
histolytica (146) ya la fosfoglucomutasa (PGM) (147). El suero de paciente con
colitis amibiana fue positivo a la misma proteina de 36 kDa (143), por otra
parte, la presencia de IgA anti-amiba en saliva de paciente en amibiasis
intestinal también fue reportada (148,149).

2.7.4. Deteccion por antigenos amibianos

Se han desarrollado pruebas de ELISA con el fin de detectar en dicha prueba,
antigenos amibianos en saliva, suero, pus hepatica y en muestras fecales. Los
ensayos de deteccion de antigeno tienen una sensibilidad aceptable y son
rapidos de realizar.

Los ensayos de ELISA basados en antigenos especificos para E. histolytica
utilizan anticuerpos monoclonales contra la lectina Gal/GalNAc proteina rica en
serina, lipofosfoglicano (150) la desventaja en ocasiones han sido que los
antigenos detectados son desnaturalizados por fijacion de la muestra de heces,
lo que ha limitado a la prueba a una buena resolucion.

2.7.5. Ensayo de diagnéstico con base en biologia m  olecular

Los ensayos basados en el ADN estan limitados a laboratorios clinicos en los
paises industrializados, debido a que es caro y no se puede realizar como un
examen de rutina.

Recientemente se han elaborado métodos de aislamiento del ADN de los

parasitos en las heces, que son simples y efectivos, y son capaces de

33



aumentar la deteccion asi como la sensibilidad cuando los ensayos se hacen
de forma directa de las muestras clinicas. El “kit” de deteccion en heces
QIAam-ADN (QUIAGEN. Hilden, German) ha probado ser un método muy
bueno y confiable para la recuperacion de ADN de la materia fecal (151).

Sin embargo, existen algunas limitaciones, dado que las muestras fecales son
consideradas entre las mas complejas para hacer mediciones directas de PCR
a causa de la presencia de sustancias inhibidoras del PCR como: grupo hemo,
bilirrubina, sales biliares y complejos de carbohidratos, los cuales se co-extraen
con el ADN de las muestras de los patégenos. Por lo tanto, la optimizacion de
la extraccion del ADN de las muestras es un paso critico para que el ensayo de
PCR sea exitoso.

Otro problema que dificulta un buen diagnoéstico es el transporte de las
muestras fecales, ya que generalmente es a temperatura ambiente, dado que
el ADN del parasito puede presentar degradacion acelerada, sobre todo con los
trofozoitos que son las formas mas labiles. Para evitar estas deficiencias en el
transporte se recomienda que sea refrigerada o fijada con formalina (152,153).
Es importante sefialar que el uso de muestras refrigeradas o fijadas puede
resultar en una disminucion porcentual de la sensibilidad. Se ha observado que
el etanol es un método simple de transporte y adecuado que preserva en
buenas condiciones el ADN de las heces. Hasta el dia de hoy la mejor forma de
conservar las muestras es la congelacién a -20 °C antes de la extraccion de
ADN, este procedimiento en general no altera la sensibilidad de los ensayos

moleculares.
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2.7.5.1.Prueba de biologia molecular por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR)

Por ultimo, las pruebas de biologia molecular como la reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) se han usado esencialmente para estudios clinicos y
epidemioldgicos (154-156).

El método que por el momento nos ocupa tiene suficiente apoyo por la OMS.
En el caso de E. histolytica, ésta puede diferenciarse de E. dispar en varios
tipos de muestras incluyendo heces, tejidos y aspirados de abscesos hepaticos
(157). La PCR que se realiza a partir de la subunidad pequefia del gen rARN
(18S rADN) se ha reportado que es aproximadamente 100 veces mas sensible
que el método de ELISA utilizado (158,159).

Los primeros estudios en base a PCR fueron realizados por Tannich y
Bruchard (160) en donde utilizaron ADN extraido de aislados de E. histolytica
mantenida en cultivo. La PCR fue usada posteriormente en estudios
epidemioldgicos en infecciones producidas por E. histolytica y E. dispar,
utilizando ADN purificado de cultivos de trofozoitos que provenian de materia
fecal, probando oligonucledtidos iniciadores especificos para secuencias que
son altamente repetidas y que estan presentes en las especies de E. histolytica
y E. dispar.

En un intento por aumentar la sensibilidad del ensayo de PCR, se ha
demostrado un PCR “anidado” multiplex que sirve para la deteccién simultanea
y la diferenciacién genética E. histolytica y E. dispar en muestras de heces.
Utilizando esta técnica, la sensibilidad y la especificidad fueron incrementadas

de un 94 % a un 100 % respectivamente (161).
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En el caso de la utilizacién del PCR para la deteccion de E. histolytica en

muestras de AHA se empled esta técnica para la deteccion del producto del

gen que codifica para una proteina de 30 kDa y se reporté un 100 % de

sensibilidad (162). Aunque los métodos de PCR han sido utilizados con éxito

para la deteccion de las especies de Entamoeba (163), su aplicacion en el

diagnoéstico de rutina se encuentra muy limitada ya que la amplificacion y la

deteccion del ADN consumen tiempo y en paises en vias de desarrollo resultan

ser procedimientos cost0osos.

A través del tiempo se han utilizado distintas herramientas para el

diagnéstico de amibiasis, arrojando para cada caso un porciento de

sensibilidad y especificidad (tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de métodos de diagnostico de |  a amibiasis.

Modificado de: Tayukselm et al (164), Pinilla et al (165); * Dependiendo de tiempo transcurrido después del

tratamiento. Gomez et al (166).

Prueba

Microscopia (heces)

Cultivo y determinacién

de isoenzimas

ELISA deteccion de
antigenos (heces)
ELISA deteccion de
antigenos (suero)
PCR (heces)

ELISA deteccién de

Colitis

Sensibilidad
<60%
Menor que
deteccion de

antigenos y PCR

>95%

65%
tempranamente
>70%

>90%

Especificidad

10-50%

“Estandar de
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oro

>95%

>90%

>90%

>85%

Absceso hepatico
amibiano
Sensibilidad

<10%

<25%

Usualmente negativo

Tardio +75% Primeros 3
dias 100%
No disponible

Presente Infeccion 70-

¢ Diferencia a E.

histolytica?

No

Si

Si

Si

Si

Si



anticuerpos (suero) 80%
Tratado dependiendo

del tiempo* >90%

3. Justificacion

Hoy en dia los métodos de diagndstico de laboratorio se encuentren en algunos
casos en experimentacion; ademas de ser costosos y en la mayoria de los
casos requieren de equipos especiales para su realizacion y ain mas si no
estan validados. Hasta el momento la prueba de ELISA ha sido considerada
por varios grupos de investigadores como un método de facil estandarizacion,
bajo costo y disponible en determinados centros de referencia. Por lo que se
requieren métodos que consoliden los ensayos inmunoldgicos con la
perspectiva de usar moléculas diferentes a las ya propuestas, como seria el

amiboporo.

4. Hipotesis

Dentro de los factores de virulencia estan considerados los amiboporos y
mediante técnicas de Western Blot (WB) y Ensayo enzimatico ligado a una
enzima (ELISA) se detectan los anticuerpos anti-amiboporo en suero de

pacientes diagnosticados clinicamente con absceso hepatico amibiano.

5. Objetivo General

Ensayar mediante 2 técnicas inmunoldgicas: Western Blot y ELISA, la

presencia de anticuerpos anti-amiboporo en el suero de pacientes con AHA.
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6. Objetivos Particulares

» Purificar el amiboporo con el fin de utilizarlo como antigeno en los ensayos
inmunolégicos: WB y ELISA.

» Obtener anticuerpos policlonales de conejo, utilizando la molécula pura de
amiboporo.

» Llevar a cabo los ensayos de WB y ELISA con sueros de pacientes con
absceso hepatico amibiano.

» Comparar nuestros resultados de ELISA, utilizando el antigeno puro de
amiboporo, con los resultados obtenidos usando extracto proteicorico en

membranas de E. histolytica.
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7. MATERIAL Y METODOS

Cultivo axénico de trofozoitos
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7.2. Cultivo amibiano axénico cepa HM1:IMSS virulen ta

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HML1:IMSS se cultivaron
axénicamente en medio de cultivoTYI-S-33 suplementado con 10% de suero
bovino y 3% de mezcla multivitaminica en condiciones anaerobicas a 37°C

durante 72 horas (122).
7.3. Cosecha de trofozoitos

Después de 72 horas de cultivo las amibas contenidas en botellas fueron
tratadas durante 10 minutos sobre hielo. Las amibas se sedimentaron a 1,200
r.p.m. durante 10 minutos, se elimind el medio de cultivo y el botén amibiano se
lavd dos veces en una solucion amortiguadora de fosfatos de sodio, mas
cloruro de sodio a pH 7.2 (PBS-A). el numero y la viabilidad de los trofozoitos
se determina por azul tripano al 0.4 %.Finalmente, las amibas cosechadas y

alcanzado un botén de 4X10°, fueron mantenidas congeladas a -70°C (95).
7.4. Proteinas a partir de trofozoitos

Se descongeld el botén de trofozoitos (4X10% y se resuspendid en 80 mL de
solucion amortiguadora de tris 20 mM, pH 7.8 en presencia de inhibidores de
proteasas: E-64 10 uM, benzamidina 6.4 mM y fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 0.5 mM. La suspension fue sometida a tres ciclos de congelacion a
-70 °C y descongelacion a 37 °C. La suspension se centrifugo a 18,000 r.p.m.
durante 60 minutos a 4 °C. El sobrenadante se fracciono en 8 mL en un total de

10 tubos y se congelo a -70 °C (95).
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7.5. Determinacion de concentracion de proteina

La determinacion de la concentracion de proteina, de las diferentes fracciones
de las técnicas utilizadas en la purificacion, se hizo utilizando el método de
Lowry (167). Utilizando como curva de referencia albumina sérica bovina en un
rango de 20-100 pg de proteina, y obteniendo las lecturas en el

espectrofotometro a una longitud de absorbancia de 590 nm.

7.6. Determinaciénde la actividad de porina amibian a

El ensayo de la actividad de porina se sustent6 principalmente por la propuesta
realizada de Loew y colaboradores (168), para este ensayo se requirié del uso
de muestras de liposomas y se prepararon, siguiendo la descripcién de Pick, U.
(169), utilizando fosfatilcolina a una concentracion de 40 pg/mL en una solucién
amortiguadora de K,SO, 50mM / EDTA 0.5 mM / maleato tris 50 mM, pH 5.2
para el momento del ensayo se diluyeron los liposomas a 1:4,000 en solucién

amortiguadora antes mencionada.

Para verificar el funcionamiento del sistema de liposomas se utilizé la adicion
de un ionoforo de valinomicina a 1 uM y se monitoredé mediante la fluorescencia
del colorante de yoduro de 3,3 -dietiltiodicarbocianima (1uM). El
comportamiento de la fluorescencia se obtuvo mediante el espectrofotometro
de fluorescencia usando longitud de onda de excitacién y emisién de 620 nmy
670 nm respectivamente (170,171); por otro lado, las diferentes muestras
obtenidas en los diferentes pasos de la purificacion, fueron sometidas a
evaluacion en el ensayo de actividad en presencia de los liposomas y con los

amortiguadores correspondientes para obtener el perfil de actividad

41



despolarizante por dicho sistema. Se analiz6 el curso temporal de la actividad

de porina (Figura 7).

7.7. Purificacion del amiboporo

La purificacion del amiboporo se realizO6 en 3 etapas consecutivas: 1)
cromatografia de filtracibn molecular; 2) cromatografia de intercamcio ionico; y
3) mediante electroelucidon. Todos los procedimientos se realizaron a 4 °C y las
diferentes muestras del proceso de purificacion se mantuvieron en hielo,
también en cada una de las fases de purificacion, las muestras de interés se
sometieron a electroforesis (172) desnaturalizante y a la medicion fluorométrica
de la disipacion del potencial en liposomas, previamente a la determinacion de

la concentracion de proteina.

7.8. Cromatografia

Se pasaron diez lotes de 8 mL de sobrenadante amibiano (22 mg/mL) por la
columna de superdex 200 (filtracion) usando amortiguador de tris 20 mM pH
7.8 con E-64 10 uM en el cromatégrafo de alta resolucion. Las fracciones que
contenian una mayor cantidad de amiboporo fueron (F47-F52) seleccionadas y
reunidas en un solo lote (95) y que a su vez fue ultrafiltrado 10X en una
membrana de 3,000 kDa. Se centrifug6 a 18,000 r.p.m. por 30 minutos a 4 °C y
se dializé en tris 20 mM pH 7.8 + E-64 10 pM. Se continuo6 con la cromatografia
de intercambio aniénico con 10 mL de muestra (4 mg/mL) con actividad de
porina y utilizando dos amortiguadores; siendo el primero de tris 20 mM pH 7.8
mas E-64 10 uM y el segundo, el mismo amortiguador con NaCl 1 M, se aplico
en el cromatdgrafo un gradiente discontinuo y se desprendio el amiboporo con

una fuerza iénica de NaCl 0.1 M, se realizaron tres corridas iguales, la muestra
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con porina amibiana se ultrafiltr6 con una membrana de retencion de 3,000
kDa, hasta un volumen de un mililitro y medio, finalmente se dializ6 en

amortiguador de tris 0.025 M, glicina 0.192 M.
7.9. Electroelucion

A la muestra que contenia el péptido de porina en 1.5 mL (12 mg/mL) se le
adicion6 1 mL de amortiguador nativo con azul de bromofenol. La muestra fue
inyectada en el sistema de electroelucion (Prep-Cell de Bio-Rad). El gel no
desnaturalizante se mont6 en el tubo de 37 mm. La electroelucion se llevo a
cabo con la solucion de corrida de tris-glicina a una potencia constante de 10
watts, con un flujo de elucion de 0.75 mL/min (173). Las fracciones
electroeluidas (de la 1 a la 80) fueron analizadas mediante PAGE nativo y
desnaturalizante; los geles al 16 % fueron tefiidos con solucion de nitrato de
plata y se midid6 la actividad fluorométrica de las fracciones, las que
presentaron actividad despolarizante, se reunieron para constituir una muestra
Gnica, la cual fue analizada nuevamente mediante SDS PAGE vy por

espectrofotometria de fluorescencia.
7.10. Secuenciacion aminoacidica del amiboporo

La secuenciacion de la muestra de interés fue llevada acabo por el Dr.
Guillermo Mendoza', en la Facultad de Medicina de la UNAM; para ello, se
corrio un gel al 16 % en condicion nativa, se recortd la banda del péptido
amibiano y se triturd el gel que contenia la banda y posteriormente se llevo a
cabo el método convencional de degradacion de Edman (174) en un
secuenciador de proteina complementado con un cromatografo liquido de alta

resolucién y la masa molecular fue determinada por espectrometria de masa.
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7.11. Obtencibn de anticuerpos policlonales de cone jo contra

amiboporo A

La muestra pura y con actividad se utilizO como antigeno para inmunizar dos
conejos; para ello se mezclé en proporciones iguales la muestra (40ug/200ul) y
de adyuvante incompleto de Freund, cada inmunizada fue en dos vias
(intramuscular y subcutanea) por dos ocasiones con un intervalo de 15 dias
entre una y otra inmunizacién, en el tercer y cuarto estimulo no se utilizé
adyuvante. Los animales fueron sangrados, el suero pre inmune fue obtenido

antes de la inmunizacion.

La inmunoreactividad de cada uno de los sueros se ensayo por inmunodifusion

en agarosa al 1 % (175).

7.12. Purificacion de 1gG’s anti-amiboporo del suer o de los conejos

El suero de cada conejo fue precipitado lentamente con sulfato de amonio
saturado en una relacién 1:2 a temperatura ambiente y se almacend a 4°C
durante la noche. El suero precipitado se centrifugd a 14,000 r.p.m. durante 30
minutos, el botdn obtenido se resuspendio en 15 mL de amortiguador tris 10
mM pH 7.4, se dializ6 en una bolsa de retenciéon de peso molecular de 12,000-
14,000 Da contra 4 L de amortiguador tris 10 mM, pH 7.4, repitiendo esta
operacion dos veces mas. Las gamaglobulinas fueron sometidas a
cromatografia de afinidad a través de una columna de sefarosa-proteina A,
previamente equilibrada con un amortiguador tris 10 mM. Se hizo pasar por la
columna la suspension de gamaglobulina, que se une a la proteina A, se eluy6
con 2 mL de glicina 0.1 M pH 2.2 y fue neutralizada con [11.0 mL de tris 1.5 M,

pH 8.0 y el volumen total de las IgG’s colectadas se dializ6 nuevamente contra
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tris 0.01 M pH 7.4 para finalmente ultrafiltrarlo en un amiconde 50 mL con una
membrana diaflo PM-10 hasta una concentracién de 1.0 mg/mL. Las IgG’s

puras de los conejos se almacenaron en alicuotas de 1 mL a 0 °C (176).

7.13. Ensayo de especificidad de las IgG’s anti-ami  boporo sobre extractos

de Entamoeba histolytica, Leishmania mexicanay Trypan  osoma cruzi

La especificidad de las IgG’s anti-amiboporo fue corroboradapor el analisis de
Western Blot de acuerdo a Towbin y col. (177), contra un lisado total de un
boton de células de trofozoitos de Entamoeba histolytica HM-1:IMSS, de
células de L. mexicanay T. cruzi, cada una de las muestras tratadas con EDTA
10 mM, iodoacetamida 100 uM y E-64 0.2 uM. Se incluyé como control positivo
un lisado de amibas tratado de la misma manera y muestra pura de amiboporo
(3.2 pg). Todas las muestras fueron ajustadas a 10 ug de proteina y tratadas
con agente reductor (10% B-mercaptoetanol). La transferencia se llevo a cabo
en papel de nitrocelulosa y se utilizaron 1.25 pg/mL de IgG’s de conejo anti-
amiboporo, finalmente se tratd con una dilucion 1:120,000 del anticuerpo
secundario proveniente de cabra anti-lgG’s de conejo peroxidado. Las tiras

fueron reveladas por quimioluminiscencia (178).

7.14. Sueros humanos (SH)

Los 47 sueros humanos examinados fueron obtenidos de pacientes de los
servicios de Infectologia, Gastroenterologia y Medicina Interna del Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga”,éstos fueron clasificados en cuatro
grupos. El grupo A incluye 25 sueros de pacientes con diagndstico clinico de
absceso hepatico amibiano (AHA); en el grupo B se incluyeron 7 sueros

obtenidos de individuos sanos; el grupo C estuvo constituido por los sueros de
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9 pacientes con absceso hepatico piogéno (AHP), y finalmente el grupo D
consistié en 6 sueros, 3 provenientes de pacientes con leishmaniasis y 3 con

tripanosomiasis.

Los sueros se obtuvieron a partir de 5 mL de sangre venosa de cada paciente
previa autorizaciéon de cada uno para realizar los estudios en la investigacion

biomédica.

7.15. ELISA

Para la realizacion del ensayo de ELISA se utilizé 0.6 ug de antigeno de
amiboporo puro, fue fijado por pozo (por triplicado para cada suero a analizar)

en una placa de 96 pozos.

Se agregaron por pozo 100 ul de una dilucién 1:100 de cada uno de los sueros
pertenecientes a cada uno de los cuatro grupos descritos previamente. Se
agregaron por pozo 100 ul de una dilucién 1:12,000 del anticuerpo secundario
peroxidado, hecho en conejo anti-IgA, 1gG e IgM’s de humano; y se revelé con
“TMB peroxidase substrate” (sustrato de tetrametilbenzidina para peroxidasa) y
solucion B para peroxidasa. La reaccion se detuvo con 100 pl de acido fosfoérico

1M.

Se realizo6 la lectura de las muestras a una longitud de onda de 450 nm (179) y
se calculé el punto de corte de cada muestra analizada, considerando
igualmente la desviacion estandar y aplicando la siguiente formula: [3 X D.s.
(Desviacidon estandar) + el promedio de control negativo]; posteriormente se

resto el punto de corte al valor promedio de cada muestra y cuando el resultado
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fue mayor al punto de corte se consideré positivo; de lo contrario, si el resultado

fue menor o igual al punto de corte se considerd negativo.

7.16. Western Blot (WB) del amiboporo y los sueros humanos

Se llevo a cabo una electroforesis desnaturalizante al 16 % de poliacrilamida
con 40 ug de muestra de amiboporo puro dispuesto en el carril tnico formado
por el peine de un solo diente. La corrida se detuvo al llegar el frente de avance
justo al final del gel. El gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa de
acuerdo a Towbin y colaboradores (177) y fue bloqueada con leche al 5 % en
un amortiguador TBST por una hora, a temperatura ambiente; posteriormente
la membrana se cort6 en tiras para poder incubar con cada uno de los sueros.
Cada tira fue incubada durante toda la noche con una dilucion 1:200 del suero
correspondiente. Se analizaron los 47 sueros. Se utilizd una dilucién 1:5,000 de
un anticuerpo secundario de conejo peroxidado anti-IgA, IgG e IgM’s de

humano. Las tiras se revelaron con quimioluminiscencia.

7.17. Analisis estadisticos

El andlisis estadistico se realizd6 con una curva ROC (Receiver Operating
Characteristics Curves). Se decidié evaluar el desempefio de calidad de dos
pruebas de diagnoéstico: ELISA usando el extracto rico en membranas de
trofozoitos amibianos como antigeno (Tabla 10) y el ensayo de ELISA
utiizando amiboporo puro (Tabla 11). Por esta razdén, los valores de
sensibilidad y especificidad de estos dos ensayos se calcularon con el

resultado de WB (método corroborativo) como estado de condicién verdadera.
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8. Resultados

Una vez realizado el cultivo masivo de trofozoitos de E. histolytica de la cepa
HM-1:IMSS virulenta y obtenido un botén celular de 4X10° se obtuvo una
concentracion total de proteina del sobrenadante amibiano de 1,760 mg; se
realizaron diez corridas cromatograficas en la columna de superdex 200 con la
propiedad de filtracion, en el cromatdgrafo de alta resolucion de las diez
corridas realizadas se presentd un perfil cromatografico de uno de ellos.

(Figura 6)

T46 PM25kDa

ABS 280nm

+—— T35 PM67kDa

-«—

AMIBOPORO
Fraccion 47-52

L L L L L T T B T T L

No. Fracciones ( 5ml/ tubo)

Figura 6 .Cromatograma de las fracciones obtenidas por filtr acion molecular. Se
muestra el perfil de las lecturas de la absorbancia a 280 nm de cada una de las
fracciones obtenidas por cromatografia de filtracion del sobrenadante amibiano
(columna superdex 200). De todas las fracciones, solamente la zona (47-52)

mostraron mayor actividad formadora de poros.
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En cada una de las fracciones obtenidas en la cromatografia de filtracion, la
actividad de amiboporo fue monitoreada fluorométricamente por la disipacion
del potencial de difusion, inducido por un ionéforo de valinomicina en
liposomas. Se identific6 una mayor actividad de porina en la zona 47-52 de las
fracciones. Se muestra la actividad de ese lote en la siguiente figura

espectrofluorometrica (Figura 7).
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Figura 7 . Curso temporal de la desporalizacion de liposomas por el lote 47 -52. La
actividad del amiboporo se monitore6 fluorométricamente en liposomas de fosfatidil
colina. Utilizando como control amortiguador de tris 0.02 M pH 7.8 y en otro momento

se utilizo el lote 47-52 que contenia amiboporo.
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Como se menciond previamente, en la segunda etapa de la purificacion se

llevé acabo la cromatografia de intercambio idnico (anionico), se realizaron tres

corridas y se presenta el perfil cromatografico de una de ellos (Figura 8);

proceso realizado también con el cromatografo de alta resolucion en

condiciones de temperatura de 4°C.

Absorbancia 280 nm

0.05 -

0.25 2do Eluyente
1.0 M NacCl
0.2 Amortiguador
0.0 M NaCl
0.15 1er Eluyente
Amiboporo

0.1 M NaCl

0 ‘ P — — = v e o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
No. de fracciones

Figura 8. Columna de intercambio ionico por gradiente disco ntinuo. Perfil
cromatografico de intercambio anidnico, obtenido a una absorbancia a 280 nm.
Utilizando como eluyente el amortiguador de tris 20 mM pH 7.8 + E-64 y como

eluyente: NaCl 0.1 M y enseguida NaCl 1.0 M.
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La actividad formadora de poros en liposomas se detect6 en el primer pico

eluido con NaCl 0.1 M. La figura 9 nos muestra dicho resultado.
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Figura 9. Curso temporal de la despolarizacién de liposomas del pico eluido

con NaCl 0.1 M, correspondiente al amiboporo . ldentificando la actividad de
amiboporo en una de las tres fracciones obtenidas en la cromatografia
i6nica,correspondiendo Unicamente a la fraccion que se desprendié con una fuerza

i6nica de 0.1 M de NaCl.

Los resultados obtenidos en la purificacion de las dos cromatografias, como
fueron de filtracion e intercambio iGnico, redujeron el numero de contaminantes
molecularesen la muestra, sin embargo, se decidi6 emplear el sistema de
electroelucion, y de dichas fracciones obtenidas, se llevd acabo un analisis

electroforético tanto desnaturalizante, como nativo en geles al 16%, mismos
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gue se revelaroncon plata (Figura 10). Y también se realizdé el ensayo de

inmunoelectrotransferencia con anticuerpos policlonales de conejo.

Eluidos
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

38 39 40 41 42 43

LT

ELECTROELUCION

C/ SDS
| . I | S/ SDS
Figura  10. Inmunoelectrotransferencia y andlisis electroforético

desnaturalizante (c/SDS) y nativo (s/SDS) de las fr acciones donde estaba

presente el amiboporo. Fracciones recuperadas mediante electroeluciéon nativa
que fueron analizadas por electroforesis desnaturalizante y nativa. Se muestra el
patrén electroféretico de las fracciones 38-43, ya que fueron las que mostraron
actividad formadora de poros; sin embargo, el lote final fue de la 40-42 como

muestra de amiboporo puro.

Aunque el amiboporo se purificO en otro proyecto de investigacion a partir de
trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM-1:IMSS virulenta como se describio
en Gonzalez A. y cols. (180), fue necesario obtener nuevamente lamuestra

pura para el presente proyecto. La muestra pura fue analizada
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electroforéticamente en geles al 16% de poliacrilamida, tefiidos con solucién de
nitrato de plata (Figura 11). Se obtuvo una banda con un peso molecular de
alrededor de 10 kDa. La secuenciacion por espectrometria de masas de 8
residuos aminoacidicos: KLIQIEKV alineé en el Blastp en un 100% con “el
péptido precursor del amiboporo A” de E. histolytica HM1:IMSS, con numero de
acceso: XP_653265.1 (ver tabla 6). En lo que respecta a la comprobacion de
su actividad, el resultado del ensayo despolarizante en membranas de

liposomas (Figura 12) indic6 actividad de porina.

@ | = ~mivoporo

10 kDa —

Figura 11. Pefrfil electroforético del amiboporo purificado d e E. histolytica cepa
HM-1:IMSS. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 16% para la

determinacion del grado de pureza de la molécula de amiboporo.
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INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA
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Figura 12. Curso temporal de la despolarizacion de los lipos omas por
amiboporo A. A) medicién de la fluorescencia al afiadir una suspension tris (20
mM, pH 7.8) a liposomas. B) en este caso, la molécula de amiboporo se afiadi6 a
la celda con liposomas. Se observa un cambio radical en la medida de
fluorescencia causada por la difusion del colorante de cianina en los liposomas

en el medio, lo que implica que la molécula muestra actividad.
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En la tabla 5 se resumen las cantidades de proteina inicial, y recuperadas en
las distintas etapas de la purificacion del amiboporo utilizado en este trabajo de

investigacion.

Tabla 5. Rendimiento obtenido en los diferentes pas  os de la purificacién del amiboporo.
Se indica la concentracién proteica, determinada por el método de Lowry de cada una de las

técnicas empleadas en la purificacién del amiboporo.

Fases de Proteina % de recuperacion de Concentracion Volumen (mL) Numero de
purificacién total (mg) proteina con actividad (mg/mL) por “corrida” corrida

Extracto

176 100 22.0 8.0
amibiano
Columna de

120 6.8 4.00 30.0 10
filtracion
Columna de
intercambio 12.0 0.68 8.00 15 3

iGnico (anionico)

Sistema de
0.65 0.03 0.217 3.0 1
electroeluciéon

A continuacion, se muestran los datos de confirmacion con la secuenciacion de
aminoacidos, obtenida de la muestra pura de E. histolyticade la cepa HM-1:

IMSS virulenta (Tabla 6).

55



Tabla 6. Resultado del andlisis de la secuenciacion

del amiboporo. Es la secuenciacion por

espectrometria de masas de 8 residuos aminoacidicos, que alineé en el Blastp en un 100% con

el péptido precursor del amiboporo A de E. histolytica.

1. gi| 46015023

[Jcheck to include this hit in error tolerant search

Query
175

EEEEE
"
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[=x]

L | |ea
(SR [P e
g P

Lo
o
o

o
)
s

o
o
pt

o
=]
o

EEEEEEHEEE
I
[

=
]
-+

Ohserved

452.
453.
453,
468.
486.
486.
488.
5i6.
572.
588.
596.
635.
6735,
929.
952.

7260
7458
7461
7152
2847
2866
2451
2929
21758
2709
2683
3219
3003
0023
9945

Mass: 3239

Mr{expt)
903.4374
905.4770
905.4776
935.4158
970. 5548
970, 5586
974.4756
1110,5712
1142,5370
1174,5272
1190.5220
1268.6292
1348.5860
1855.9900
1903.9744

Proteins matching the same

gi| 67475078

pore-forwing peptide amechapore L precursor [Entamoeba histolybica HM-1:IM33

Mass: 10495

Score:

Mricalc)

903.
905,
905,
935.
910,
910,
914,
1110,
1142,
1174,
1190,
1268,
1348,
1856.
1903,

4484
4858
4§58
4205
5699
5699
4§55
5743
5464
5635
5406
6434
6098
0077
9924

410

Matches: 15(7
Chain &, Solution Structure Of The Pore Forming Toxin Of Entamoeba Histolytica (Imoebapore L)

Delta Miss Score

.0109
. 0088
0082
. 0046
. 0150
0112
009§
0031
0094
0363
.0186
L0142
0237
L0176
.0180

set of peptides:

Score:

410

0

{48)
{46)
47
51
30
(24)
(30}

(73 0.

105
(30
(53)

84 1.

(27)

108 4.

52)

Matches: 15(7

Sequences: £ (6]

0.047 1
0.071
0.054

0.033
12

ooo17

0.015
le-05

6.2
2e-08

e e T T C R
[ — T — N — O T —

Sequences: 6(6)

emPAI: 11.10

Expect Rank Unigue Peptide

K.VDANAICAK.T
K.VLDFGIDK.L

K.VLDFGIDE.L

K.VDABAICAK.T + [+31.9721 at C7]

K.LIQLIEDE.V

K.LIQLIEDE.V

K.VDLHAICAK.T + [+71.0371 at C-tem K]
K.ASGFIATLCTR.V

K.ASGFIATLCTE.V + [+31.9721 at (9]
K.ASGFIATLCTK.V + Phospho (ST); [-15.9772 at C9]
K.ASGFIATLCTK.V + Phospho (ST)

K.VEDYISSLCHE. A

K.VEDYISSLCHE.A + Phospho (ST)
K.LILIEDKVDAHATCAK. I

K.LIQLIEDEVDANATICAK.T + [+47.9847 at C15]

Los resultados de la especificidad de los anticuerpos anti-amiboporo para los

diferentes

lisados totales de E. histolytica, Leishmania,Trypanosoma vy

amiboporo se presentan a continuacion y no existe reactividad cruzada para los

extractos de Leishmania y Trypanosoma (Figura 13).
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Figura 13 . Inmunoelectrotransferencia de lisado total de mue  stras parasitarias.
Especificidad del anticuerpo anti-amiboporo (policlonal de conejo) en diferentes
extractos de parasitos protozoarios mediante WB. 1) E. histolytica, 2) L. mexicana, 3)

T. cruzi, 4) Amiboporo.

Los ensayos cuantitativos de los sueros humanos por ELISA, utilizando como
antigeno un extracto proteico rico en membranas de amibas donde
previamente se realizé un diagnéstico clinico de absceso hepatico amibiano y
absceso hepatico pidgeno (dafio inducido por bacterias),se presentan en la

siguiente tabla 7:
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Tabla 7. Ensayo de ELISA utilizando como antigeno e | extracto proteico rico en

membranas de trofozoitos amibianos con sueros de pa  cientes. A: diagnéstico clinico de
absceso hepatico amibiano. B: sugerencia clinica de absceso hepatico piégeno (N); >pc mayor
al punto de corte - positivo: <pc menor al punto de corte - negativo. Los nimeros

corresponden a una clave interna de cada paciente.

Promedio Punto de
Suero Resultados Interpretacion
490 nm corte

A81 0.90 0.52 >pc +

A82 0.83 0.52 >pc +

A83 0.54 0.52 >pc +

A84 1.20 0.52 >pc +

A89 0.73 0.52 >pc +
Al01 1.40 0.52 >pc +
Al19 1.20 0.52 >pc +
Al21 0.65 0.52 >pc +
Al123 1.30 0.52 >pc +
A126 1.14 0.52 >pc +
Al129 1.10 0.52 >pc +
Al31 0.71 0.52 >pc +
Al133 0.65 0.52 >pc +
Al138 0.63 0.52 >pc +
Al139 0.90 0.52 >pc +
Al140 0.80 0.52 >pc +
Al41 0.59 0.52 >pc +
Al148 1.30 0.52 >pc +
Al49 1.00 0.52 >pc +
A150 0.73 0.52 >pc +
Al54 0.90 0.52 >pc +
A155 0.90 0.52 >pc +
A158 0.90 0.52 >pc +
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A160 0.73 0.52 >pc +

A162 0.60 0.52 >pc +
N129 0.40 0.52 <pc -
N131 0.30 0.52 <pc -
N132 0.18 0.52 <pc -
N134 0.45 0.52 <pc -
N136 0.50 0.52 <pc -
N137 0.20 0.52 <pc -
N138 0.10 0.52 <pc -
N139 0.10 0.52 <pc -
N152 0.34 0.52 <pc -

A continuacion se presentan los resultados obtenidos por el ensayo de ELISA
con los 47 sueros de pacientes de las cuales se usaron 25 sueros de pacientes
con diagnéstico de absceso hepatico amibiano y 9 sueros de pacientes con
absceso hepatico pidgeno, en donde se agruparon en 4 grupos y se utilizé

como antigeno el amiboporo puro de E. histolytica virulenta (Tabla 8).
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Tabla 8. Ensayo de ELISA utilizando el antigeno pur o de amiboporo (0.6 pg) con los

diferentes grupos de sueros:Grupo A, pacientes con sugerencia clinica de Absceso Hepatico
Amibiano (AHA SC), mismos sueros A de la tabla 7; Grupo B, sueros de sujetos sanos (S);
Grupo C, pacientes con Absceso Hepatico Piégeno (AHP); Grupo D, pacientes con

Leishmaniasis (L) y Tripanosomiasis (T). Resultados: negativo (-) y positivo (+).

Promedio
Grupos  Sueros Punto de corte Resultados Interpretacion
450 nm

A81 0.213 0.264 0 -

A82 0.990 0.329 0.669 +

A83 0.164 0.251 0 -

A85 1.164 0.386 0.777 +

A89 0.273 0.395 0 -

Al101 0.674 0.268 0.405 +

Al19 1.634 0.366 1.267 +

Al121 1.944 0.348 1.595 +

A123 1.173 0.306 0.866 +

Al126 0.618 0.405 0.212 -

A Al129 1.585 0.271 1.313 +
AHA Al31 1.439 0.256 1.182 +
(SC) A133 2.450 0.280 2.169 +
A138 0.434 0.253 0.180 -

A139 1.421 0.272 1.148 +

Al140 1.124 0.364 0.759 +

Al4l 0.961 0.265 0.695 +

Al148 0.681 0.279 0.401 +

Al49 1.322 0.304 1.017 +

A150 1.145 0.240 0.904 +

Al54 0.280 0.263 0.016 -

A155 0.249 0.172 0.076 -

A158 0.524 0.320 0.204 -
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(S)

(AHP)

M

(L)

A160

A162

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

N129

N131

N132

N134

N136

N137

N138

N139

N152

T1

T2

T3

L1

L2

L3

0.238

0.254

0.163

0.376

0.192

0.227

0.219

0.352

0.264

0.509

0.338

0.188

0.649

1.295

0.264

0.747

0.558

0.373

0.098

0.299

0.269

0.130

0.141

0.298

0.286

0.322

0.190

0.199

0.230

0.198

0.212

0.181

0.184

0.666

0.194

0.426

0.742

0.355

0.179

0.407

0.339

0.426

0.273

0.336

0.261

0.270

0.188

0.263

0.176

0.028

0.006

0.17

0.079

0.057

0.143

0.939

0.084

0.339

0.218

0.007

0.3

0.37
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Con respecto a los resultados de los ensayos cualitativos del amiboporo de E.
histolytica y los diferentes grupos (A-D) de suero de pacientes y las IgG’s de

conejo en el WB se presentan algunos resultados en la figura 14.

KDa

250
150 =

100
75+
50
37

25

Figura 14 . Western Blot que muestra identificacién de amiboporo por anticuerpos

especificos presentes en pacientes con SC-AHA. A) Anti-amiboporo IgG’s (conejo);
B) los sueros de SC-AHA resultaron positivos; C) sueros de sujetos sanos; D) sueros de
pacientes con leishmaniasis y con asterisco. (*) los sueros SC-AHA resultaron

negativos. (SC) Sugerencia clinica.
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Los resultados obtenidos en las pruebas de WB y ELISA usando amiboporo se

resumen en la siguiente tabla, en términos de porcentaje (Tabla 9).

Tabla 9. Porcentajes de la poblacion de sueros en e | presente estudio. A) AHA-Absceso
Hepatico Amibiano; SC-Sugerencia Clinica; B) Sanos- sueros de sujetos sanos; C) AHP-

Absceso Hepatico Piégeno; D) Leishmaniasis; Tripanosomiasis; (-) negativo; (+) positivo.

Grupos de Sueros Humanos Resultados
Grupo Suero ELISA wB ELISA wB
No. Muestras % %
(+)15 60 (+)15 60
A AHA (SC) 25 25
()10 40 ()10 40
(0 0 (0 o0
B Sanos 7 7
(-)7 100 (-)7 100
1 1112 (+)1 1112
C AHP 9 9
()8 88.8 (-)8 88.8
(+)0 0 (+)0 0
Leishmaniasis 3 3
(-)3 100 (-)3 100
D
(+)o 0 (+)o 0
Tripanosomiasis 3 3
(-)3 100 (-)3 100

Se realiz6 el analisis estadistico con la curva de caracteristica operativa
del receptor (ROC), a partir de los resultados obtenidos del ensayo de
ELISA con el extracto rico en membranas de trofozoitos amibianos como
antigeno y también el ensayo de ELISA utilizando como antigeno el
amiboporo puro y teniendo la referencia de los resultados de WB con los

sueros de AHA y AHP.
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Tabla 10. Matriz de decision: ensayo de ELISA.  Utilizando extracto

proteico rico en membranas de trofozoitos de E. histolytica.

Estatus de condicién verdadera (WB)

Positivo Negativo Total Porcentaje (%)
Positivo 15 10 25
Negativo 1 8 9
Total 16 18 34

0
€ Sensibilidad 93.75
g Especificidad 44.44

Tabla 11. Matriz de decision: ensayo de ELISA. Usando amiboporo puro,

detectando anticuerpos anti-amiboporo.

Estatus de condicion verdadera (WB)

Positivo Negativo  Total Porcentaje (%)

Positivo 16 0 16
Negativo 0 18 18
Total 16 18 34
% Sensibilidad 100
E Especificidad 100

El analisis estadistico de los datos obtenidos de lastablas 10 y 11 se muestran

en la figura 15, que nos sefala el 100% de sensibilidad y también el 100% de
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especificidad para el ensayo de ELISA con amiboporo puro tomando como

referencia los valores de WB y no asi, el antigeno rico en membranas.

107

084 '

N

Sensibilidad

o
-
n

=== | |SA por antigeno de amiboporo

/' ~—ELISA por antigeno rico en membrana
/f Linea de referencia
00 Y T T T T
(-]-] 02 o4 -1 ] o8 19
Especificidad

Figura 15. Curva ROC para los dos métodos ELISA. Utilizacion de SPSS 23.0. La
grafica muestra los resultados obtenidos de los ensayos de ambas ELISAs y se

toma como referencia el resultado de WB donde se utiliza el amiboporo puro.

9. Discusion

Hasta hoy se —cuenta con evidencias de estudios in vitro
(36,44,48,78,80,181,182) y modelos animales (183-186) queindican que la E.
histolytica tiene una amplia gama de factores de patogenicidad, entre ellos el
amiboporo (72,187) con la capacidad de dafar a la membrana de la célula
blanco. Con base en ello se purificé el amiboporo siguiendo el método descritd
por Leippe y colaboradores (95) y que se reprodujo en las fracciones obtenidas

de la columna de filtracion (Figura 6), incluyendo la ubicacion de la zona de
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actividad del amiboporo. Lo que se destaca en la figura 6 es la zona restringida
de las fracciones con actividad que mostraron un pico, con una absorbancia
minima con respecto al cromatograma total; indicando que desde un inicio la

cantidad de proteina de interés en la purificacion es poca.

Por la propiedad de la columna de filtraciébn que es preparativa y por otro lado
se utilizé un sobrenadante amibiano, por lo consiguiente era de esperar que la
fraccion obtenida no estuviera pura, por lo cual se empleé otra columna de

cromatografica de intercambio idnico.

El resultado observado en el cromotograma de la segunda columna
cromatografica indicé tres picos al emplear un gradiente discontinuo donde se
destaca que el pico con 0.1 M NaCl con el amortiguador de tris presentd
actividad de porina. Si comparamos la figura 7 con la figura 9 se interpreta que
al ser la fraccibn con menos componentes proteicos contaminantes, la
actividad de porina es mayor en la curva dela figura 9 y con un valor mas alto
de fluorescencia, como en su momento lo sefialé el trabajo de Rosenberg y

colaboradores (170).

Con el ultimo paso de la purificacionque se introdujo y que fue la electroelucién
se eliminaron las bandas proteicas mas tenues observadas en la electroforesis
desnaturalizante. Para poder identificar al amiboporo en las distintas fracciones
obtenidas (5 mL por tubo) en el colector de fracciones, que fueron 80 tubos; se
empled el ensayo de despolarizacion de liposomas para cada una de las
fracciones, determinando actividad en las fracciones 38 a la 43 y cotejando el
grado de pureza por electroforesis desnaturalizante y nativa al 16 % se

determind que de esas, solamente tres fracciones realmente estaban puras y
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con actividad, de tal manera que se hizo un lote donde se concentrd y se
cuantificd, y nuevamente se verificd la actividad del amiboporo y su pureza
como se muestra en la figura 12, donde se aprecia que tanto la pendiente de la
curva esperpendicular y el porciento de fluorescencia son mayores a las
evaluaciones anteriores. También se presentd en la figura 11 el perfil de la
pureza del amiboporo; por otro lado, se verificd por espectrometria de masas
que la molécula purificada fue el amiboporo A de E. histolytica virulenta de la
cepa HM-1:IMSS como se muestra en la tabla 6, y también se verifica en los
trabajos realizados por Leippe y colaboradores (171) y Zang y colaboradores
(80). Para tener una integracién de las magnitudes de las cantidades de
proteina en cada una de las distintas fases de la purificacion del amiboporo A;
en donde se demarca que el porcentaje de recuperacion fue de 0.03% de lo
anterior, se puede sefialar que la cantidad de amiboporo que producen la
amiba es poco o bien que el método propuesto por Leippe no es el adecuado

para purificar dicha molécula.

Una vez identificadas las moléculas purificadas como por ejemplo el
amiboporo, se utilizé como antigeno en conejos para estimularlos y producir en
ellos anticuerpos policlonales anti-amiboporo A. Se visualizé que era necesario
tener para el ensayo de WB un control positivo en el sistema de los sueros
humanos como también en el WB de los extractos totales de otros parasitos,
como podemos observar en la figura 13,no hay reaccion cruzada con los
anticuerpos anti-amiboporo, cuando menos en dos especies parasitarias
apoyando la posibilidad de utilizar el amiboporo en pruebas de diagnostico de

laboratorio para el absceso hepatico amibiano.

67



El absceso hepatico es con mucho la manifestacion mas comun de la amibiasis
extraintestinal. Como se menciondé en los antecedentes, el aumento de
anticuerpos circulantes en pacientes con AHA puede detectarse poco después
de que aparezcan los sintomas. Dicha enfermedad es una complicacion que
pone en peligro la vida de los pacientes, su diagndstico rapido y preciso es
crucial, por lo que el serodiagnéstico de los pacientes con AHA puede ser de
gran ayuda en la decision clinica y el ahorro de costos para evitar otros
tratamientos y la hospitalizacion prolongada innecesaria. Aunque la busqueda
de antigenos de E. histolytica reconocidos por los sueros inmunes de pacientes
con absceso hepatico amibiano fue referida por primera vez por Joyce y col. en
1988 (188) existen trabajos recientes (189,190) estableciendo condiciones
diferentes para los ensayos seroldgicos en el diagndstico de AHA. Lo anterior
refleja que todavia existe la necesidad de un método de diagndstico fiable para
AHA. El empleo del método de ELISA, y utilizacion de una mezcla indefinida de
antigenos de Entamoeba histolytica, es uno de los métodos serolégicos mas
utilizado por los laboratorios de diagndstico que es altamente sensible y

especifico; aparte de ser cuantitativo.

En el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, los pacientes son
diagnosticados al principio en el Servicio Médico sobre la base de los sintomas
clinicos y otras pruebas como el ultrasonido. A partir de entonces, en el
Servicio de Medicina Experimental (EMS) en el mismo Hospital, se realiza un
ELISA indirecto con las muestras de suero de pacientes para lograr un
diagnoéstico diferencial con absceso hepatico piogénico (AHP). ElI ELISA
indirecto se realiza con un extracto rico en membranas (191) como antigeno, a

partir de trofozoitos de E. histolyticaHM-1:IMSS axénicamente cultivada. La
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cepa HM-1:IMSS se considera como un cepa virulenta de referencia y se utiliza

comunmente en la investigacion y clinica de amibiasis.

Un grupo de 34 muestras de suero de pacientes del Hospital General, fue
diagnosticado (por ultrasonido) con absceso hepatico; de ellos, 25 fueron
confirmados en el EMS con AHA por su resultado positivo con el ELISA
indirecto utilizando extracto proteico rico en membranas como antigeno, y los
restantes 9 con AHP (192). Hemos informado previamente la purificacion del
amiboporo en su conformaciéon nativa y con la actividad de formacién de poro
de trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS (180); en este estudio, hemos
analizado lo mismo con las 34 muestras de sueros de pacientes mencionadas,
un ELISA indirecto y Western Blot utilizando como antigeno el amiboporo
purificado. Los resultados obtenidos por ELISA indirecto y Western Blot
utilizando amiboporo purificado fueron idénticos: los sueros positivos o
negativos por ELISA dieron el mismo resultado por WB. Se evalud la
sensibilidad y especificidad del ELISA indirecto utilizando el extracto rico en
membranas como antigeno o el amiboporo purificado. Por ello, consideramos

el resultado del WB como un estado de condicion verdadera o certera.

La sensibilidad y especificidad del ELISA indirecto con el amiboporo fue de
100%, e indicé que 10 muestras de suero que se consideraron positivas con el
ELISA indirecto utilizando el extracto rico en membranas fueron *“falsos
positivos”, por lo que estos pacientes habrian sido tratados innecesariamente.
Por otra parte, una de las muestras de suero detectadas originalmente como
AHP, resultd positiva para AHA (falso negativo), aunque no tenemos una
explicacion razonable para este resultado. Existen en la literatura estudios

serologicos para el diagnostico de AHA en los que se utilizan proteinas
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recombinantes; por ejemplo ha sido reportado (146) la piruvato fosfato dicinasa
recombinante (rPPDK) de E. histolytica como un marcador potencial en el
diagnéstico de AHA; sin embargo, aunque la especificidad de WB usando la
rPPDK fue de 100% cuando se compard con la lectina con Gal/GalNac
recombinante, la sensibilidad del ensayo fue del 93% y la especificidad del
100% sdlo se alcanza cuando se utilizan como anticuerpo secundario, uno para
el subtipo 1IgG4. Aunque los subtipos predominantes de IgG en la amibiasis han
sido: 1gG1l e 1gG4, los sueros de pacientes con AHA muestran valores de
ELISA para todos los subtipos de anticuerpos superiores a los de controles
sanos (193), por lo que se debe obtener una especificidad del 100% con una
mezcla de todos los anticuerpos presentes en los sueros de los pacientes. Una
ventaja clara de usar un antigeno purificado en su conformacion nativa sobre
una recombinante en un ensayo seroldgico es que asegura que los anticuerpos
que va a detectar son exactamente los que se generan en la respuesta
humoral. Por otra parte, la estructura nativa del amiboporo también se

corroboré por su habilidad confirmada para formar poros.

Los resultados aqui obtenidos nos permiten proponer el uso del amiboporo
purificado de E. histolytica como un marcador potencial de diagndstico para

AHA.

En el presente trabajo se menciona por primera vez el uso del amiboporo en
pruebas inmunoldgicas para la deteccion del AHA, lo que permite ampliar las
alternativas para el diagnéstico de dicha enfermedad. Otro aspecto interesante
es que al revisar los trabajos publicados en revistas especializadas de
amibiasis se encontraron en los ultimos afios muy pocos ensayos sobre

propuestas de diagndéstico de laboratorio, con la misma directriz.
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Los resultados del trabajo aportan conocimientos adicionales a las pruebas de
diagnéstico de laboratorio por lo que no hay que descartar el papel importante
gue tiene el amiboporo en el dafio inducido por los trofozoitos y de utilizar como

una herramienta corrobativa en dichas pruebas.

10. Conclusiones

v' En este estudio, mediante el uso del amiboporo previamente purificado y
utilizando las pruebas de inmunoensayo de ELISA y WB, se detectaron
anticuerpos anti-amiboporo en suero de pacientes con AHA.

v El analisis estadistico realizado con la curva de ROC resultécon 100% de
sensibilidad y especificidad en el ensayo de ELISA indirecto, por lo que nos
permite proponer la utilizacién del ensayo de ELISA como un ensayo

complementario en el diagnoéstico de AHA en humanos.
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11. Perspectivas

» Si estamos de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo y
de ser posible complementar el proyecto de investigacion en el monitoreo de
suero de pacientes con colitis amibiana para vislumbrar o discriminar el
grado de deteccion entre el AHA y la colitis amibiana.

» EIl hecho de tener los ensayos preliminares de extractos de otros parasitos
distintos a la amiba y que no se establezca una reaccién cruzada, se
visualiza un buen inicio para una prueba de deteccién y tal vez de realizar
ensayos de otras clases de parasitos intestinales que consolide al amiboporo
como un buen candidato para los ensayos de diagndstico de laboratorio.

» Probar suero de pacientes enfermos de infecciones gastrointestinales de
otros paises que no sean endémicos de la amibiasis. Con la finalidad de

obtener una mayor integracion del proceso de la enfermedad de amibiasis.
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Abstract

The presence of onfl-omeebapore antibodies was detected through an enzymatic
immunoassay linked to an enzyme (ELISA) and immune electro transference [Western Bict) in
patients with a clinical diagnosis of amoebic liver abscess (ALA).

Twenty-five samples of serum of patients from General Hospital of Mexico with a previous
clinical diagnosis of ALA were assessed. In additlon to this, the samples ebtained from other 22
subjects were evaluated to form the 4 control groups that are described as follows: 9 patients
with pyogenic liver abscess [PLA), 3 with lelshmaniasls, 3 with trypanosemiasis, and, 7 healthy
ones. Out of the patients previously diagnosed with ALA, 60% tested positive in the actual ELISA
analysis; the same outcome was obtained in the Western Blot [WB) assay. The statistical analysis
with the Receiver Operating Characteristic Curve [ROC) showed values of 100% of sensitivity
and 100% of specificity In the ELISA technique using pure amoebapore. Therefore, the ELISA with
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the amoebapore protein seems fo be a good cholce for the serum diagnosis of ALA.

INTRODUCTION

Amoebiasis is a disease caused by the Entamoeba histolytica,
which is a protozoan parasite with worldwide distribution. It
is believed that this parasite infects around 50 million people
every year, and that 110,000 of them die from complications.
One percent of the infected people may develop pathologies
such as acute amoebic colitis or amoebic liver abscess (ALA) [1-
5]; having this latter a 10-times higher frequency in men than in
women [6,7]. ALA shows up when the parasite invades the liver
from the intestine, probably through via porta; most of the cases
exist with only one abscess generally located in the right hepatic
lobe, which receives most part of the portal circulation [8,9]. The
origins of the liver abscess in a patient may be amoebic or not
[10], thus to make a specific diagnosis requires lab tests such as
the ultrasound and microbiological and immunological analyses
to corroborate the etiology [11-14].

Amoebiasis diagnosis based on the parasite’s morphology
through a microscopic analysis is highly useful; however, it

requiresa series of fresh samples and the results tend tovary a lot,
thus several analyses are needed in order to give a morphological
diagnosis [15].

The E. histolytica parasite produces an immune response in
humans: cellularas well as humorally; antibodies are produced in
patients with symptomatic amoebiasis but also in asymptomatic
patients, probably as a result of the invasion of such pathogen
[16,17].

The presence of antibodies against E. histolytica in patients
with extraintestinal amebiasis [13,18-20] has been identified by
different techniques such as complement fixation (CF), counter
immuncelectrophoresis, indirect immunofluorescence, ELISA
and Western Blot (WB).

It has been shown the increase of circulating antibodies
in patients with ALA, mainly of the IgG type, which may be
detectable one week after symptoms start, in humans as well as
in experimental animals [21]. These antibodies endure for years
after invasive amoebiasis is resolute [22,23] probably due to the
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persistence of amoebic antigens in the monocyte macrophage
system cells [17].

The increased titles of antibodies are not related to the
clinical seriousness or to the prognosis, but they do coincide with
early stages of the disease; however, such variables decrease
with treatment [24]. Statistical analysis shows a relationship
between active amoebiasis and an increase in the serum IgG
concentration; ALA patients show higher levels of IgG than those
with amoebic colitis or of healthy patients (p < 0,001) [25,26].

There are seroepidemiological studies in which 81-100% of
ALA patients and a lower percentage of patients with amoebic
colitis (50%) develop specific IgG antibodies to E. histolytica
[26-28]. A low percentage of false negatives may be due to the
late production of antibodies and false positive results are more
frequently found in endemic areas, due to past infections [16].
Overall, from all immunoglobulins, the increase in IgG has been
the most consistent in patients with symptomatic amoebiasis
[25]. Several research groups have detected, through ELISA,
certain amoebic antigens in feces and pus from liver abscesses as
well as antibodies in serum and saliva [29-32].

In some assays, a complete E. histolytica lysate was used to
identify an immunological reaction [33,34]. In regards to the use
of pure molecules for this type of assays, Gal/GalNAc lectin is the
most commen [34,35], even though there are other molecules
derived from the amoeba used for this purpose, such as the
serine-rich antigen [36] or the lipophosphoglycan [37]. On the
other hand, WB allows the detection of E. histolytica specific
antigens, which are recognized by sera from symptomatic and
asymptomatic patients [38].

ELISA and WB techniques were used in this research work
for the detection of specific antibodies for amoebapore in serum
from patients with a clinical diagnose of ALA based on the results
of ELISA using as antigen a membrane rich extract.

MATERIAL AND METHODS

Purified amoebapore

As described by Diamond et al, we got the lysate and
amoebic supernatant from the axenic culture of Entamoeba
histolytica HM1: IMSS trophozoites [39-41]. The purification of
the amoebapore was carried out in a similar way to the method
used by Leippe [42], with two adaptations: 1) the fraction was
eluted with 0.1M NaCl in the ionic exchange chromatography;
and, 2) in the last stage of purification, native electroelution
was performed. Fractions were analyzed in silver stained 16%
polyacrylamide gels electrophoresis (PAGE), in each purification
phase; amoebapore activity was monitored fluorometrically by
the dissipation of a valinomycin-induced diffusion potential in
liposomes [42,43].

Inorder to corroborate de molecule’s purity, the porin sample
was sequenced by a mass spectrometry (MS) in the Sequencing
Unity at the Medicine School of the National Autonomous
University of Mexico.

Anti-amoebapore rabbit IgG antibodies

To prepare rabbit antibodies, pure amoebapore was used as

antigen following the protocol described elsewhere [44]. At the
end of the immunization scheme, rabbits were bled and anti-
amoebapore IgGs were purified.

The specificity of 1gGs anti-amoebapore was corroborated by
Western Blot analysis [45] against total lysates of E. histolytica
HM1: IMSS trophozoites.

Specificity for anti-amoebapore IgGs assay over
Leishmania, Trypanosomes and Entamoeba histolytica
extracts

A WB assay was carried out from a complete lysate of L.
mexicana and T. cruzi button cells; each sample was treated
with 10 mM EDTA, 100 pM lodoacetamide and 0.2 pM E-64.
An amoeba lysate, treated in the same way, and a pure sample
of amoebapore (3.2 pg) were included as a positive control.
All samples were adjusted to 10 pg of protein and treated with
10 % B-mercaptoethanol. The transference was carried out in
nitrocelluloseand 1.25 pg/mL anti-amoebapore rabbit IgGs were
used. And lastly, it was treated with a 1:120,000 dilution of the
peroxidase-conjugated secondary antibody (goat anti-rabbit
1gG’s). The strips were revealed by chemiluminescence [46].

Sera

The examined 47 human sera were classified into four groups.
Group A included 25 patients’sera with ALA clinical diagnosed;
in group B, 7 healthy subjects’sera were obtained; group C
constituted of 9 pyogenic liver abscess’s (PLA) sera; and, lastly,
group D consisted of 6 sera: 3 from patients with leishmaniasis
and other three with trypanosomiasis. Sera were obtained from
5 mL of blood from each patient.

ELISA

The antigen (0.6 pg of pure amoebapore) was fixed by
microwell (each serum to be analyzed in triplicate) on a 96
plaque. A 100 L dilution of 1:100 was added by microwell of
each one of the sera belonging to each one of the four groups
previously described. Additional 100 pL of dilution 1:12,000
was added by microwell of the secondary peroxidated antibody
(rabbit anti-human IgA, 1gG and [gM), which were revealed
by TMB peroxidase substrate (Tetramethylbenzidine) and
peroxidase solution B. The reaction was stopped with 100 L of
phosphoric acid 1M. The reading of the samples was carried out
at a wavelength of 450 nm and the cut point of each analyzed
sample was calculated taking into consideration the standard
deviation (SD) and applying the following formula: (3 x SD + the
average of negative control). Next, the cut point was deducted
from the average value of each sample and when the result was
higher to the cut point, it was considered positive. Otherwise, if
the result was lesser or equal to the cut point, it was considered
negative.

Western Blot

A denaturing electrophoresis was carried out at 16 %
polyacrylamide with 40 pg of a pure amoebapore sample
available at the only lane formed by a one-single tooth comb. The
run was stopped when the advancing front reached the end of the
gel. The gel was then transferred to a nitrocellulose membrane
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and blocked with 5% nonfat milk ina TBST buffer for one hour at
room temperature. After rinsing, the membrane was cut in strips
in order to incubate each of the sera. Each strip was incubated
during all night witha 1:200 dilution of the corresponding serum;
in all, 47 sera were analyzed. A 1: 5,000 dilution of a secondary
antibody (peroxidated rabbit anti-human IgA, IgG and IgM
antibody) was used. Strips were revealed by chemiluminescence.

STATISTICAL ANALYSIS

The statistical analysis was made with a ROC curve (Receiver
Operating Characteristics Curves). We wanted to evaluate the
quality performance of two diagnostic tests: ELISA using the
membrane rich extract of amoebic trophozoites as antigen (Table
1) and ELISA using pure amoebapore (Table 2). For this reason,
the sensitivity and specificity values of these two assays were
calculated with the WB result (corroborative method) as a true
condition status.

Table 1: ELISA assay using the membrane rich extract of amoebic

trophozoites as antigen,
Average

Sera 490 hin Cut point Results Reading
A81 0.90 052 >cp +
AB2Z 0.83 052 >cp +
A83 0.54 052 >cp +
AB4 1.20 052 >cp +
A89 0.73 0.52 >cp +
ALD1 1.40 052 | sep +
A 10 05z o :
Al2l 0.65 05z >cp +
Al23 1.30 052 >Cp +
Al26 114 052 >cp +
Al129 1.10 052 >cp +
Al31 0.71 052 >Cp +
Al133 0.65 0.52 >cp +
Al138 0.63 052 ‘ >cp +
Al39 0.90 052 >cp +
A140 0.80 0.52 >cp +
Al41 0.59 052 >cp +
A8 130 052 >ep +
A149 1.00 0.52 >cp +
A150 0.73 052 | >cp +
Al54 0.90 052 >cp +
A155 0.90 052 >cp +
Al58 0.90 052 >cp +
Al6D 0.73 052 >cp +
Ale2 0.60 0.52 >Cp +
N129 0.40 052 <cp

N131 0.30 052 <cp

N132 0.18 052 <cp

N134 0.45 052 <cp

N136 0.50 052 <cp

N3 020 052 <op

N138 0.10 052 <cp

N139 010 052 <cp

N152 0.34 052 <cp

Sera of ALA clinical diagnosis (A). Clinical suggestion of PLA sera (N);
>cp higher than the cut point —positive; <cp lower than the cut point
—negative.

Gonzdlez-Canto et al. (2017)
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Table 2: Anti-amocbapore antibody identification in 47 sera analyzed.
Groups Sera i‘;;r:i‘: Cut point Results Reading
A8l 0.213 0.264 0 -
AB2 0990 0.329 0669 +
AB3 0.164 0.251 0
ABS 1164 0.386 0.777 +
AB9 0273 0.395 0
A101  0.674 0.268 0.405 +
A119  1.634 0.366 1.267 +
Al21 | 1544 0.348 1595 +
A123 1173 0.306 0866 +
A126 0618 0.405 0.212
A12% 1585 0.271 1213 +
A A131 1439 0.256 1182 +
ALA | A133 2450 0.280 2169 +
(CS)  A138 0434 0.253 0180
A139 1421 0.272 1148 +
A140 1124 0.364 0759 +
Al41 0961 0.265 0.695 +
A148 0681 0.279 0401 +
A149 1322 0.304 1017 +
A150  1.145 0.240 0904 +
A154  0.280 0.263 0016
A155 0249 0.172 0076
A158 0524 0.320 0.204
Al60 0238 0.286 0
Al62 0254 0.322 0
H1 0.163 0.190 0
H2 0376 0.199 0176
B H3 0.192 0.230 0
H H4 0227 0.198 0.028
(H) H5 0.219 0.212 0.006
Hé6 0352 0.181 0.17
H7 0.264 0.184 0.079
N129 0509 0.666 0.057
N131 0338 0.194 0143
N132 0.188 0.426 0
c N134  0.649 0.742 0 -
(PLA) N136  1.295 0.355 0939 +
N137  0.264 0.179 0.084
N138 0747 0.407 0339
N139 0558 0.339 0218
N152 0373 0.426 0
D T1 0.098 0.273 0
M T2 0.299 0.336 0
T3 0.269 0.261 0.007
L1 0.130 0.270 0
L) L2 0.141 0.188 0.3
L3 0.298 0.263 0.37
ELISA assay using amoebapore antigen (0.6 pg) with different sera
groups: Group A, patients with clinical suggestion of Amocbic Liver
Abscess [ALA); Group B, healthy subjects” sera (S); Group C, Patients
with Pyogenic Liver Abscess (PLA); Group D, patients with Leishmaniasis
(L) and Trypanosomiasis (T). Results: negative (-) and positive (+).

RESULTS

Amoebapore purification

Amoebapore was purified from of Entamoeba histolytica
HM1: IMSS trophozoites, as already described [47]. The pure
sample was analyzed electrophoretically in gels at 16% of
polyacrylamide and silver stained (Figure 1). A band with a
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molecular weight of 10 kDa was obtained. Sequencing of 8 amino
acid residues by mass spectrophotometry, the result: KLIQIEKV,
matched the Blastp in 100 % with the “peptide precursor of
amoebaopore A” of Entamoeba histolytica strain HM1: IMSS,
with the number of access: XP_653265.1. In regards to its activity
verification, the depolarizing assay of liposomal membranes
showed porin activity (Figure 2).

Specificity of the antiamoebapore antibodies for
total lysates from E. histolytica, Leishmania and
Trypanosome

Figure (3) shows as expected, our antibodies recognized pure
amoebapore (lane 4), and also in the E. histolytica lysate (lane 1),
but there was no cross reactivity with Leishmania (lane 2), nor
Trypanosome lysatee (lane 3)

Quantitative assays of human sera

Consider the 34 patients group (originally classified with
liver abscess) to compare the two ELISA assays with the WB
result (as a corroborative method). The results obtained in
ELISA with the membrane rich extract indicated that 25 sera
were positive for ALA and 9 were negative, but positive for PLA
(Table 4). The ELISA performed to the same sera, but using pure
amoebapore detected 16 positive for ALA and 18 negative (Table
5). The first assay (ELISA using membrane rich extract) shows
10 cases (55.55%) as false positives, and 1 case (6.25%) as false
negative, while the second assay (ELISA performed with pure
amoebapore) shows no false negatives nor false positives.

The sensitivity and the specificity of two assays are shown
in the Figure (1), one can see the ELISA using pure amoebapore
detecting anti-amoebapore antibodies in the sera is better as
the same assay using the membrane rich extract constituted by
multiple peptides.

Qualitative assays using human sera

The results obtained in the WB assays, with the porin of the
amoeba and the different sera groups (A-D) of the participants,
were identical to those obtained through the ELISA assays.
Figure (5) shows some representative strips of WB of each of the
analyzed groups.

|-—Amoebapore
10kDa . =

Figure 1 Purity of the amocbapore of E. histolytic, strain HM1:IMSS.
Electrophoretic profile gel at 16 % of purified Amoebapore was
stained with silver a histolytica.
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Valinomycin

FLUORESCENCE INTENSITY

Buffer

0 35 M W5 M0 15 00 M5 280 5 31S0
TINE (3)

Figure 2 Temporary course of the liposome depolarization by
Amoebapore A, A) Measured fluorescence atadding a TRIS suspension
(20 mM, pH 7.8) to lippsomes. B) In this case, Amoebapore molecule
was added to the cuvette with lippsomes. A radical change is observed
in the fluorescence measure caused by the diffusion of the cyanine dye
from the liposomes into the medium, which implies that the molecule
shows activity.

Figure 3 Inmunoelectrotransference profile of total lysate of parasite
samples. Anti-amoebapore antibody specificity in extracts from
different protozoan parasites by WB. 1) E. histolytica, 2) L. mexicana,
3) T. cruzi, 4) Amoebapore,

DISCUSSION

Liver abscess is by far the most common manifestation of
extraintestinal amoebiasis. As afore mentioned, the increase of
circulant antibodies in ALA patients may be detected soon after
symptoms appear. As it is a complication that puts patients’life in
danger, its fast and precise diagnosis is crucial, thus serodiagnosis
in patients with probable ALA may be of great help in the clinical
decision and the spare of costs at avoiding other treatments and
the unnecessary prolonged hospitalization. Although the search
for antigens of Entamoeba histolytica recognized by immune sera
from patients with amoebic liver abscess was first referred by
Joyce et al in 1988 [48] there are recent works [49,50] setting
different conditions for serological assays in the diagnosis of ALA
patients. The aforementioned reflects that there is still a need of
a reliable diagnosis method for ALA. ELISA, using an undefined
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Figure 4 ROC curve for the two ELISA methods. Using the SPSS 23.0.

Figure 5 WB showing identification of amoebapore by specific
antibodies present in CS-ALA patients’sera A) anti-amoebapore 1gG’s
(rabbit); B) CS-ALA patients” sera that came out positive; C) healthy
subjects’scra; D) patientsscra with Leishmaniasis and an asterisk. (*)
CS-ALA patients’ sera that came out negative.

mixture of Entamoeba histolytica as antigen is one of the most
popular serological methods used by Diagnostic Labs, as it is
highly sensitive and specific aside from being quantitative

At the General Hospital of Mexico, patients are diagnosed
at first, in the Medical Service, based on clinical symptoms
and further tests such as ultrasound imaging thereafter, at the
Experimental Medicine Service (EMS) in the same Hospital,
an indirect ELISA is performed on the patients serum samples
to achieve a differential diagnosis with pyogenic liver abscess
(PLA). The indirect ELISA is performed with a membrane rich
extract [51] as antigen, from trophozoites of E. histolytica HM1:
IMSS axenically cultured. The HM1: IMSS strain is considered as
a reference virulent strain, and is commonly used in amebiasis
research.

A group of 34 serum samples from patients of the General
Hospital, was diagnosed (by ultrasound imaging) as having

Ann Clin Pathol 5(1): 1103 (2017)

liver abscess; from them, 25 were further confirmed at the EMS
with ALA by their positive result with the indirect ELISA using
membrane rich extract as antigen, and the remaining 9 with
PLA [52]. We have previously reported amebaopore purification
in its native conformation and with pore forming activity from
E. histolytica HM1:IMSS trophozoites [47]; in this study, we
have performed to the same 34 serum samples from patients
mentioned above, an indirect ELISA and Western Blot using as
antigen the purified amebopore. The results obtained by the
indirect ELISA and the Western Blot using purified amebopore
were identical: those sera positive or negative by ELISA gave the
same result by WB. We evaluated the sensitivity and specificity of
the indirect ELISA using the membrane rich extract as antigen or
the purified amebopore. To do this, we considered the WB result
as a true condition status.

The sensitivity and specificity of the indirect ELISA using
amebopore was 100%, and indicated that 10 serum samples
that were considered positive with the indirect ELISA using the
membrane rich extract were “false positives”, so those patients
would have been treated unnecessarily. On the other hand, one
of the serum samples originally detected as PLA, twrned out
as positive for ALA (false negative), although we don’t have a
reasonable explanation for this result.

There are in the literature serologic studies for diagnosis of
ALA in which recombinant proteins are used; for example: it has
been reported [53] the recombinant pyruvate phosphate dikinase
(rPPDK) from E. histolytica as a potential diagnostic marker for
ALA, however, although the specificity of WB using the rPPDK
was 100% when compared to the recombinant Gal/GalNAc lectin,
the sensitivity of the assay was 93%, and the specificity of 100%
is only achieved when they use as the secondary antibody, one
to the IgG4 subtype. Although the predominant IgG subtypes in
amebiasis have been reported to be: IgG1 and IgG4, the sera from
patients with ALA show ELISA values for all antibody subtypes
higher than those of healthy controls [54] so a specificity of 100%
should be obtained with a mixture of all the antibodies present in
the patients sera. A clear advantage of using a purified antigen in

Table 3: Decision matrix: ELISA, Using membrane rich extract of
trophozoites from E. histolytica.

True condition status (WB)

Positive| Negative Total

Positive 15| 10/ 25

= Negative 1 8 9

é Total 16 18 34
% sensitivity 93,7506
i Specificity 44.44%

Table 4: Decision matrix: ELISA assay using pure amoebapore detected
anti-amoebapore antibodics. |
True condition status (WB)

| Positive Negative Total
Positive 16 0 16
*T:,: Negative 0 18 18
= Total 16 18 34
T Sensitivity 100%
e
 Specificity | 100%
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its native conformation over a recombinant one in a serological
assay is that you assure that the antibedies you are going to detect
are exactly those that were generated in the humoral response.
On the other hand, the native structure of the amebopore is also
corroborated by its confirmed hability to form pores.

The results here by obtained allow us to propose amebopore
purified from E. histolytica as a potential diagnostic marker for
ALA.
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