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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 pública. La amibiasis es una infección causada por Entamoeba histolytica, 

un protozoario parásito que tiene como hábitat el intestino grueso; sin embargo, 

puede dar complicaciones fatales como la amibiasis hepática. En los últimos años 

los estudios de investigación se han enfocado en los factores de virulencia del 

parásito (principalmente lectinas, proteasas y amiboporos), así como en los 

métodos de diagnóstico de laboratorio. Si bien se han propuesto métodos de 

diagnóstico en el pasado, estos no han sido adecuados para la detección 

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

El objetivo del estudio fue establecer la presencia de anticuerpos anti-amiboporo 

mediante inmunoensayo enzimático ligado a una enzima (ELISA) y el Western 

Blot (WB) en pacientes con sugerencia clínica de AHA. Para ello, se evaluaron 25 

muestras de suero de pacientes del Hospital General de México que presentaron 

el diagnóstico clínico positivo para AHA y se consideraron las muestras obtenidas 

de otros 22 individuos para formar los 4 grupos control que se mencionan a 

continuación: 9 pacientes con absceso hepático piógeno (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 población y se obtuvo el mismo resultado en el ensayo de 

Western Blot (WB). El análisis estadístico con la Curva de Característica 
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Operativa del Receptor (ROC) mostró valores del 100% de sensibilidad y 100% 

de especificidad en la técnica de ELISA utilizando amiboporo puro como antígeno, 

donde esta prueba estadística representa la probabilidad de que un sujeto sano 

tenga un resultado negativo en la prueba. Por lo tanto, el ELISA es una buena 

opción para el diagnóstico sérico de AHA en pacientes con enfermedades 

hepáticas utilizando como antígeno 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 
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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. Introducción 

En 1997 la Organización Mundial de la Salud (OMS) aceptó la existencia de 

amibas capaces de infectar al humano llamadas por su género y especie 

Entamoeba histolytica (E. histolytica) potencialmente patógena, con capacidad 

para invadir el intestino humano, así como otros órganos (1,2) con 

características bioquímicas, inmunológicas y genéticas que la identifican. 

Así también la OMS, define a la amibiasis como la infección ocasionada por E. 

histolyticacon o sin manifestaciones clínicas (1). Aproximadamente el 10% de 

los individuos infectados con E. histolytica desarrollaron síntomas clínicos 

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

La infección por E. histolytica tiene un amplio espectro de modalidades clínicas 

en el hospedero humano, las que van desde la infección luminal del intestino 

que cursa totalmente asintomática, hasta las formas de infección invasora 

intestinal y extraintestinal. Un gran número de individuos colonizados por E. 

histolytica eliminan espontáneamente la infección en períodos relativamente 

cortos,algunos pueden ser portadores persistentes del parásito y permanecer 

infectados por largo tiempo, excretando quistes en las heces hasta por dos 

años (4). 

En México la amibiasis es una enfermedad endémica, esto se pudo saber en 

una encuesta seroepidemiológica a nivel nacional que señalan alrededor del 

8.41 % de la población posee anticuerpos séricos anti-amibianos, lo cual se 

relaciona con el alto grado de exposición de la población mexicana a E. 

histolytica (5,6).  
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La amibiasis forma parte de las 20 causas más frecuentes de enfermedad en 

nuestro país ocupando anualmente entre el 5° y el 7° sitio en dicha lista, 

considerándose un problema de salud pública (7). El grupo de personas más 

frecuentemente afectado por la enfermedad extraintestinal, como es el absceso 

hepático amibiano (AHA), es el hombre hacia la tercera y cuarta décadas de la 

vida, siendo hasta 10 veces más común en individuos de sexo masculino que 

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

Esta infección, generalmente es el producto de factores interrelacionados que 

incluyen aspectos sociales, económicos, culturales, políticos e históricos. Por lo 

consiguiente la amibiasis afecta a miles de individuos y en el caso de no darle 

la importancia a un método de diagnóstico de laboratorio y aún más a un 

tratamiento temprano oportuno, dará lugar a complicaciones como el absceso 

hepático 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 cisteína. 

El objetivo de esta tesis es ensayar mediante 2 técnicas inmunológicas: 

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 método 

de diagnóstico de dicha patología el uso del amiboporo en técnicas 

inmunológicas como las antes mencionadas. 

Para llevar a cabo el objetivo se purificó el amiboporo y se generaron 

anticuerpos anti-amiboporo en conejos para la realización de las pruebas antes 

citadas. 
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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 año a nivel mundial (10).La 

amibiasis es una de las infecciones parasitarias con una amplia distribución 

cosmopolita, que predomina en países en vías de desarrollo y en algunas 

regiones tropicales de América Latina, África y Asia. Se le considera a esta 

infección parasitaria, como la tercera o cuarta causa de mortalidad a nivel 

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

En países de América Latina, como México, la infección es atribuida a diversos 

factores como son: los hábitos culturales, los diferentes niveles de sanidad, así 

como las inadecuadas prácticas higiénicas de la población (10,12). 

La amibiasis es transmitida por contaminación 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 acción patógena puede producir desde 

infecciones intestinales asintomáticas, hasta disentería grave o aún más 

amibiasis invasora.     

2.2. Epidemiología de la amibiasis 

La amibiasis es la causa de morbi-mortalidad en personas de muchos países 

en vías de desarrollo y continúa siendo un problema de salud pública. Esta 

infección, es el resultado de factores interrelacionados, como previamente se 

ha mencionado. Se tiene un reporte del año de 1986 de Walsh (2), donde 
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señala que aproximadamente el 10% de la población, 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 sobrevalúan la prevalencia de 

infección de E. histolytica ya que fueron obtenidas antes de la discriminación 

entre E. histolyticapatógena y E. dispar no patógena, respectivamente. En 

México, la amibiasis está dentro de las 20 principales causas de enfermedad 

en la población (14). 

Los estados de la República Mexicana que muestran el mayor número de 

casos nuevos de amibiasis son: Estado de México, Morelos, Oaxaca, Guerrero, 

Hidalgo, Tabasco, Yucatán y Chiapas (15). 

Un estudio seroepidemiológico realizado en nuestro país reportó que el 8.41% 

de la población tiene anticuerpos anti-amibianos, lo que demuestra la alta 

frecuencia de infección por este parásito en nuestro medio (5). La tasa de 

morbilidad en México por amibiasis intestinal en el periodo de 1995 a 2000 se 

ubicó entre 1,000 y 5,000 casos /100,000 habitantes con pocas variaciones 

anuales en la distribución 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 distribución por rango de edad, podemos 

señalar que las tasas más altas correspondientes a niños menores de 5 años, 

muestran valores muy cercanos a las tasas obtenidas en adultos entre 20-60 

años de edad. 
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Desafortunadamente los datos sobre las tasas de incidencia por absceso 

hepático amibiano en el país no van más allá del 2002, año en el cual se 

alcanzaron valores de 3.8 casos/100,000 habitantes, para la forma de absceso 

hepático amibiano. 

En los casos de los viajeros de corto plazo, puede ocurrir la enfermedad de 

absceso hepático amibiano, en un lapso de cuatro días y también existen 

reportes de dicha enfermedad en un tiempo de seis semanas, en zona 

endémica (16). 

2.3. Biología de Entamoeba histolytica 

Para el protozoario patógeno E. histolytica podemos demarcar principalmente 

dos etapas bien establecidas: como quiste, que es la forma infecciosa, no móvil 

y resistente; y como trofozoíto, que es la forma invasiva y móvil (17). 

2.3.1 El ciclo de vida de E. histolytica  

Se distribuye por vía oral-fecal, la infección amibiana es iniciada por la ingesta 

de quistes maduros, que pueden provenir de alimentos o líquidos 

contaminados con heces, las paredes de los quistes son reblandecidas por los 

jugos gástricos, donde puede vivir y dividirse celularmente de manera 

indefinida, en ocasiones los trofozoítos entran al torrente sanguíneo y se 

diseminan a otros órganos, más comúnmente al hígado. Los quistes y 

trofozoítos pueden ser expulsados con las heces y pueden permanecer viables, 

según las condiciones ambientales, aunque el quiste tiene una mayor 

posibilidad de sobrevivencia (9,18) (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. Haque R y col. (2003). 
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2.3.2 Quistes 

Son de estructura reducida de 5-10µm, se recubre de una pared de quitina lisa 

de 0.6 µm sumamente resistente al jugo gástrico (9,19); en el citoplasma 

pueden presentarse cuerpos cromatoidales alargados (18 µm) y de bordes 

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

Presentan, según su estado de madurez, de uno a cuatro núcleos, el 

cariosoma es pequeño, concentrado y usualmente con localización central. Los 

quistes pueden tener una viabilidad de semanas, mueren por ebullición, 

desecación, por exposición a la luz solar, calor y exposición al yodo. Cuando 

los quistes llegan al intestino comienza la división celular para dar como 

resultado la generación de trofozoítos (20).  

2.3.3 Trofozoítos 

Son pleomórficos, de dimensión variable, fluctúan entre 10 a 60 µm con 

movimientos típicos de la amiba, la emisión de manera rápida de seudópodos 

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

El trofozoíto presenta una marcada diferencia entre el ectoplasma, que es 

periférico y hialino, transparente, retráctil; los lobópodos 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 

núcleo redondo, vesiculoso, sin posición fija del endoplasma, de 5 a 7 µm de 

diámetro, con la cromatina regularmente distribuida. También se presentan 

abundantes vesículas, vacuolas y lisosomas. No poseen mitocondrias, aparato 

de Golgi, retículo endoplasmático rugoso, centriolos y citoesqueleto de 

microtúbulos (22). 
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Los trofozoítos de las lesiones intestinales son grandes con undiámetro entre 

20 a 40 µm, a diferencia de los que se encuentran en heces no disentéricas 

que tienen de 10 a 30 µm., esta forma móvil habita en el colon y sobrevive poco 

tiempo fuera del organismo, mueren rápidamente con el ácido clorhídrico y 

enzimas digestivas, y por estas razones no son importantes en la transmisión 

de la enfermedad.El trofozoíto se reproduce por división binaria, tanto en el 

intestino y otros órganos del hospedero, como in vitro. 

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

tabla 1. 

 

Tabla 1. Características morfológicas de E. histolytica. Robert G.L. (2008). 

Nombre  Trofozoíto  Quiste  Observaciones  

Tamaño: 

Citoplamas: 

 

Movilidad: 

 

 

Núcleo: 

 

12-60 µm (15-30) 

Ectoplasma transparente, seudópodos 

“digitiformes” de emisión rápida. 

Progresiva y direccional. 

Endoplasma finamente granuloso. 

Inclusiones, contiene eritrocitos. 

Pequeño, cariosoma central 

puntiforme y cromatina periférica fina 

de distribución uniforme. 

+10-20 µm (12-15) 

Redondeado 

Vacuolas de glucógeno y 

barras cromatoidales con 

extremos rombos. 

 

1-4 núcleos con las mismas 

características que el 

trofozoíto. 

Quiste maduro: 4 núcleos. 

Especie patógena  

En preparaciones directas 

los trofozoítos puede 

confundirse con 

macrófagos. 
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2.4. Patología de la amibiasis 

Dentro de las primeras narraciones médicas de la patología de la amibiasis 

tenemos a S. Kartulis (1886), W. Osler (1980), T. Councilam y H. Lafleur (1891) 

y muchos más que extendieron los estudios anatopatológicos; 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 sintomática y asintomática, la amibiasis sintomática es 

primariamente una enfermedad intestinal, y cuando se vuelve extraintestinal 

generalmente afecta el hígado.  

De acuerdo con su sintomatología variable, la amibiasis intestinal puede 

producir una amplia variedad de alteraciones anatómicas. Las 

correspondientes a cuadros clínicos bien definidos se conocen como colitis 

ulcerativa amibiana, megacolon tóxico o disentería amibiana fulminante, 

ameboma o granuloma amibiano, y apendicitis amibiana. En cambio, la 

amibiasis hepática se caracteriza por la presencia de una o más áreas grandes 

de necrosis y/o “abscesos”. Además, la amibiasis extraintestinal puede afectar 

a casi todos los órganos del cuerpo; las localizaciones distintas al intestino y al 

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

dependiente de contacto, d) actividad enzimática,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 trofozoíto; una familia de proteínas formadoras de poros; así como un 

conjunto múltiple de enzimas con actividad proteolítica, entre otros.Estos son 

los factores mayores de la virulencia, causales de la lisis, la muerte, la 

destrucción de diferentes células y tejidos del hospedero  

2.4.1. Lectinas 

El primer evento de la invasión del tejido intestinal o hepático por E. histolytica 

es su contacto y adhesión a las células del hospedero. En la adhesión 

participan moléculas específicas del parásito 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 

heterodímero de 260 kDa; que está unido por puentes disulfuro y que cuando 

se reduce con β-mercaptoetanol, se disocia para dar lugar a dos subunidades: 

una pesada de 170 kDa y una ligera 35/31 kDa (25), éste está asociada no 

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

La subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc se secuenció (27) y está 

constituida por 1,291 residuos aminoacídicos, de los cuales 26 corresponden al 

dominio transmembranal, 41 al dominio citoplámatico y el resto corresponde a 

la región extracelular, rica en residuos de cisteína, en la que se encuentra el 

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

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

La subunidad ligera está representada por 6-7 genes que codifican isoformas 

con diferentes modificaciones postraduccionales y que muestran un 79-85% de 

homología entre ellos. Las principales isoformas de la subunidad 35 y 31 kDa 

tienen prácticamente la misma composición aminoacídica (29,30) aunque la 

isoforma de 35 kDa carece de la terminación de acil-glicosil-fosfatidilinositol 

(GPI), presente en la isoforma de 31 kDa. Dicha terminación permite la 

asociación de esta subunidad a la membrana plasmática y su presencia parece 

ser indispensable para la formación del heterodímero (31), así como para la 

adherencia y virulencia del parásito (32,33). 

Varios investigadores demostraron la inhibición de la adherencia de los 

trofozoítos amibianos a las células del ovario del hámster chino (CHO), 

empleando galactosa o GalNAc, pero no con otros monosacáridos, como N-

acetilglucosamina, manosa o ácido sialico (32). La adherencia amibiana 

también fue inhibida para otros tipos celulares, como células epiteliales, 

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

Se han llevado a cabo numerosos trabajos de investigación, utilizando diversos 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra diferentes epitopes de las diferentes 

subunidades, ensayos de inhibición con galactosa o N-acetil-galactosamina, así  

como estudios de manipulación genética y otros ensayos más, que han 

sugerido que la lectina, induce citotoxicidad y participa en el evento citolitico 

además, 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 trofozoítos E. histolytica(33,49). Se han descrito otras lectinas 

en las amibas que están implicadas en la adherencia y que también son 

importantes;entre ellas están la lectina de superficie celular de 220 kDa (50)que 

se caracteriza por su inhibición de la adhesión en presencia de polímeros de N-

acetil-glucosamina (51), y la adhesina de 112 kDa que fue descubierta 

mediante el uso de mutantes deficientes en adherencia (52). Esta última posee 

actividad enzimática de proteinasa de cisteína, por lo que podría también 

participar en la degradación de moléculas durante la invasión de los tejidos 

(53). 

2.4.2. Proteasas de cisteína  

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 trofozoítos en cultivos axénicos. La mayoría de los 

estudios celulares y moleculares de E. histolytica, incluyendo la secuencia 

genómica, se han realizado con esta cepa en todo el mundo. Han sido 

cultivadas durante años y se pasan a través del hígado de hámster, para 

mantener la virulencia (54). 

Las proteasas de cisteína (PCs) son responsables de la actividad proteolítica, 

predominantemente asociada con la patogenicidad en E. histolytica, esto 
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basado en muchos estudios en los que se han investigado la degradación de 

los diferentes sustratos, incluyendo las proteínas 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 hepáticos (44,55). EhPCs se encuentrantanto intracelularmente, 

como secretadas al medio y se denominan enzimas de catepsina porque su 

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 

específico se identificaron seis genes que codifican PCs (EhPC1-EhPC6). Las 

secuencias de nucleótidos de estos genes difieren en 40al 85%, y tres de ellos 

(EhPC1, EhPC2 y EhPC5) mostraron los niveles más altos de expresión y son 

las principales proteasas que representan aproximadamente el 90% de la 

expresión de PCs. Un grupo de investigación analizó 79, de 86 genes que 

codifican proteasas, mediante hibridación de microarreglos (60) y sólo 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 

expresión de solo 20 genes.  

Todos estos genes codifican para proteasas de cisteína con pesos moleculares 

calculados principalmente entre 30 y 65 kDa (60). 

De las EhPCs más estudiadas, sólo PC5 y PC112 están asociadas a la 

membrana y PC5 tiene un papel en la destrucción tisular (61,62). Se ha 
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sugerido que la capacidad de las proteasas de cisteína de degradar IgA, IgG, 

así como anafilatoxinas del complemento (C3, C3a y C5a), constituye un 

mecanismo de evasión dela respuesta inmune que exhibe el hospedero contra 

el parásito (63). 

Las proteasas de cisteína han sido consideradas, en gran medida, las 

moléculas responsables del daño 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 degradación de 

colágena, elastina, fibrinógeno y laminina, los niveles de su expresión han sido 

correlacionados con la virulencia (65). 

Por otro lado, se describió la destrucción de colágena humana, presentando 

mayor especificidad por la colágena tipo I (66). La colagenasa amibiana fue 

localizada en los gránulos electro-densos y mostró 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 expresión de IL1β e IL-8 y la 

afluencia de neutrófilos (68). Se ha reportado que cuando la actividad de PCs 

disminuye, el resultado es la no producción de citocinas inflamatorias como la 

IL-1β y IL-8 y por consiguiente hay menor inflamación intestinal y menor daño a 

la barrera de permeabilidad intestinal (69). 

Las PCs pueden tener funciones importantes dentro del parásito, tales como 

digestión de las bacterias y glóbulos rojos; activación de otras enzimas ya que 

su inhibición puede impactar en la virulencia. Los trofozoítos deficientes de PC 

fueron menos virulentos utilizando el modelo del hámster en la inducción del 

absceso hepático amibiano y además, mostraron defectos en la fagocitosis 
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(44,70). Por último, un inhibidor específico e irreversible de las PCs, es el E-64, 

el tratamiento sostenido de los trofozoítos con éste disminuye la formación del 

absceso hepático (71). 

 

Tabla 2. Proteasas de cisteína de Entamoeba histolytica  que degradan proteínas del 

hospedero y sus implicaciones en la virulencia.  Serrano-Luna J. y col. (2003). Journal of 

Tropical Medicine. 

Tejido o proteína  

blanco 

Purificado  Nombre  Mr(kDa) Comentario, Localización  

 

 

 

Colagena 

 

 

 

 

 

Laminina 

 

 

Fibronectina 

 

Gelatina 

Si 

Si 

Si 

SI 

 

Si 

No 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

No 

EhCP1 

EhCP2 

EhCP112 

EhCP5 

 

--- 

--- 

--- 

EhCP4 

--- 

--- 

EhCP112 

--- 

--- 

--- 

27 

26 

35.5 

30 

 

56 

72 

27-29 

26 

56 

27-29 

35.5 

56 

27-29 

110, 68, 

56 y 22 

In vitro, superficie 

In vitro, asociado a la membrana 

In vitro (zimograma), superficie 

In vitro (zimograma), y es esencial in vivo 

para la escisión de la red de colágeno, 

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 colágeno, medio acondicionado 

Inmunoglobulinas  

 

IgA 

 

 

Si 

Si 

Si 

Si 

EhCP4 

--- 

EhCP5 

EhCP4 

26 

70 

30 

26 

In vitro, secretado y nuclear 

In vitro 

In vitro, superficie 

In vitro, secretado y nuclear 
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IgG 

 

SI 

Si 

EhCP1 

--- 

27 

56 

In vitro, superficie 

In vitro, secretado 

Complemento  

 

C3 

 

C3a y C5a 

Si 

Si 

Si 

Si 

EhCP4 

EhCP1 

--- 

--- 

26 

27 

56 

56 

In vitro, secretado y nuclear 

In vitro, superficie 

In vitro 

In vitro 

Citoc ina 

 

ProIL-18 

 

 

proIL-1 β 

Si 

Si 

Si 

Si 

 

EhCP4 

EhCP5 

EhCP1 

EhCP1 

EhCP2 

26 

30 

27 

27 

26 

In vitro, secretado y nuclear 

In vitro, superficie 

In vitro, superficie 

In vitro, superficie 

In vitro¸ asociado a la membrana 

 

 

2.4.3. Amiboporos 

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

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

La estructura tridimensional de alta resolución de un amiboporo natural 

purificado de una amiba patógena, fue esclarecida por Espectroscopia de 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN), los resultados revelaron que contenían 

77 residuos de aminoácidos, con tres enlaces disulfuro intramolecular (72), 

similar a las proteínas como la saposina; un arreglo de 5 hélices (figura 2) que 

difieren marcadamente de la familia de proteínas, como las saposinas. El 

amiboporo presenta una estructura secundaria de α-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 protonación de un residuo de histidina. A un pH entre 4 

y 6, el residuo de histidina favorece la dimerización de la proteína (figura 3a). 

La protonación del único residuo de histidina y el proceso de dimerización 

parece ser indispensable para la actividad, y además puede ser prolongada por 

tres dímeros, llevando a una estructura como de anillo con una superficie 

exterior hidrofóbica y un interior predominantemente hidrofílico; de ahí que se 

ha propuesto un modelo en donde el amiboporo actúa perforando a la 

membrana de la célula blanco (74), y que consiste en un poro hexamérico 

(figura 3b) que tiene un diámetro de 2 nm, de acuerdo con la información 

derivada de las mediciones biofísicas en bicapas lipídicas (75). 

 

Figura 2. Estructura de amiboporo A.  Una representación de la cinta de una 

estructura media-minimizada de energía. Los enlaces disulfuro se representan en 

azul y el extremo N terminal y C se etiquetan. Las hélices están numeradas por 

números romanos.Las figuras se generaron usando el programa GRASP. 

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

 

Las vesículas 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 formación de poros en membranas artificiales, 
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exhibición de actividad bacterial y citolítica hacia células nucleadas de 

humanos (72,75,76); las características esenciales estructurales  se conservan 

en las tres isoformas que comparten entre 35 a 57 % de homología y se 

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

En el colon de humanos hay una muy estrecha relación con la amiba no 

patógena, llamada E. dispar. In vitro E. dispar es también capaz de matar 

células huésped y ellas poseen ortólogos de amiboporo llamados porosdispar. 

Mientras que las isoformas menores de poro dispar B y C son apenas 

detectadas al nivel proteína, la isoforma principal poro dispar A, puede 

encontrarse en cantidades comparables con el amiboporo A de E. 

histolytica(77). La virulencia de un parásito puede ser resultado de múltiples 

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. 

 

Figura 3. Modelos dimérico y hexamérico de amibopor o A.  (a) Una representación 

de la cinta de la proteína dimérica. Se representan cadenas laterales de aminoácidos 

responsables de interacciones electrostáticas intermoleculares. Hélice 1 y 2 forman la 

superficie hidrófoba (izquierda). (b) Representación columna vertebral de la proteína 

hexamérica para la formación 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 ácido glutámico, en posición dos, por prolina en 

poro dispar A, elimina una de las dos interacciones intermoleculares 

representadas en el modelo del dímero del amiboporo A. Este intercambio 

puede resultar de un dímero menos estable y por lo tanto puede afectar la 

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

Mediante técnicas de biología molecular utilizando ARN de interferencia se 

logró inhibir hasta un 60% la expresión del amiboporo A;los trofozoítos 

genéticamente manipulados causaron menor daño a células procariontes y 

eucariontes (78). 

Por otra parte, se demostró que los trofozoítos de E. histolytica que carecen de 

amiboporo A, debido al silenciamiento transcripcional del gen codificador, se 

volvieron avirulentos (79), demostrando que esta proteína es un factor clave de 

patogenicidad del parásito. No obstante, el amiboporo no parece ser 

indispensable para la inducción de inflamación en un modelo experimental de 

colitis amibiana (80). 

Por similitud de secuencia los amiboporos se han agrupado en la familia de las 

proteínas tipo saposina (SAPLIP)(81). Aunque los miembros de la familia 

SAPLIP tienen diferentes funciones biológicas, todos son capaces de 

interactuar con los lípidos. Con una excepción, todos ellos poseen seis 
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residuos de cisteína conservados, que están implicados en la formación del 

patrón de enlace disulfuro, característico de esta familia de proteínas (82). A 

pesar de la enorme distancia evolutiva, los amiboporos revelan una similitud de 

secuenciación sustancial con las moléculas efectoras permeabilizadoras de 

membrana de linfocitos de mamíferos, 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 información estructural y datos 

bioquímicos, se han sugerido varios mecanismos para explicar cómo las 

proteínas tipo saposina pueden formar poros de la membrana (85,86). Tanto 

para la NK-lisina como para la granulisina, se ha sugerido que la unión de las 

proteínas monoméricas a la membrana a través de sus epítopos cargados da 

como resultado la desestabilización de la bicapa lipídica (87,88), mientras que 

el mecanismo formador de poros el amiboporo A parece no ser el mismo 

(89).En cuanto al modo de acción de los amiboporos, éstos son fácilmente 

solubles en disolución, pero son capaces de cambiar a un estado insertivo en la 

membrana, por lo que tienen que enterrar extensas áreas de superficie 

hidrófoba, mientras exponen al mismo tiempo las cadenas laterales polares al 

agua. Sobre la unión a la membrana y a la inserción, los amiboporos tienden a 

oligomerizarse a entidades de mayor masa molecular; un proceso impulsado 

por la interacción péptido-péptido, como un entrecruzamiento químico (90). 

Hasta la conformación de tres pares de dímeros y formar el modelo de “varilla 

de barril” y permitir el mecanismo de inserción en la membrana y la difusión 

lateral para formar un canal lleno de agua a través del cual los iones y otras 

moléculas pequeñas, 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 características principales de los tres factores de virulencia de 

E. histolytica en la tabla 3. 

Tabla 3. Principales factores de virulencia de E. histolytica  

Factor de 

virulencia 
Características Resultados Referencia 

Gal/GalNAc- 

lectina de 

unión 

Adhesión celular, citotoxicidad 

dependiente del contacto, 

resistencia al complemento, 

citolisis y endocitosis, 

polimerización de actina. 

Este factor de virulencia 

multifuncional desempeña 

papeles críticos e importantes 

en la patogenicidad del parásito 

y es un candidato particular 

para uso en el diagnóstico. 

28,65,92,93 

Proteasas de 

cisteína 

Degradar las proteínas del 

hospedero, proporcionan 

uniones degradando el moco y 

estimulando las cascadas 

proteolíticas de las células 

blanco. 

Son moléculas con posible 

papel en la promoción de la 

invasión. 

65,94,95 

Amiboporo 

Almacenado en gránulos 

citoplásmicos y liberado 

después del contacto celular, 

forma canales de iones en las 

membranas tanto de células 

eucariotas como de bacterias 

fagocitadas. 

Moléculas con función de 

citolisis de la célula blanco. 

73,95 
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2.5. Amibiasis hepática 

En general, los abscesos hepáticos amibianos humanos son únicos y se 

localizan principalmente en el lóbulo derecho, debido al flujo 

sanguíneosecundario de la vena porta, al hecho de que el lóbulo derecho 

también recibe su irrigación por la vena mesentérica superior. Y además, de 

que la mayoría del volumen hepático se encuentra en el lóbulo derecho. 

La invasión del tejido es favorecida por la motilidad del parásito. El parásito 

cuenta con citoesqueleto dinámico de actomiosina y con moléculas de 

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

La miosina II es esencial para la motilidad de la E. histolytica a través de las 

células intestinales y hepáticas, mientras que las lectinas unidas a galactosa 

principalmente la lectina Gal/GalNAc, modula la distribución de trofozoítos en el 

hígado y su capacidad para migrar en el tejido hepático (96). Dicha lectina 

actúa como un antígeno de superficie que activa a las células endoteliales 

desencadenando la patología y la supervivencia del parásito. Las células 

estimuladas con lectina muestran un aumento inmediato en el Ca2+, lo cual 

activa nucleótidos cíclicos y otras protein-cinasas llevando a la activación de la 

cascada de las protein-cinasas activadas por mitógenos (MAPK), la activación 

de esta vía está implicada en los eventos de apoptosis, proliferación, rearreglos 

del citoesqueleto y cambios en la permeabilidad (47). 

Los pasos iniciales en la invasión tisular incluyen la liberación de proteasas por 

los trofozoítos, los cuales son capaces de degradar los componentes de la 

matriz extracelular. La E. histolytica es un protozoario citotóxico con una 

extraordinaria capacidad para lisar a las células que lo rodean. La respuesta 
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inflamatoria (principalmente neutrófilos y macrófagos), iniciada por la invasión 

del parásito contribuye al daño tisular (97). Cuando la amiba es inoculada en el 

hígado se generan áreas de apoptosis dentro del absceso. 

El absceso hepático amibiano se encuentra con mayor frecuencia en hombres 

de 20 a 40 años; sin embargo, puede presentarse a cualquier edad. Se ha 

descrito que los hombres tienen una susceptibilidad 10 veces mayor para 

desarrollar absceso hepático amibiano o disentería amibiana por E. histolytica, 

se ha encontrado que el suero de las mujeres es significativamente más 

efectivo para eliminar trofozoítos 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, escalofríos, sudoración profusa, hepatomegalia dolorosa y 

pérdida de peso. Los datos de laboratorio muestran anemia, leucocitosis y 

neutrofilia. Los métodos de imagenología; tomografía, gammagrafía, ecografía, 

resonancia magnética, etc., tienen gran utilidad en el diagnóstico de absceso 

hepático (99). En la figura 4 un corte transversal de un absceso de hígado 

amibiano de un paciente masculino. 

 

Figura 4. Aspecto macroscópico del absceso hepático  amibiano en humano. 

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

Todavía se desconoce el lapso que transcurre entre la infección con E. 

histolytica virulenta y la aparición de anticuerpos locales (100). Sin embargo, 

los estudios de la inmunología humoral y celular de la amibiasis han avanzado 

significativamente, debido al desarrollo de los cultivos axénicos de E. 

histolytica(101), como también a la producción de diferentes clases de 

antígenos a partir de los mismos (102). 

Es probable que la respuesta inmune contra E. histolytica ocurra cuando el 

trofozoíto invade los tejidos del hospedero. Tal vez en la primera fase participen 

las células inflamatorias aisladas en el lugar de la invasión, y en forma 

particular las que se encuentran en el margen de las úlceras amibianas, en 

donde interactúan de manera inevitable los antígenos amibianos y el sistema 

inmunológico.  

Es ahí, donde se lleva a cabo el primer contacto con E. histolytica, cuando han 

actuado los neutrófilos, 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 secreción 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 vía Th2 (Respuesta humoral) secretando IL-5 que 

estimula a los eosinófilos, 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 plasmáticas 

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 mayoría de los anticuerpos antiambianos 

parecen pertenecer a la clase IgG y en particular a la subclase IgG2(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 

aquellos que están 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 formación de anticuerpos de clase IgA y los 

que se encuentran en las secreciones tienen un papel protector, pero los de 

clase IgM, IgG e IgA del suero no ofrecen protección contra la reinfección por 

E. histolytica(107,108). A nivel experimental la administración de anticuerpos 

anti-E. histolytica de clase IgG no protege a los animales infectados con 

trofozoítos de E. histolytica (109). Los anticuerpos en suero pueden estar 

presentes por 3 y hasta 10 años, debido en parte a la persistencia de antígenos 

amibianos en el sistema fagocítico mononuclear y en las zonas endémicas por 

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

La presencia de anticuerpo anti-E. histolytica indica un contacto con el parásito, 

pero no se puede establecer si la infección es reciente, o se presentó meses o 

años atrás (111). La concentración de IgGs anti-E. histolytica no se 

correlaciona con la gravedad de la enfermedad invasora intestinal, o hepática 

(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 antígeno amibiano es la lectina Gal/GalNAc, que al usarse como 

inmunógeno experimental da protección, pero el emplear péptidos 

inmunogénicos de la lectina la capacidad defensiva es menor. También la 

proteína rica en serina de E. histolytica contiene inmunoprotección 

(63,108,110). 

La vía oral para introducir los inmunógenos de E. histolytica es más efectiva 

que la parenteral en la vacunación contra E. histolytica. En cultivos de E. 

histolytica al añadir las IgG anti-amiba se disminuye su proliferación 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 acción lítica de los 

anticuerpos y el complemento. 

La respuesta humoral posterior a la invasión por E. histolytica, aparentemente 

ni cura ni previene la reinfección subsecuente (112-114) que puede ocurrir en 

presencia de títulos altos de anticuerpos. 

2.7 Métodos de diagnóstico de laboratorio para Entamoeba  

Durante varios años, los investigadores han estado buscando métodos que 

permitan una evaluación precisa y confiable de la amibiasis.  Para el 

diagnóstico de la amibiasis intestinal se pueden realizar exámenes con 

microscopía fotónica que se basa en la identificación de los estadios del 

parásito (quiste y trofozoíto) del complejo E. histolytica/E. dispar en heces 

(115). Además, la especie patógena puede visualizarse en tejidos invadidos por 
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el proceso infeccioso. También a partir del cultivo in vitrose identifican por 

isoenzimas cepas patógenas y no patógenas, determinación de componentes 

antigénicos (por ejemplo, adhesina, amiboporo, proteasas) y con pruebas de 

biología molecular se diferencian el complejo E. histolytica/E. dispar, o bien a 

las diferentes especies. 

Para el diagnóstico de la amibiasis extraintestinal hay diversas alternativas: los 

estudios imagenológicos como la radiología de tórax, ecografía hepática y de 

vías biliares, la tomografía axial computarizada (TAC) y la resonancia 

magnética (RM). Así mismo, mediante las pruebas de ELISA y WB se logra la 

determinación de anticuerpos en diferentes fluidos corporales como suero o 

saliva, y de antígeno en el fluido del drenaje percutáneo del absceso hepático.. 

Adicionalmente, a todo paciente con cuadro clínico sugestivo de amibiasis 

extraintestinal se debe solicitar pruebas hemáticas que pueden revelar 

leucocitosis con neutrofilia y elevación de velocidad de sedimentación globular 

(VSG); las enzimas hepáticas (alanina-aminotransferasa, aspartato 

aminotransferasa, fosfatasa alcalina y tiempo de protrombina) pueden estar 

aumentados, con disminución de la albúmina sérica, pero no permiten 

discriminar la etiología (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 única especie que se encuentra asociada en forma definitiva y 

que causa secuelas patológicas en los seres humanos. Las otras amibas son 

consideradas no patógenas (117). 
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A continuación, se mencionan algunas pruebas de diagnóstico clínico, como 

son: 

2.7.1. Métodos microscópicos (fotónico) 

Las técnicas de microscopía empleadas en el diagnóstico clínico convencional, 

incluyen preparaciones líquidas, técnicas por concentración y frotis teñidos 

permanentemente para la identificación de trofozoítos y quistes de E. 

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

 

De los diversos métodos disponibles en los laboratorios de análisis clínicos, los 

de concentración por sedimentación están considerados como más sensibles 

que los de concentración por flotación. Sin embargo, ambos métodos son 

técnicamente complejos y consumen tiempo, además de que tienen la 

desventaja de utilizar reactivos volátiles e inflamables. Actualmente se 

implementó un método simple y rápido que consiste básicamente en la 

utilización de un detergente no-iónico llamado Brij-35 en heces humanas, los 

autores encontraron alta sensibilidad, además de que en la misma muestra se 

pueden encontrar tanto trofozoítos como quistes, a diferencia de los otros 

métodos convencionales en donde en general sólo se observan quistes 

amibianos (118). 

Cualquiera que sea la técnica coproparasitoscópica que se utilice, es de gran 

importancia la participación de personal de laboratorio altamente calificado y 

con amplia experiencia, para la adecuada manipulación y observación de las 

muestras, así como el de contar con microscopios fotónicos que tengan buena 

resolución. A pesar de que se tenga prácticamente todos los requisitos 

anteriores, el diagnóstico clínico por microscopía es el método menos confiable 
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para la identificación de las especies de Entamoeba. La sensibilidad por 

microscopía puede ser tan sólo 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 bioquímicos: 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 bifásico. 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 más utilizados, recordando que el cultivo 

axénico implica, el cultivo de parásitos en la ausencia de otras células 

metabolizadoras (123), el mantenimiento del cultivo no es fácil y requiere 

esfuerzo de mano de obra en el laboratorio de diagnóstico, se debe entender 

que los cultivos de Entamoeba son principalmente herramientas de 

investigación y no para lugares de diagnóstico (124). Otro problema es la 

eliminación de organismos no deseados en el proceso de cultivo. El cultivo de 

E. histolytica en un laboratorio de diagnóstico clínico no es factible como 

procedimiento de rutina y es menos sensible que el de microscopía fotónica 

como método de detección (123). Los cultivos de parásitos son difíciles, 

costosos y de trabajo intenso, como método de diagnóstico 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 
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el cultivo no se recomienda como una rutina de procedimiento de diagnóstico 

para la detección 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 análisis por zimograma o isoenzimático 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 

patrón y movilidad electroforética para varias enzimas: enzima málica, 

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 

almidón en el medio influye en forma variable en la mayoría de los patrones de 

zimodemos (128). Otra dificultad intrínseca 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 práctica clínica cotidiana (129), en realidad 

los análisis isoenzimáticos son en su mayoría insatisfactorios.  

2.7.3. Detección por anticuerpos 

Actualmente las pruebas serológicas pueden ser útiles en la identificación de 

infecciones por E. histolytica, a través del diagnóstico de laboratorio en países 

industriales (130-132), pero no así en áreas endémicas, en donde se tiene un 

mayor número de exposición al parásito y en donde esta situación dificulta el 

diagnóstico definitivo por detección de anticuerpos, debido a la incapacidad de 

distinguir la infección 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 detección de anticuerpos puede ser útil en el caso de AHA en los 

pacientes que no se les pueden identificar parásitos en las heces. La 

sensibilidad para la detección de anticuerpos contra E. histolytica se ha descrito 

que es del 100 % (133). 

Se han desarrollado muchos ensayos diferentes para la detección de 

anticuerpos, incluyendo hemaglutinación indirecta (HAI), látex aglutinación, 

inmunoelectroforesis (IEF), contrainmunoelectroforesis (CIEF), la prueba de 

difusión de gel amibiano, inmunodifusión (DID), fijación del complemento, 

ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI), ensayo de inmunoabsorción 

ligado a una enzima (ELISA)(134-136). Existe una variedad de ensayos para la 

detección de anticuerpos de E. histolytica en humanos; en particular en este 

trabajo se utilizaron dos métodos que fueron: a)  el ensayo de inmunoabsorción 

ligado a una enzima (ELISA) y el segundo b) el método de Western Blot (WB). 

a) El ensayo de ELISA es el más popular en los laboratorios de diagnóstico en 

todo el mundo y se ha utilizado para estudiar la epidemiología de la amibiasis 

asintomática (137). Es ampliamente considerado suficiente para fines clínicos, 

para el diagnóstico de pacientes con AHA, y puede ser fácilmente realizado en 

un laboratorio clínico. También puede ser útil en la evaluación 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 diagnóstico de AHA 

es la prueba de referencia hasta el momento, de fácil ejecución, bajo costo y 

disponible en algunas capitales y centros de referencia de algunos países 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 años, mientras 

que los anticuerpos IgG no séricos son de corta duración.  Se han realizado 

ensayos por ELISA para la detección de anticuerpos IgM contra LC3(una 

porción recombinante rica en cisteínas de la subunidad de la lectina de 170 

kDa de E. histolytica) que han resultado ser muy útiles en pacientes que sufren 

de colitis aguda de al menos una semana de evolución, ya que 45% de estos 

pacientes tienen anticuerpos IgM contra esta lectina de adhesión (140). De las 

pruebas serológicas recomendadas, las técnicas de ELISA que pueden 

detectar la presencia de anticuerpos anti-lectina a nivel sérico son las más 

utilizadas para el diagnóstico de pacientes con AHA (141). 

Sin embargo, los hallazgos y limitaciones de las pruebas serológicas en 

nuestro medio continúan en discusión. 

b) En cuanto al segundo ensayo con WB no es un método tan popular como el 

ELISA, en los laboratorios de diagnóstico puede ser útil en los exámenes de 

infecciones intestinales y extraintestinales de amibiasis. 

Ravdin y colaboradores(142) identificaron y caracterizaron proteínas 

específicas de amibas, reconocidas más frecuentementeen suero de humano 

con AHA; las IgG´sidentifican más 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 clínicos de amibiasis, a diversas moléculas 
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de E. histolytica. En resumen: el suero de pacientes con AHA resultó positivo al 

péptido recombinante de la SREHP, al péptido recombinante de la cadena 

pesada de la lectina Gal/GalNAc (145), así 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 proteína secretada por E. 

histolytica (146) ya la fosfoglucomutasa (PGM) (147). El suero de paciente con 

colitis amibiana fue positivo a la misma proteína 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. Detección por antígenos amibianos 

Se han desarrollado pruebas de ELISA con el fin de detectar en dicha prueba, 

antígenos amibianos en saliva, suero, pus hepática y en muestras fecales. Los 

ensayos de detección de antígeno tienen una sensibilidad aceptable y son 

rápidos de realizar. 

Los ensayos de ELISA basados en antígenos específicos para E. histolytica 

utilizan anticuerpos monoclonales contra la lectina Gal/GalNAc proteína rica en 

serina, lipofosfoglicano (150) la desventaja en ocasiones han sido que los 

antígenos detectados son desnaturalizados por fijación de la muestra de heces,  

lo que ha limitado a la prueba a una buena resolución. 

2.7.5. Ensayo de diagnóstico con base en biología m olecular  

Los ensayos basados en el ADN están limitados a laboratorios clínicos en los 

países 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 

parásitos en las heces, que son simples y efectivos, y son capaces de 
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aumentar la detección así como la sensibilidad cuando los ensayos se hacen 

de forma directa de las muestras clínicas. El “kit” de detección en heces 

QIAam-ADN (QUIAGEN. Hilden, German) ha probado ser un método muy 

bueno y confiable para la recuperación de ADN de la materia fecal (151). 

Sin embargo, existen algunas limitaciones, dado que las muestras fecales son 

consideradas entre las más 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 patógenos. Por lo tanto, la optimización de 

la extracción del ADN de las muestras es un paso crítico para que el ensayo de 

PCR sea exitoso. 

Otro problema que dificulta un buen diagnóstico es el transporte de las 

muestras fecales, ya que generalmente es a temperatura ambiente, dado que 

el ADN del parásito puede presentar degradación acelerada, sobre todo con los 

trofozoítos que son las formas más lábiles. Para evitar estas deficiencias en el 

transporte se recomienda que sea refrigerada o fijada con formalina (152,153). 

Es importante señalar que el uso de muestras refrigeradas o fijadas puede 

resultar en una disminución 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 día de hoy la mejor forma de 

conservar las muestras es la congelación a -20 ºC antes de la extracción de 

ADN, este procedimiento en general no altera la sensibilidad de los ensayos 

moleculares. 
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2.7.5.1.Prueba de biología molecular por reacción en cadena  de 

polimerasa (PCR) 

Por último, las pruebas de biología molecular como la reacción en cadena de 

polimerasa (PCR) se han usado esencialmente para estudios clínicos y 

epidemiológicos (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 hepáticos 

(157).  La PCR que se realiza a partir de la subunidad pequeña del gen rARN 

(18S rADN) se ha reportado que es aproximadamente 100 veces más 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 extraído de aislados de E. histolytica 

mantenida en cultivo. La PCR fue usada posteriormente en estudios 

epidemiológicos en infecciones producidas por E. histolytica y E. dispar, 

utilizando ADN purificado de cultivos de trofozoítos que provenían de materia 

fecal, probando oligonucleótidos iniciadores específicos para secuencias que 

son altamente repetidas y que están 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 detección simultánea 

y la diferenciación 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 utilización del PCR para la detección de E. histolytica en 

muestras de AHA se empleó esta técnica para la detección del producto del 

gen que codifica para una proteína de 30 kDa y se reportó un 100 % de 

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

para la detección de las especies de Entamoeba (163), su aplicación en el 

diagnóstico de rutina se encuentra muy limitada ya que la amplificación y la 

detección del ADN consumen tiempo y en países en vías de desarrollo resultan 

ser procedimientos costosos. 

A través del tiempo se han utilizado distintas herramientas para el 

diagnóstico de amibiasis, arrojando para cada caso un porciento de 

sensibilidad y especificidad (tabla 4). 

 

 

Tabla 4. Comparación de métodos de diagnóstico de l a amibiasis. 

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

tratamiento. Gómez et al (166). 

Prueba 
Colitis 

Absceso hepático 

amibiano 
¿Diferencia a E. 

histolytica? 
Sensibilidad  Especificidad  Sensibilidad  

Microscopia (heces)  <60% 10-50% <10% No 

Cultivo y determinación 

de isoenzimas 

Menor que 

detección de 

antígenos y PCR 

“Estándar de 

oro” 
<25% Si 

ELISA detección de 

antígenos (heces) 
>95% >95% Usualmente negativo Si 

ELISA detección de 

antígenos (suero) 

65% 

tempranamente 
>90% 

Tardío ±75% Primeros 3 

días 100% 
Si 

PCR (heces)  >70% >90% No disponible Si 

ELISA detección de >90% >85% Presente Infección 70- Si 
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anticuerpos (suero)  80% 

Tratado dependiendo 

del tiempo* >90% 

 

 

3. Justificación 

Hoy en día los métodos de diagnóstico de laboratorio se encuentren en algunos 

casos en experimentación; además de ser costosos y en la mayoría de los 

casos requieren de equipos especiales para su realización y aún más si no 

están validados. Hasta el momento la prueba de ELISA ha sido considerada 

por varios grupos de investigadores como un método de fácil estandarización,  

bajo costo y disponible en determinados centros de referencia. Por lo que se 

requieren métodos que consoliden los ensayos inmunológicos con la 

perspectiva de usar moléculas diferentes a las ya propuestas, como sería el 

amiboporo. 

4. Hipótesis  

Dentro de los factores de virulencia están considerados los amiboporos y 

mediante técnicas de Western Blot (WB) y Ensayo enzimático ligado a una 

enzima (ELISA) se detectan los anticuerpos anti-amiboporo en suero de 

pacientes diagnosticados clínicamente con absceso hepático amibiano. 

5. Objetivo General 

Ensayar mediante 2 técnicas inmunológicas: 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 antígeno en los ensayos  

inmunológicos: 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 hepático amibiano. 

� Comparar nuestros resultados de ELISA, utilizando el antígeno puro de 

amiboporo, con los resultados obtenidos usando extracto proteicorico en 

membranas de E. histolytica. 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1. Diagrama de Flujo (Figura 5)
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7.2. Cultivo amibiano axénico cepa HM1:IMSS virulen ta 

Los trofozoítos de E. histolytica de la cepa HM1:IMSS se cultivaron 

axénicamente en medio de cultivoTYI-S-33 suplementado con 10% de suero 

bovino y 3% de mezcla multivitamínica en condiciones anaeróbicas a 37°C 

durante 72 horas (122). 

7.3. Cosecha de trofozoítos 

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 eliminó el medio de cultivo y el botón amibiano se 

lavó dos veces en una solución amortiguadora de fosfatos de sodio, más 

cloruro de sodio a pH 7.2 (PBS-A). el número y la viabilidad de los trofozoítos 

se determina por azul tripano al 0.4 %.Finalmente, las amibas cosechadas y 

alcanzado un botón de 4X109, fueron mantenidas congeladas a -70°C (95). 

7.4. Proteínas a partir de trofozoítos 

Se descongeló el botón de trofozoítos (4X109) y se resuspendió en 80 mL de 

solución amortiguadora de tris 20 mM, pH 7.8 en presencia de inhibidores de 

proteasas: E-64 10 µM, benzamidina 6.4 mM y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 0.5 mM. La suspensión fue sometida a tres ciclos de congelación a      

-70 °C y descongelación a 37 °C. La suspensión se centrifugó 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. Determinación de concentración de proteína 

La determinación de la concentración de proteína, de las diferentes fracciones 

de las técnicas utilizadas en la purificación, se hizo utilizando el método de 

Lowry (167). Utilizando como curva de referencia albumina sérica bovina en un 

rango de 20-100 µg de proteína, y obteniendo las lecturas en el 

espectrofotómetro a una longitud de absorbancia de 590 nm. 

7.6. Determinaciónde la actividad de porina amibian a 

El ensayo de la actividad de porina se sustentó principalmente por la propuesta 

realizada de Loew y colaboradores (168), para este ensayo se requirió del uso 

de muestras de liposomas y se prepararon, siguiendo la descripción de Pick, U. 

(169), utilizando fosfatilcolina a una concentración de 40 µg/mL en una solución 

amortiguadora de K2SO4 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 solución 

amortiguadora antes mencionada. 

Para verificar el funcionamiento del sistema de liposomas se utilizó la adición 

de un ionóforo de valinomicina a 1 µM y se monitoreó mediante la fluorescencia 

del colorante de yoduro de 3,3´-dietiltiodicarbocianima (1µM). El 

comportamiento de la fluorescencia se obtuvo mediante el espectrofotómetro 

de fluorescencia usando longitud de onda de excitación y emisión de 620 nm y 

670 nm respectivamente (170,171); por otro lado, las diferentes muestras 

obtenidas en los diferentes pasos de la purificación, fueron sometidas a 

evaluación en el ensayo de actividad en presencia de los liposomas y con los 

amortiguadores correspondientes para obtener el perfil de actividad 
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despolarizante por dicho sistema. Se analizó el curso temporal de la actividad 

de porina (Figura 7). 

7.7. Purificación del amiboporo 

La purificación del amiboporo se realizó en 3 etapas consecutivas: 1) 

cromatografía de filtración molecular; 2) cromatografía de intercamcio iónico; y 

3) mediante electroelución. Todos los procedimientos se realizaron a 4 ºC y las 

diferentes muestras del proceso de purificación se mantuvieron en hielo, 

también en cada una de las fases de purificación, las muestras de interés se 

sometieron a electroforesis (172) desnaturalizante y a la medición fluorométrica 

de la disipación del potencial en liposomas, previamente a la determinación de 

la concentración de proteína. 

7.8. Cromatografía 

Se pasaron diez lotes de 8 mL de sobrenadante amibiano (22 mg/mL) por la 

columna de superdex 200 (filtración) usando amortiguador de tris 20 mM pH 

7.8 con E-64 10 µM en el cromatógrafo de alta resolución. Las fracciones que 

contenían 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 centrifugó a 18,000 r.p.m. por 30 minutos a 4 ºC y 

se dializó en tris 20 mM pH 7.8 + E-64 10 µM. Se continuó con la cromatografía 

de intercambio aniónico 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 

más E-64 10 µM y el segundo, el mismo amortiguador con NaCl 1 M, se aplicó 

en el cromatógrafo un gradiente discontinuo y se desprendió el amiboporo con 

una fuerza iónica de NaCl 0.1 M, se realizaron tres corridas iguales, la muestra 
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con porina amibiana se ultrafiltró con una membrana de retención de 3,000 

kDa, hasta un volumen de un mililitro y medio, finalmente se dializó en 

amortiguador de tris 0.025 M, glicina 0.192 M. 

7.9. Electroelución 

A la muestra que contenía el péptido de porina en 1.5 mL (12 mg/mL) se le 

adicionó 1 mL de amortiguador nativo con azul de bromofenol. La muestra fue 

inyectada en el sistema de electroelución (Prep-Cell de Bio-Rad). El gel no 

desnaturalizante se montó en el tubo de 37 mm. La electroelución se llevó a 

cabo con la solución de corrida de tris-glicina a una potencia constante de 10 

watts, con un flujo de elución de 0.75 mL/min (173). Las fracciones 

electroeluídas (de la 1 a la 80) fueron analizadas mediante PAGE nativo y 

desnaturalizante; los geles al 16 % fueron teñidos con solución de nitrato de 

plata y se midió la actividad fluorométrica de las fracciones, las que 

presentaron actividad despolarizante, se reunieron para constituir una muestra 

única, la cual fue analizada nuevamente mediante SDS PAGE y por 

espectrofotometría de fluorescencia. 

7.10. Secuenciación aminoacídica del amiboporo 

La secuenciación de la muestra de interés fue llevada acabo por el Dr. 

Guillermo Mendoza†, en la Facultad de Medicina de la UNAM; para ello, se 

corrió un gel al 16 % en condición nativa, se recortó la banda del péptido 

amibiano y se trituró el gel que contenía la banda y posteriormente se llevó a 

cabo el método convencional de degradación de Edman (174) en un 

secuenciador de proteína complementado con un cromatógrafo líquido de alta 

resolución y la masa molecular fue determinada por espectrometría de masa. 
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7.11. Obtención de anticuerpos policlonales de cone jo contra     

amiboporo   A 

La muestra pura y con actividad se utilizó como antígeno para inmunizar dos 

conejos; para ello se mezcló en proporciones iguales la muestra (40µg/200µl) y 

de adyuvante incompleto de Freund, cada inmunizada fue en dos vías 

(intramuscular y subcutánea) por dos ocasiones con un intervalo de 15 días 

entre una y otra inmunización, en el tercer y cuarto estímulo no se utilizó 

adyuvante. Los animales fueron sangrados, el suero pre inmune fue obtenido 

antes de la inmunización. 

La inmunoreactividad de cada uno de los sueros se ensayó por inmunodifusión 

en agarosa al 1 % (175). 

7.12. Purificacion de IgG´s anti-amiboporo del suer o de los conejos 

El suero de cada conejo fue precipitado lentamente con sulfato de amonio 

saturado en una relación 1:2 a temperatura ambiente y se almacenó a 4ºC 

durante la noche. El suero precipitado se centrifugó a 14,000 r.p.m. durante 30 

minutos, el botón obtenido se resuspendió en 15 mL de amortiguador tris 10 

mM pH 7.4, se dializó en una bolsa de retención de peso molecular de 12,000-

14,000 Da contra 4 L de amortiguador tris 10 mM, pH 7.4, repitiendo esta 

operación dos veces más. Las gamaglobulinas fueron sometidas a 

cromatografía de afinidad a través de una columna de sefarosa-proteína A, 

previamente equilibrada con un amortiguador tris 10 mM. Se hizo pasar por la 

columna la suspensión de gamaglobulina, que se une a la proteína A, se eluyó 

con 2 mL de glicina 0.1 M pH 2.2 y fue neutralizada con ∼1.0 mL de tris 1.5 M, 

pH 8.0 y el volumen total de las IgG´s colectadas se dializó 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 concentración de 1.0 mg/mL. Las IgG´s 

puras de los conejos se almacenaron en alícuotas de 1 mL a 0 ºC (176). 

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

de Entamoeba histolytica, Leishmania mexicana y Trypan osoma cruzi  

La especificidad de las IgG´s anti-amiboporo fue corroboradapor el análisis de 

Western Blot de acuerdo a Towbin y col. (177), contra un lisado total de un 

botón de células de trofozoítos de Entamoeba histolytica HM-1:IMSS, de 

células de L. mexicana y T. cruzi, cada una de las muestras tratadas con EDTA 

10 mM, iodoacetamida 100 µM y E-64 0.2 µM. Se incluyó como control positivo 

un lisado de amibas tratado de la misma manera y muestra pura de amiboporo 

(3.2 µg). Todas las muestras fueron ajustadas a 10 µg de proteína y tratadas 

con agente reductor (10% β-mercaptoetanol). La transferencia se llevó a cabo 

en papel de nitrocelulosa y se utilizaron 1.25 µg/mL de IgG´s de conejo anti-

amiboporo, finalmente se trató con una dilución 1:120,000 del anticuerpo 

secundario proveniente de cabra anti-IgG´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 Infectología, Gastroenterología 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 diagnóstico clínico de 

absceso hepático 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 hepático piogéno (AHP), y finalmente el grupo D 

consistió 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 autorización de cada uno para realizar los estudios en la investigación 

biomédica. 

7.15. ELISA 

Para la realización del ensayo de ELISA se utilizó 0.6 µg de antígeno 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 µl de una dilución 1:100 de cada uno de los sueros 

pertenecientes a cada uno de los cuatro grupos descritos previamente. Se 

agregaron por pozo 100 µl de una dilución 1:12,000 del anticuerpo secundario 

peroxidado, hecho en conejo anti-IgA, IgG e IgM´s de humano; y se reveló con 

“TMB peroxidase substrate” (sustrato de tetrametilbenzidina para peroxidasa) y 

solución B para peroxidasa. La reacción se detuvo con 100 µl de ácido fosfórico 

1 M. 

Se realizó la lectura de las muestras a una longitud de onda de 450 nm (179) y 

se calculó el punto de corte de cada muestra analizada, considerando 

igualmente la desviación estándar y aplicando la siguiente fórmula: [3 X D.s. 

(Desviación estándar) + el promedio de control negativo]; posteriormente se 

restó 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 consideró positivo; de lo contrario, si el resultado 

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

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

Se llevó a cabo una electroforesis desnaturalizante al 16 % de poliacrilamida 

con 40 µg de muestra de amiboporo puro dispuesto en el carril único 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 transfirió 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 cortó en tiras para poder incubar con cada uno de los sueros. 

Cada tira fue incubada durante toda la noche con una dilución 1:200 del suero 

correspondiente. Se analizaron los 47 sueros. Se utilizó una dilución 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. Análisis estadísticos 

El análisis estadístico se realizó con una curva ROC (Receiver Operating 

Characteristics Curves). Se decidió evaluar el desempeño de calidad de dos 

pruebas de diagnóstico: ELISA usando el extracto rico en membranas de 

trofozoítos amibianos como antígeno (Tabla 10) y el ensayo de ELISA 

utilizando amiboporo puro (Tabla 11). Por esta razón, los valores de 

sensibilidad y especificidad de estos dos ensayos se calcularon con el 

resultado de WB (método corroborativo) como estado de condición verdadera. 

 



8. Resultados 

Una vez realizado el cultivo masivo de trofozoítos de 

HM-1:IMSS virulenta y obtenido un botón celular de 4X10

concentración total de proteína del sobrenadante amibiano de 1

realizaron diez corridas croma

propiedad de filtración, en el cromatógrafo de alta resolución de las diez 

corridas realizadas se presentó un perfil cromatográ

(Figura 6) 

Figura 6 .Cromatograma de las fracciones obtenidas por filtr ación molecular.

muestra el perfil de las lecturas de la absorbancia a 280 nm de cada una de las 

fracciones obtenidas por cromatografía de filtración del 

(columna superdex 200). De todas las fracciones, solamente la zona (47

mostraron mayor activida
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Una vez realizado el cultivo masivo de trofozoítos de E. histolytica 

virulenta y obtenido un botón celular de 4X109 se obtuvo

concentración total de proteína del sobrenadante amibiano de 1

realizaron diez corridas cromatográficas en la columna de superdex

propiedad de filtración, en el cromatógrafo de alta resolución de las diez 

corridas realizadas se presentó un perfil cromatográfico de uno de ellos.  

.Cromatograma de las fracciones obtenidas por filtr ación molecular.

estra el perfil de las lecturas de la absorbancia a 280 nm de cada una de las 

fracciones obtenidas por cromatografía de filtración del sobrenadante amibiano 

uperdex 200). De todas las fracciones, solamente la zona (47

mostraron mayor actividad formadora de poros. 

E. histolytica de la cepa 

se obtuvo una 

concentración total de proteína del sobrenadante amibiano de 1,760 mg; se 

tográficas en la columna de superdex 200 con la 

propiedad de filtración, en el cromatógrafo de alta resolución de las diez 

fico de uno de ellos.  

 

.Cromatograma de las fracciones obtenidas por filtr ación molecular.  Se 

estra el perfil de las lecturas de la absorbancia a 280 nm de cada una de las 

sobrenadante amibiano 

uperdex 200). De todas las fracciones, solamente la zona (47-52) 



En cada una de las fracciones obtenidas en la cromatografía de filtración, la 

actividad de amiboporo fue monitoreada

del potencial de difusión, inducido por un ionóforo de valinomicina en 

liposomas. Se identificó 

fracciones. Se muestra la actividad de ese lote 

espectrofluorometrica (Figura 7

Figura 7 . Curso temporal de la desporalizaciòn de liposomas  por el lote 47

actividad del amiboporo se monitore

colina. Utilizando como control amortiguador de t

se utilizó el lote 47-52 que contenía amiboporo.
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En cada una de las fracciones obtenidas en la cromatografía de filtración, la 

actividad de amiboporo fue monitoreada fluorométricamente por la disipación 

del potencial de difusión, inducido por un ionóforo de valinomicina en 

Se identificó una mayor actividad de porina en la zona 47

. Se muestra la actividad de ese lote en la siguiente figura

(Figura 7). 

. Curso temporal de la desporalizaciòn de liposomas  por el lote 47

actividad del amiboporo se monitoreó fluorométricamente en liposomas de fosfatidil 

o como control amortiguador de tris 0.02 M pH 7.8 y en otro momento 

52 que contenía amiboporo. 

En cada una de las fracciones obtenidas en la cromatografía de filtración, la 

tricamente por la disipación 

del potencial de difusión, inducido por un ionóforo de valinomicina en 

una mayor actividad de porina en la zona 47-52 de las 

en la siguiente figura 

 

. Curso temporal de la desporalizaciòn de liposomas  por el lote 47 -52. La 

fluorométricamente en liposomas de fosfatidil 

ris 0.02 M pH 7.8 y en otro momento 
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Como se mencionó previamente, en la segunda etapa de la purificación se 

llevó acabo la cromatografía de intercambio iónico (aniónico), se realizaron tres 

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

proceso realizado también con el cromatógrafo de alta resolución en 

condiciones de temperatura de 4ºC. 

 

Figura 8 . Columna de intercambio iónico por gradiente disco ntinuo. Perfil 

cromatográfico de intercambio aniónico, 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. 

 

 

 

 



La actividad formadora de poros en liposomas s

eluído con NaCl 0.1 M. La figura 9

Figura 9 . Curso temporal de la despolarización de liposomas

con NaCl 0.1 M, correspondiente al amiboporo

amiboporo en una de las tres fracciones obtenidas en la cromatografía 

iónica,correspondiendo 

iónica de 0.1 M de NaCl. 

Los resultados obtenidos en la purificación de las dos cromatografías, como 

fueron de filtración e intercambio iónico, redujeron el núme

molecularesen la muestra, sin embargo, se 

electroelución, y de dichas fracciones obtenidas

electroforético tanto des
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ormadora de poros en liposomas se detectó en el primer pico 

ído con NaCl 0.1 M. La figura 9 nos muestra dicho resultado.  

. Curso temporal de la despolarización de liposomas  del pico eluído 

con NaCl 0.1 M, correspondiente al amiboporo . Identificando la actividad de 

amiboporo en una de las tres fracciones obtenidas en la cromatografía 

 únicamente a la fracción que se desprendió con una fuerza 

iónica de 0.1 M de NaCl.  

 

Los resultados obtenidos en la purificación de las dos cromatografías, como 

fueron de filtración e intercambio iónico, redujeron el número de contaminantes 

molecularesen la muestra, sin embargo, se decidió emplear el sistema de 

y de dichas fracciones obtenidas, se llevó acabo un análisis 

desnaturalizante, como nativo en geles al 16%, mismos 

e detectó en el primer pico 

 

 

del pico eluído 

Identificando la actividad de 

amiboporo en una de las tres fracciones obtenidas en la cromatografía 

fracción que se desprendió con una fuerza 

Los resultados obtenidos en la purificación de las dos cromatografías, como 

ro de contaminantes 

decidió emplear el sistema de 

se llevó acabo un análisis 

naturalizante, como nativo en geles al 16%, mismos 
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que se revelaroncon plata (Figura 10). Y también se realizó el ensayo de 

inmunoelectrotransferencia con anticuerpos policlonales de conejo. 

 

Figura 10. Inmunoelectrotransferencia  y análisis electroforético 

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

presente el amiboporo. Fracciones recuperadas mediante electroelución nativa 

que fueron analizadas por electroforesis desnaturalizante y nativa. Se muestra el 

patrón electrofóretico 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 purificó en otro proyecto de investigación a partir de 

trofozoítos de E. histolytica de la cepa HM-1:IMSS virulenta como se describió 

en González 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, teñidos con solución de 

nitrato de plata (Figura 11). Se obtuvo una banda con un peso molecular de 

alrededor de 10 kDa. La secuenciación por espectrometría de masas de 8 

residuos aminoacídicos: KLIQIEKV alineó en el Blastp en un 100% con “el 

péptido precursor del amiboporo A” de E. histolytica HM1:IMSS, con número de 

acceso: XP_653265.1 (ver tabla 6). En lo que respecta a la comprobación de 

su actividad, el resultado del ensayo despolarizante en membranas de 

liposomas (Figura 12) indicó actividad de porina. 

 

Figura 11. Perfil electroforético del amiboporo purificado d e E. histolytica  cepa 

HM-1:IMSS. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 16% para la 

determinación del grado de pureza de la molécula de amiboporo. 

 

 

 



Figura 12 . Curso temporal de la despolarización de los lipos omas por 

amiboporo A. A) medición de la fluoresc

mM, pH 7.8) a liposomas. B) en este caso, la molécula de amiboporo se añadió a 

la celda con liposomas. Se observa un cambio radical en la medida de 

fluorescencia causada por la difusión del colorante de cianina en los liposomas 

en el medio, lo que implica que la molécula muestra actividad.
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. Curso temporal de la despolarización de los lipos omas por 

A) medición de la fluorescencia al añadir una suspensión t

mM, pH 7.8) a liposomas. B) en este caso, la molécula de amiboporo se añadió a 

con liposomas. Se observa un cambio radical en la medida de 

fluorescencia causada por la difusión del colorante de cianina en los liposomas 

implica que la molécula muestra actividad. 

 

. Curso temporal de la despolarización de los lipos omas por 

encia al añadir una suspensión tris (20 

mM, pH 7.8) a liposomas. B) en este caso, la molécula de amiboporo se añadió a 

con liposomas. Se observa un cambio radical en la medida de 

fluorescencia causada por la difusión del colorante de cianina en los liposomas 
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En la tabla 5 se resumen las cantidades de proteína inicial, y recuperadas en 

las distintas etapas de la purificación del amiboporo utilizado en este trabajo de 

investigación.  

 

 

Tabla 5. Rendimiento obtenido en los diferentes pas os de la purificación del amiboporo. 

Se indica la concentración proteica, determinada por el método de Lowry de cada una de las 

técnicas empleadas en la purificación del amiboporo. 

Fases de 

purificación 

Proteína 

total (mg) 

% de recuperación de 

proteína con actividad 

Concentración 

(mg/mL) 

Volumen (mL) 

por “corrida” 

Número de 

corrida 

Extracto 

amibiano 
176 100 22.0 8.0 --- 

Columna de 

filtración 
120 6.8 4.00 30.0 10 

Columna de 

intercambio 

iónico (aniónico) 

12.0 0.68 8.00 1.5 3 

Sistema de 

electroelución 
0.65 0.03 0.217 3.0 1 

 

 

A continuación, se muestran los datos de confirmación con la secuenciación de 

aminoácidos, obtenida de la muestra pura de E. histolyticade la cepa HM-1: 

IMSS virulenta (Tabla 6). 
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Tabla 6. Resultado del análisis de la secuenciación  del amiboporo. Es la secuenciación por 

espectrometría de masas de 8 residuos aminoacidicos, que alineó en el Blastp en un 100% con 

el péptido precursor del amiboporo A de E. histolytica. 

 

 

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

diferentes lisados totales de E. histolytica, Leishmania,Trypanosoma y 

amiboporo se presentan a continuación 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 parásitos 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 

antígeno un extracto proteico rico en membranas de amibas donde 

previamente se realizó un diagnóstico clínico de absceso hepático amibiano y 

absceso hepático piógeno (daño inducido por bacterias),se presentan en la 

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

membranas de trofozoítos amibianos con sueros de pa cientes. A: diagnóstico clínico de 

absceso hepático amibiano. B: sugerencia clínica de absceso hepático piógeno (N); >pc mayor 

al punto de corte → positivo: <pc menor al punto de corte → negativo. Los números 

corresponden a una clave interna de cada paciente. 

Suero 
Promedio  

490 nm 

Punto de 

corte 
Resultados Interpretación 

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 + 

A101 1.40 0.52 >pc + 

A119 1.20 0.52 >pc + 

A121 0.65 0.52 >pc + 

A123 1.30 0.52 >pc + 

A126 1.14 0.52 >pc + 

A129 1.10 0.52 >pc + 

A131 0.71 0.52 >pc + 

A133 0.65 0.52 >pc + 

A138 0.63 0.52 >pc + 

A139 0.90 0.52 >pc + 

A140 0.80 0.52 >pc + 

A141 0.59 0.52 >pc + 

A148 1.30 0.52 >pc + 

A149 1.00 0.52 >pc + 

A150 0.73 0.52 >pc + 

A154 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 continuación 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 diagnóstico de absceso hepático amibiano y 9 sueros de pacientes con 

absceso hepático piógeno, en donde se agruparon en 4 grupos y se utilizó 

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

diferentes grupos de sueros:Grupo A , pacientes con sugerencia clínica de Absceso Hepático 

Amibiano (AHA SC), mismos sueros A de la tabla 7; Grupo B , sueros de sujetos sanos (S); 

Grupo C , pacientes con Absceso Hepático Piógeno (AHP); Grupo D , pacientes con 

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

Grupos Sueros  
Promedio 

450 nm 
Punto de corte Resultados  Interpretación 

A 

AHA 

(SC) 

A81 

A82 

A83 

A85 

A89 

A101 

A119 

A121 

A123 

A126 

A129 

A131 

A133 

A138 

A139 

A140 

A141 

A148 

A149 

A150 

A154 

A155 

A158 

0.213 

0.990 

0.164 

1.164 

0.273 

0.674 

1.634 

1.944 

1.173 

0.618 

1.585 

1.439 

2.450 

0.434 

1.421 

1.124 

0.961 

0.681 

1.322 

1.145 

0.280 

0.249 

0.524 

0.264 

0.329 

0.251 

0.386 

0.395 

0.268 

0.366 

0.348 

0.306 

0.405 

0.271 

0.256 

0.280 

0.253 

0.272 

0.364 

0.265 

0.279 

0.304 

0.240 

0.263 

0.172 

0.320 

0 

0.669 

0 

0.777 

0 

0.405 

1.267 

1.595 

0.866 

0.212 

1.313 

1.182 

2.169 

0.180 

1.148 

0.759 

0.695 

0.401 

1.017 

0.904 

0.016 

0.076 

0.204 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 
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A160 

A162 

0.238 

0.254 

0.286 

0.322 

0 

0 

- 

- 

B 

(S) 

H1 

H2 

H3 

H4 

H5 

H6 

H7 

0.163 

0.376 

0.192 

0.227 

0.219 

0.352 

0.264 

0.190 

0.199 

0.230 

0.198 

0.212 

0.181 

0.184 

0 

0.176 

0 

0.028 

0.006 

0.17 

0.079 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

C 

(AHP) 

N129 

N131 

N132 

N134 

N136 

N137 

N138 

N139 

N152 

0.509 

0.338 

0.188 

0.649 

1.295 

0.264 

0.747 

0.558 

0.373 

0.666 

0.194 

0.426 

0.742 

0.355 

0.179 

0.407 

0.339 

0.426 

0.057 

0.143 

0 

0 

0.939 

0.084 

0.339 

0.218 

0 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

D 

(T) 

T1 

T2 

T3 

0.098 

0.299 

0.269 

0.273 

0.336 

0.261 

0 

0 

0.007 

- 

- 

- 

 

(L) 

L1 

L2 

L3 

0.130 

0.141 

0.298 

0.270 

0.188 

0.263 

0 

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. 

 

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

específicos 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 clínica. 
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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 población de sueros en e l presente estudio. A)  AHA-Absceso 

Hepático Amibiano; SC-Sugerencia Clínica; B) Sanos- sueros de sujetos sanos; C) AHP-

Absceso Hepático Piógeno; D) Leishmaniasis; Tripanosomiasis; (-) negativo; (+) positivo. 

Grupos de Sueros Humanos  Resultados  

Grupo  Suero  ELISA WB ELISA WB 

  No. Muestras  % % 

A AHA (SC) 25 25 
(+)15    60 

(-)10    40 

(+)15    60 

(-)10    40 

B Sanos 7 7 
(+)0       0 

(-)7    100 

(+)0       0 

(-)7    100 

C AHP 9 9 
(+)1   11.1 

(-)8    88.8 

(+)1  11.1 

(-)8   88.8 

D 

Leishmaniasis 3 3 
(+)0       0 

(-)3    100 

(+)0       0 

(-)3    100 

Tripanosomiasis 3 3 
(+)0       0 

(-)3    100 

(+)0       0 

(-)3    100 

 

 

Se realizó el análisis estadístico con la curva de característica operativa 

del receptor (ROC), a partir de los resultados obtenidos del ensayo de 

ELISA con el extracto rico en membranas de trofozoitos amibianos como 

antígeno y también el ensayo de ELISA utilizando como antígeno 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 decisión: ensayo de ELISA.  Utilizando extracto  

proteico rico en membranas de trofozoítos de E. histolytica. 

 Estatus de condición verdadera (WB) 

  Positivo Negativo Total Porcentaje (%) 
R

es
ul

ta
do

s 

Positivo 15 10 25 --- 

Negativo 1 8 9 --- 

Total 16 18 34 --- 

Sensibilidad --- --- --- 93.75 

Especificidad --- --- --- 44.44 

 

 

 

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

detectando anticuerpos anti-amiboporo. 

 

 Estatus de condición verdadera (WB) 

  Positivo Negativo Total Porcentaje (%) 

R
es

ul
ta

do
s 

Positivo 16 0 16 --- 

Negativo 0 18 18 --- 

Total 16 18 34 --- 

Sensibilidad --- --- --- 100 

Especificidad --- --- --- 100 

 

 

 

El análisis estadístico de los datos obtenidos de lastablas 10 y 11 se muestran 

en la figura 15, que nos señala el 100% de sensibilidad y también el 100% de 



especificidad para el ensayo de ELISA con amiboporo puro tomando como 

referencia los valores de WB y no así, el antígeno rico en membranas.

Figura 15. Curva ROC para los dos métodos ELISA. 

gráfica 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. Discusión 

Hasta hoy se cuenta con evidencias de estudios 

(36,44,48,78,80,181,182

histolytica tiene una amplia gama de factores de patogenicidad, entre ellos el 

amiboporo (72,187) con la capacidad de dañar

blanco. Con base en ello se pur

por Leippe y colaboradores (

de la columna de filtración (Figura 6
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especificidad para el ensayo de ELISA con amiboporo puro tomando como 

referencia los valores de WB y no así, el antígeno rico en membranas.

 

 

 

Curva ROC para los dos métodos ELISA. Utilización de SPSS 23.0. La 

gráfica 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.

Hasta hoy se cuenta con evidencias de estudios 

36,44,48,78,80,181,182) y modelos animales (183-186) queindican

tiene una amplia gama de factores de patogenicidad, entre ellos el 

con la capacidad de dañar a la membrana de la célula 

ello se purificó el amiboporo siguiendo el método descritó 

Leippe y colaboradores (95) y que se reprodujo en las fracciones obtenidas 

ción (Figura 6), incluyendo la ubicación de la zona 

especificidad para el ensayo de ELISA con amiboporo puro tomando como 

referencia los valores de WB y no así, el antígeno rico en membranas. 

Utilización de SPSS 23.0. La 

gráfica 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. 

Hasta hoy se cuenta con evidencias de estudios in vitro 

indican que la E. 

tiene una amplia gama de factores de patogenicidad, entre ellos el 

a la membrana de la célula 

siguiendo el método descritó 

se reprodujo en las fracciones obtenidas 

la ubicación 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 

mínima con respecto al cromatograma total; indicando que desde un inicio la 

cantidad de proteína de interés en la purificación es poca. 

Por la propiedad de la columna de filtración que es preparativa y por otro lado 

se utilizó un sobrenadante amibiano, por lo consiguiente era de esperar que la 

fracción obtenida no estuviera pura, por lo cual se empleó otra columna de 

cromatográfica de intercambio iónico. 

El resultado observado en el cromotograma de la segunda columna 

cromatográfica indicó tres picos al emplear un gradiente discontinuo donde se 

destaca que el pico con 0.1 M NaCl con el amortiguador de tris presentó 

actividad de porina. Si comparamos la figura 7 con la figura 9 se interpreta que 

al ser la fracción con menos componentes proteícos contaminantes, la 

actividad de porina es mayor en la curva dela figura 9 y con un valor más alto 

de fluorescencia, como en su momento lo señaló el trabajo de Rosenberg y 

colaboradores (170). 

Con el último paso de la purificaciónque se introdujo y que fue la electroelución 

se eliminaron las bandas proteicas más 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 

empleó el ensayo de despolarización 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 

determinó 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 concentró y se 

cuantificó, y nuevamente se verificó 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 presentó en la figura 11 el perfil de la 

pureza del amiboporo; por otro lado, se verificó por espectrometría 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 integración de las magnitudes de las cantidades de 

proteína en cada una de las distintas fases de la purificación del amiboporo A; 

en donde se demarca que el porcentaje de recuperación fue de 0.03% de lo 

anterior, se puede señalar 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 utilizó como antígeno en conejos para estimularlos y producir en 

ellos anticuerpos policlonales anti-amiboporo A. Se visualizó 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 parásitos, 

como podemos observar en la figura 13,no hay reacción cruzada con los 

anticuerpos anti-amiboporo, cuando menos en dos especies parasitarias 

apoyando la posibilidad de utilizar el amiboporo en pruebas de diagnóstico de 

laboratorio para el absceso hepático amibiano. 
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El absceso hepático es con mucho la manifestación más común de la amibiasis 

extraintestinal. Como se mencionó en los antecedentes, el aumento de 

anticuerpos circulantes en pacientes con AHA puede detectarse poco después 

de que aparezcan los síntomas. Dicha enfermedad es una complicación que 

pone en peligro la vida de los pacientes, su diagnóstico rápido y preciso es 

crucial, por lo que el serodiagnóstico de los pacientes con AHA puede ser de 

gran ayuda en la decisión clínica y el ahorro de costos para evitar otros 

tratamientos y la hospitalización prolongada innecesaria. Aunque la búsqueda 

de antígenos de E. histolytica reconocidos por los sueros inmunes de pacientes 

con absceso hepático amibiano fue referida por primera vez por Joyce y col. en 

1988 (188) existen trabajos recientes (189,190) estableciendo condiciones 

diferentes para los ensayos serológicos en el diagnóstico de AHA. Lo anterior 

refleja que todavía existe la necesidad de un método de diagnóstico fiable para 

AHA. El empleo del método de ELISA, y utilización de una mezcla indefinida de 

antígenos de Entamoeba histolytica, es uno de los métodos serológicos más 

utilizado por los laboratorios de diagnóstico que es altamente sensible y 

específico; 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 síntomas 

clínicos 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 

diagnóstico diferencial con absceso hepático piogénico (AHP). El ELISA 

indirecto se realiza con un extracto rico en membranas (191) como antígeno, a 

partir de trofozoítos 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 

comúnmente en la investigación y clínica de amibiasis. 

Un grupo de 34 muestras de suero de pacientes del Hospital General, fue 

diagnosticado (por ultrasonido) con absceso hepático; 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 antígeno, y los 

restantes 9 con AHP (192). Hemos informado previamente la purificación del 

amiboporo en su conformación nativa y con la actividad de formación de poro 

de trofozoítos 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 antígeno 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 evaluó la 

sensibilidad y especificidad del ELISA indirecto utilizando el extracto rico en 

membranas como antígeno o el amiboporo purificado. Por ello, consideramos 

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

La sensibilidad y especificidad del ELISA indirecto con el amiboporo fue de 

100%, e indicó 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 habrían sido tratados innecesariamente. 

Por otra parte, una de las muestras de suero detectadas originalmente como 

AHP, resultó positiva para AHA (falso negativo), aunque no tenemos una 

explicación razonable para este resultado. Existen en la literatura estudios 

serológicos para el diagnóstico de AHA en los que se utilizan proteínas 
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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 

diagnóstico de AHA; sin embargo, aunque la especificidad de WB usando la 

rPPDK fue de 100% cuando se comparó con la lectina con Gal/GalNac 

recombinante, la sensibilidad del ensayo fue del 93% y la especificidad del 

100% sólo se alcanza cuando se utilizan como anticuerpo secundario, uno para 

el subtipo IgG4. Aunque los subtipos predominantes de IgG en la amibiasis han 

sido: IgG1 e IgG4, 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 antígeno purificado en su conformación nativa sobre 

una recombinante en un ensayo serológico 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 

corroboró por su habilidad confirmada para formar poros. 

Los resultados aquí obtenidos nos permiten proponer el uso del amiboporo 

purificado de E. histolytica como un marcador potencial de diagnóstico para 

AHA. 

En el presente trabajo se menciona por primera vez el uso del amiboporo en 

pruebas inmunológicas para la detección del AHA, lo que permite ampliar las 

alternativas para el diagnóstico de dicha enfermedad. Otro aspecto interesante 

es que al revisar los trabajos publicados en revistas especializadas de 

amibiasis se encontraron en los últimos años muy pocos ensayos sobre 

propuestas de diagnóstico de laboratorio, con la misma directriz.  
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Los resultados del trabajo aportan conocimientos adicionales a las pruebas de 

diagnóstico de laboratorio por lo que no hay que descartar el papel importante 

que tiene el amiboporo en el daño inducido por los trofozoítos y de utilizar como 

una herramienta corrobativa en dichas pruebas. 

 

10. Conclusiones 

� 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. 

� El análisis estadístico realizado con la curva de ROC resultócon 100% de 

sensibilidad y especificidad en el ensayo de ELISA indirecto, por lo que nos 

permite proponer la utilización del ensayo de ELISA como un ensayo 

complementario en el diagnóstico 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 investigación en el monitoreo de 

suero de pacientes con colitis amibiana para vislumbrar o discriminar el 

grado de detección entre el AHA y la colitis amibiana. 

� El hecho de tener los ensayos preliminares de extractos de otros parásitos 

distintos a la amiba y que no se establezca una reacción cruzada, se 

visualiza un buen inicio para una prueba de detección y tal vez de realizar 

ensayos de otras clases de parásitos intestinales que consolide al amiboporo 

como un buen candidato para los ensayos de diagnóstico de laboratorio. 

� Probar suero de pacientes enfermos de infecciones gastrointestinales de 

otros países que no sean endémicos de la amibiasis. Con la finalidad de 

obtener una mayor integración del proceso de la enfermedad de amibiasis. 
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