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RESUMEN

En estudios previos se ha reportado que mediante la inmunizacién intraperitoneal, rectal e
intragéstrica con amibas fijadas con glutaraldehido (TFG) en ratones Balb/e, se producian
respuestas de anticuerpos anti-amiba a nivel local y sistémico de los tres isotipos mayoritarios.
Indicando que tanto la inmunizacién local como sistémica con TFG era posible obtener respuestas
locales y sistémicas, aunque la magnitid de dichas respuestas variaba dependiendo de la ruta de
inmunizacién. Sin embargo debido a que el peritoneo es considerado como un sitio de induccién de
respuestas inmurnes mucosas en ¢l presente trabajo incluimos la ruta intramuscular como una via de
inmunizacién estrictamente sistémica para determinar si era capaz de inducir respuestas inmunes
intestinales. Ademas se evalud la respuesta tanto en intestino delgado ([D) como en el grueso (1G)
ya que en trabajos anteriores solo se habia analizado la respuesta en ID. Se inmunizaron grupos de 5
ratones Balb/c machos por las vias intramuscular (IM), intraperitoneal (IP) rectal (R) y oral
(O). Los animales recibieron cuatro dosis de 500,000 TFG, semanales y fueron sacrificados siete
dias después de la iiltima inmunizacién. Se determind por ELISA la respuesta de anticuerpos anti-
amiba IgA, 1gG ¢ IgM y por Inmunnoblot la identificacién de proteinas amibianas que fueron
reconocidas inmunodominantemente por los isotipos antes mencionados en las muestras de suero y
de contenidos intestinales. Los resultados del ELISA indican que en suero no existen diferencias en
1a magnitud de las respuestas de anticuerpos anti-amiba entre las rutas IM, I[P y R no mostraron
diferencias; cabe mencionar que en suero el isotipo predominante fue IgM seguido de IgG e IgA.
Ademds se encontraron diferencias en el patrén de anticuerpos anti-amiba inducido en ID e IG. En
IG no se observd ¢l predominio de ningin anticuerpe, los tres isotipos inducidos presentaron
niveles similares por Jas rutas de inmunizacién R, TP e IM. En ID la respuesta amibiana, si varié
dependiendo de la ruta de inmunizacién; y el isotipo IgA fue ¢l isotipo predominante; producido por
rutas locales y sistémicas. Ademds se encontrd que mediante la inmunizacion sistémica (IM) con
TEG se inducen elevadas respuestas de anticuerpos anti-amiba, mayores que los inducidos por la
via O y menores que los producidos por las vias R ¢ IP. El anilisis por inmunotransferencia mostro
que los sueros de los ratones inmunizados por las vias R, 1P, IM y O reconocen un gran nimero de
proteinas amibianas. Los pesos moleculares de las principales proteinas amibianas reconocidas por
anticuerpos séricos fueron 230-220, 190, 124, 84, 56 y un doblete de 25-24 kDa; este altimo es
reconocido inmunodominantemente por 1gG en la rutas RJIP e IM. El isotipo IgM reconoce de
manera inmunodominante un triplete de 35.3, 34-33 kDa por las vias de inmunizacién RIP,IMy O.
El isotipo lgA reconoce preferentemente la zona de peso molecular de 240-57 kDa, remarcando que

por la via IM se reconocen intensamente dos bandas de 143,130 kDa. Ademis de que existen




diferencias entre los antigenos amibianos reconocidos de manera inmunodominante por anticuerpos
IgA, 1gG e [gM. En contraste los anticuerpos de liquidos intestinales de ID e IG, reconocieron un
nomero menor de proteinas amibianas y con menor intensidad; comparandolos con la respuesta
observada en suero. Asi mismo, los anticuerpos de liquidos intestinales de ID e IG reconocieron €l
doblete de 25-24 kDa, por las vias IP,R e IM; que se reconocio también en suero, En el 1G se
reconocieren mayor numero de bandas y con mayoer intensidad por el isotipo IgG en relacidn con el
intestino delgado. En el ID se reconocen mayor cantidad de proteinas amibianas y con mayor
intensidad, en el isotipo IgA con respecto al IG. Las diferencias observadas en la respuesta inmune
entre ID e IG, por vias locales y sistémicas sugieren que existe una compartamentalizacion de los

sitios efectores de la mucosa.




INTRODUCCION

La tercera parte de las muertes que ocurren, a nivel mundial es causada por
enfermedades infecciosas. Tres cuartas partes de estas muertes son causadas por
infecciones diarreicas y respiratorias. Estas enfermedades son provocadas por la
colonizacién y dafio de las superficies mucosas.

Las superficies mucosas, constituyen la principal ruta de entrada de la mayorfa de
los agentes infecciosos, virales, bacterianos o parasitarios. El concepto del sistema inmune
comiin de mucosas explica la observacién de que una respuesta inmune originada en una
superficie mucosa, resulta en una fuerte respuesta no solo en el sitio de estimulacién, sino
tambien en las superficies mucosas distantes, y ésta respuesta no necesariamente estd ligada
con una fuerte respuesta inmune humoral sistémica (Mestecky,1994). En cuanto a su
organizacion el sistema inmune asociado a mucosas puede dividirse en tres
compartimentos: agregados linfoides organizados como son las placas de Peyer (PP) y los
foliculos linfoides aistados, tejido linfoide difuso (ldmina propia) y linfocitos
intraepiteliales. Se cree que la estimulacién de la inmunidad en las superficies mucosas
ocurre en los agregados especializados de tejido linfoide denominados colectivamente
tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT) y tejido linfoide asociado al intestino
(GALT). Una caracteristica exclusiva de los sitios inductores BALT y GALT, es la de
comunicar la informacién inmunogénica que surge en una superficie mucosa a otras
superficies mucosas del cuerpo. De esta forma, por la estimulacién antigénica de las PP, las
celulas B precursoras de IgA y celulas T activadas, pueden diseminarse hacia los sitios
efectores, constituidos por 1a ldmina propia de los tractos intestinales, respiratorios y
genitourinarios, y por las glandulas secretorias (Biewenga,1993;Miller,1992). Si se
modulan exitosamente el BALT y el GALT pueden conferir inmunidad tanto mucosa
como sistémica contra una gran variedad de patégenos y toxinas.

Es necesario desarrollar estrategias que permitan obtener respuestas inmunes
protectoras en las superficies mucosas de los tractos gastrointestinal, respiratorio y
genitourinario. La ruta de administracién de la mayoria de las vacunas existentes es
parenteral, sin embargo, por estas vias normalmente no se logran obtener buenas respuestas

en las superficies mucosas.



Recientemente se han desarrollade diversas estrategias para optimizar las respuestas
con vacunas orales entre las que se incluyen la conjugacién quimica, el acoplamiento de
antigenos a la toxina del c6lera o a sus subunidades, la inmunizacién con bacterias, virus y
plantas recombinantes, el uso de adyuvantes, avances tecnoldgicos en el empaquetamijento
de antigenos como las microesferas biodegradables y los ISCOMS, sistemas de
administracién de antigeno preparados de polimeros naturales y sintéticos y la
incorporacién de antigeno a liposomas (Mestecky,1994; Kagnoff,1996 ). Sin embargo, no
se ha utilizado el entrecruzamiento con glutaraldehido de antigenos para la induccién de
respuestas inmunes en mucosas.

La eficacia de la induccién de la respuesta inmune en mucosas depende de la
interrelacién entre las propiedades fisicoquimicas del antigeno, con el ambiente
gastrointestinal, ademds la presencia de adyuvantes y la forma de administracion
(Shalaby,1995). Los mecanismos que determinan la inmunogenicidad de las proteinas en
las superficies mucosas no son claros. En general se ha observado que los microorganismos
vivos, debido a su capacidad de adherirse a las superficies mucosas, son mejores
inmundgenos que los antigenos bacterianos o virales muertos. Ademas la mayoria de los
antigenos solubles, excluyendo a la toxina de célera, son menos efectivos que los
particulados para la induccion de la respuesta inmune en mucosas. Este fenomeno se
atribuye a diferentes rutas de entrada del antigeno y a diferencias subsecuentes en los tipos
celulares involucrados en el procesamiento del mismo. Los antigenos particulados pueden
ser captados por las células M, especializadas en la captacion de antigeno, del epitelio que
recubre a las PP, y en el interior de la placa ser procesados por macrofagos y células
dendriticas (Biewenga,1993). Por lo cual, en este proyecto se utilizo como inmunégeno,
amibas fijadas con glutaraldehido (TFG) en vez de extractos amibianos solubles, ya que
la fijacion ademds de mantener a las amibas en forma particulada, evita la degradacién
gastrica (Moreno-Fierros,1994). En cambic los antigenos solubles administrados por via
oral, inducen tolerancia en vez de respuesta, fo cual se asocia a la degradacidn por las
enzimas digestivas solo pueden captarse péptidos, 0 2 una captacion menos eficiente por las
PP y en cambio una captacion por las microvellosidades hacia la lamina propia. En este
{itimo compartimento los antigenos son procesados principalmente por los abundantes

macréfagos que tienen un efecto supresor (Biewenga,1993). La comprension de como estos




factores alteran la inmunogenicidad de un antigeno en particular serd critica para la
optimizacién de la estimulacién de la respuesta inmune en mucosas. Recientemente se ha
considerado que las células epiteliales que recubren a las superficies mucosas, podrian
considerarse células presentadoras de antigeno por su capacidad de captar antigenos

solubles, presentarlos y activar células T CD 8+ (Kagnoff,1996).




ANTECEDENTES GENERALES

BIOLOGIA DE Entamoeba histolytica.

Las amibas son microorganismos primarios unicelulares. Su ciclo de vida es
relativamente simple y consta de dos fases: en la primera, el pardsito desarrolla su
metabolismo nutritivo y presenta una motilidad activa (trofozoito), la segunda es la fase
infectiva, de resistencia e inactividad (quistc). La replicacion se produce por fisién binaria;
ruptura del trofozoito o por el desarrollo de numerosos trofozoitos en el interior de los
quistes maduros multinucleados. La motilidad de las amibas se realiza mediante la
extensién de un seudépodo con la extrusion del ectoplasma celular y posterior avance del
resto de la célula. Los trofozoitos amibianos permanecen activos mientras el medio
ambiente sea favorable. La forma quistica se desarrollara cuando désciendan la temperatura
medioambiental o el nivel de la humedad (Murray, 1992).

La mayoria de las amibas que se encuentran en el hombre son organismos
comensales. Sin embargo, E. histolytica, es un patégeno que afecta en gran medida al ser

humano.

Fisiologia microbiana y estructura: Las heces de las personas infectadas presentan
trofozoitos y quistes, también se pueden hallar trofozoitos en las criptas del intestino
grueso. En heces liquidas pueden aparecer los trofozoitos con motilidad activa, mientras

que en las heces formes los quistes suelen ser la tinica forma parasitaria detectada.

Patogenia: Tras la ingestion, los quistes pasan a través del estomago, donde la exposicion
al 4cido gastrico estimula la liberacion de los trofozoitos patdgenos en el duodeno.
El trofozoito se divide y produce una extensa necrosis local en el intestino grueso. El
fundamento de esta destruccién no se ha explicado completamente, aunque se atribuye a la
produccién de una citotoxina. La nectosis requiere del contacto directo con la amiba, de
modo que las enzimas lisosomales (fosfolipasa A2) pueden desempefiar un papel
importante. Las ulceraciones en forma de matraz de la mucosa intestinal se presentan junto

con una inflamacién, hemorragia e infeccién bacteriana secundaria. Se puede producir una




invasion de la mucosa profunda con extensién a la cavidad peritoneal (Fig 1). Otros
6rganos a los que puede afectar secundariamente, por lo general son el higado, aunque
también pueden hacerlo los pulmones, el cerebro y el corazén (Murray, 1992).

Los pacientes infectados con E. histolytica eliminan en sus heces trofozoitos no
infecciosos junto con quistes, que si son infecciosos. Los trofozoitos no pueden sobrevivir
en el medio ambiente externo, ni tampoco al pasar por el estdmago cuando son ingeridos.
Por tanto, el foco principal de contaminacion del agua y de los alimentos es el portador

asintomético que libera quistes en sus deposiciones.

Epidemiologia: La amibiasis es definida como una infeccion producida por el protozoario
parésito E. histolytica, el cual se ha estimado que infecta aproximadamente a 500 millones
de personas anualmente en ¢l mundo (Walsh, 1986) y solamente cerca del 10% de éstas
desarrolla la enfermedad sintomatica en la forma de disenteria amibiana, absceso hepético
amibiano, ameboma, colitis ulcerativa amibiana, apendicitis amibiana y otras
manifestaciones poco frecuentes, como infecciones cutaneas, pulmonares y cerebrales
(Garcia-Manzo, 1990).

La amibiasis invasiva produce entre 40 mil y 110 mil muertes por aio, siendo la tercera
causa de muertes por infecciones de parésitos después de malaria y schistosomiasis (Walsh,
1986). La amibiasis en México es un problema de salud publica cuyas complicaciones
afectan en mayor proporci6n a sujetos del sexo masculino, con mayor frecuencia en edades
de los 20-50 afios, es decir, en la etapa mas productiva de sus vidas {Cerecedo, 1996). Sin
embargo, en los nifios reviste una mayor gravedad, con una tasa de mortalidad que
alcanzaba 26.9% hasta antes de 1970 y que para 1983 se redujo alrededor de 2% (Goémez,
1995). La amibiasis es una parasitosis frecuente en nuestro medio, se ha evaluado que del
27-30% de la poblacién se encuentra infectada, se calcula que el 1% de ellos muere
anualmente a causa de la enfermedad. Su presencia esta directamente relacionada con la

higiene y la contaminacién fecal del agua'y los alimentos (Tay, 1996).




Fig 1. Ciclo vital de Entamoeba histolytica: los quistes son ingeridos por via oral y se desenquistan
en el fleon terminal; los trofozoitos formados invaden la pared del intestino grueso y generan
flceras. La invasién puede extenderse a otros érganos como ¢l higado, pulmon y cerebro. El
enquistamiento de los trofozoitos ocurre en ta luz del intestino grueso y puede eliminarse por las
heces, que a su vez, contaminan el agua o los alimentos y son ingeridos por otro huésped.




MORFOLOGIA DEL TUBO DIGESTIVO

Aungue el tubo digestivo esta formado basicamente por cuatro regiones
principales (eséfago, estomago, intestino delgado e intestino grueso) separados entre si por

vilvulas o esfinteres musculares, todos muestran cuatro capas caracteristicas.

a) Mucosa: Esta formada de tres capas, 1) Una membrana epitelial superficial humeda,

lubricada por moco y que descansa sobre una limina basal. 2) Una capa subyacente de
tejido conectivo areolar laxo de sostén (lamina propia). 3) Una capa externa delgada de
musculo liso (muscularis mucosae), dispuesta por lo general en dos estratos, uno interno
circular y otro externo longitudinal.

En la lamina propia se encuentran abundantes capilares sanguineos y linfaticos
hacia los cuales pasan las sustancias alimenticias absorbidas. La mucosa produce
anticuerpos, en especial IgA, como respuesta a antigenos y microorganismos que se
encuentran en la luz del intestino. También pueden encontrarse grandes masas linfiticas
dispersas en la submucosa, el tejido linfatico difuso de la lamina propia se encuentra en el
estémago y los intestinos, sus células que se identifican son: linfocitos, células pldsmaticas
y macréfagos y con frecuencia eosinéfilos y células cebadas. La IgA y otros anticuerpos
producidos en estas células se unen a una proteina secretada por las células epiteliales de la

supetficie mucosa (fragmento secretor) y pasan hacia Ia luz para combinarse con antigenes.
b) Submucosa: Esta formada por una trama de tejido conectivo acrolar con fibras
elasticas muy notables. Permite la movilidad de la mucosa y contiene plexos de vasos
sanguineos mayores y nervios con algunas células ganglionares parasimpdticas amielinicas
con algunas fibras preganglionares parasimpdticas del nervio vago. Este conjunto se
denomina plexo submucoso de Meissner.

¢) Muscular: Esta constituida de por lo menos de dos capas de fibras musculares lisas
aunque las hay estriadas en la parte superior del eséfago y en el esfinter anal. El misculo se

dispone en una capa circular intema y una longitud extermna (Ham,1975; Lesson,1987).




d) Serosa o adventicia: Es la capa més extensa y esta formada por tejido conectivo

areolar relativamente denso y elstico. Con frecuencia se mezcla con tejido conectivo y s¢

le llama adventicia, en otras regiones esta cubierta por peritoneo y se le llama serosa.(Fig.2)

Capas Longitudinal

musculares circular Muscutaris 1

mucosae A
Lamina propia | Mucosa
Epitelio ._
Luz intestinal

Submucosa
Foliculo linfoide
Plexo submucgso

Serosa

Fig 2. Capas de la pared intestinal y componentes inductor y efector de la inmunidad local. El tubo
digestivo estd formado por varias capas; la mas interna es la mucosa, y determina la luz o espacio
donde se encuentra el contenido intestinal; la mas extensa es la serosa capa lisa y brillante formada
por el peritoneo. La mucosa esta formada por una sola capa de células epiteliales; por debajo de ella
s¢ encuentra la ldmina propia, con un buen namero de células maduras “efectoras” del sistema
inmune de las mucosas, que se encargan de la defensa contra las infecciones causadas por agentes
que penetran via oral. Bajo la lmina propia se encuentra la capa submucosa y envolviendo a ésta se
encuentra la capa muscular, formada por misculo liso responsable del peristaltismo. (Lesson, 1987)
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SISTEMA INMUNE DE LA MUCOSA.

El sistemna inmunitario de las mucosas se compone de tejidos linfoides esparcidos en
las superficies mucosas del aparato digestivo, respiratorio y urogehital. Ha evolucionado
bajo la influencia del ordenamiento antigénico complejo y caracteristico que existe en reas
mucosas, y puede distinguirse del sistema inmune general por una seric de caracteristicas
particulares que son: 1) una inmunoglobulina relacionada con la mucosa, IgA; 2) un
complejo de células T con propiedades reguladoras o capacidades efectoras especificas de
mucosas ¥ 3) un sistema de trafico celular orientado a la mucosa para células inducidas de
manera primaria en los foliculos mucosos, para emigrar a tejidos linfoides mucosos difusos
subyacentes al epitelio. Esta ultima caracteristica ocasiona la segregacidn parcial de las

células de la mucosa de las demas células inmunitarias sistémicas.

La funcién primaria del sistema inmune de la mucosa s la de proporcionar defensa
al huésped a nivel de superficies mucosas. En esta funci6n opera en combinacion con varias
barreras protectoras no inmunitarias, como a) flora bacteriana residente que inhibe la
proliferacién de patogenos; b} actividad motora de la mucosa (peristalsis y funcidn ciliar)
que mantiene la circulacion de constituyentes mucosos, reduciendo la interaccion de
patégenos potenciales con las células epiteliales; c) sustancias como el acido gastrico y
sales biliares intestinales, que crean un microambiente desfavorable para el crecimiento de
patégenos; d) secreciones mucosas (glucocaliz) que forman una barrera entre patogenos
potenciales y superficies epiteliales y, por gltimo €) sustancias como lactoferrina,
lactoperoxidasa y lisozimas que tienen efectos inhibidores sobre microorganismos
especificos. La defensa optima del individuo en la superficie mucosa depende por igual de

respuestas inmunitarias de las mucosas intactas y de funciones protectoras no inmunitarias.

Una segunda funcién, de igual importancia del sistema inmune de la mucosa, es la
de prevenir la entrada de antigenos a la mucosa y su paso a través de ella protegiendo asi al
sistemna inmunitario general de una exposicion antigénica inapropiada. Esto ocurre en la

superficie mucosa, para evitar la entrada de materiales con potencial antigénico, y en la
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circulacién para depurar los antigenos por via de eliminacidn hepatica. Ademds el sistema
inmune de la mucosa contiene células T reguladoras que controlan al disminuir las
respuestas inmunes sistémicas a antigenos, que entraron en la barrera mucosa (Strober,

1988).

SITIOS INDUCTORES Y EFECTORES DE LA MUCOSA.

El sistema inmune de la mucosa puede dividirse en sitios donde el antigeno es
encontrado y donde se induce una respuesta inicial (sitios inductores) y en éreas de
superficie, donde se encuentran células plasmaticas y linfocitos T citotdxicos, y donde la
produccion de anticuerpos IgA secretores (3-1gA) resultan en una proteccién inmune local
(sitios efectores) (Fig. 3). En cuanto a su organizacién el sistema inmune asociado a
mucosas puede dividirse en tres compartimentos: agregados linfoides organizados como
son las placas de Peyer (PP): y los foliculos linfoides aislados, tejido linfoide difuso
(lamina propia) y linfocitos intraepiteliales. Se cree que la estimulacién de la inmunidad
en las superficies mucosas ocurre en los agregados especializados de tejido linfoide
denominados colectivamente tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT) y tejido
linfoide asociado al intestino (GALT). Una caracteristica exclusiva de los sitios inductores
BALT y GALT, es la de comunicar la informacién inmunogénica que sSurge €n una
superficie mucosa a ofras superficies muc';osas del cuerpo. De esta forma, por la
estimulacion antigénica de las PP, las celulas B precursoras de IgA y celulas T activadas,
pueden diseminarse hacia los sitios efectores, constituidos por la ldmina propia de los
tractos intestinales, respiratorios y genitourinarios, y por las glandulas secretorias
(Biewenga,1993;Miller,1992). Si se modulan exitosamente el BALT y el GALT pueden
conferir inmunidad tanto mucosa como sistémica contra una gran variedad de patégenos y

toxinas. (Fig.3)
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ORGANIZACION

Placas de Peyer: Se trata de zonas especializadas de tejido linfoide en el tubo
digestivo, que aparecen en el fleon. En animales de experimentacién, las placas de Peyer
son el principal lugar de entrada de antigeno dentro del sistema inmunitario mucoso. La
incorporacién del antigeno es realizada por las células M, que son células
transportadoras de antigeno dentro del epitelio que cubre la cipula de la placa de Peyer.
Los procesos de las células M  estin ligados estrechamente a las células Ty
subyacentes, de manera que dentro de la placa de Peyer existe sensibilizacién de
linfocitos T y B. Ademas hay una subpoblacién de células T conocida como células
"switch", que controlan la diferenciacién isotipica de las células B. Esto asegura que las
células B que abandonan la placa de Peyer estdn ya previamente compromelidas a
diferenciarse en células plasméticas productoras de IgA cuando regresen a la lamina
propia intestinal después de llegar a la circulacién sistémica. De esta forma, la lamina
propia s¢ puebla con células T y B sensibilizadas a los antigenos intestinales. El
mecanismo implicado en la localizacién sclectiva depende de la interaccion entre

moléculas complementarias en el linfocito y en la célula endotclial local (Roitt,1994).

Células M: Son células epiteliales aplanadas que se caracterizan por bordes en cepillo
poco desarrollados, glucocaliz delgado y un citoplasma rico en vesiculas pinociticas,
pero que carece de la maquinaria proteolitica tipica de células epiteliales para absorcion.
El transporte del antigeno por las células M consiste de: fijacion inicial a la superficie
de esta célula, captacién en vesiculas pinociticas, transporte vesicular a través del
cuerpo de la célula y por tltimo, liberacién de material en forma no degradada al drea
subepitelial. Esta forma de transporte es aplicable a particulas (virus, bacterias y
protozoarios), ademas de proteinas solubles. Existen pruebas de que el transporte de
bacterias por células M es inhibido por anticuerpos especificos, que interactian con
determinantes bacterianos necesarios para la fijacién a la célula M. Este hecho explica
por qué las células M no captan microorganismos residentes. La capacidad de captacidn
de la célula M puede tener impacto sobre la virulencia de un microorganismo, por
ejemplo la fijacién y captacién de un virus puede ser un medio obligado de entrada del
microorganismo y, por lo tanto, un factor positivo de virulencia, en tanto que I
13




captacion que conduce a la formacién de anticuerpo y eliminacién inmunitaria del

invasor es un factor negativo en su virulencia (Sneller,M;1986).

Células en el domo: El drea debajo del epitelio de los agregados linfoides (domo o
boveda) es rica en células portadoras de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad clase 11 (macréfagos, células dendriticas, células B) y, por lo tanto,
abundan las células capaces de presentar antigeno después de la exposicion. Por esta
razén, cualquier falta de respuesta después de la administracién oral del antigeno no se
debe a la carencia de células presentadoras de antigenc en los agregados linfoides
mucosos. Las areas de! domo contienen también numerosas células T, aunque la

mayoria de ellas tienen receptores CD4, cierto niimero carece de CD4 y CDS8.

Foliculos linfoides: Bajo el 4rea en domo se encuentra la zona folicular que contiene
los centros germinales, en esta region predominan los linfocitos B, aunque también
existen células T esparcidas. Como en otros centros germinales, las células B estin muy
diferenciadas y portan IgD de superficie; no obstante, al contrario de linfocitos B de
estos centros germinales, una gran fraccién tiene IgA de superficie. Asi, los agregados
linfoides del sistema inmunitario mucoso forman el sitio de desarrollo de células B IgA,
pero el foliculo mucoso sobresale por la ausencia de células B IgA en etapa terminal de
diferenciacion {células plasmiticas IgA), quiza debido a que estas células abandonan el

foliculo antes de ilegar a células plasméticas.
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Fig 3. El pape! del MALT en la induccién de 1a respuesta de IgA en la mucosa. E! antigeno es captado por las
células M en el GALT y BALT (MALT) y resulta en la induccién inicial de la respuesta inmune. El antigeno
sensibilizado, precursor de células B sigA+ y células Th CD4+ via linfaticos eferentes, emigra a nédulos
linfoides mesentericos (MLN) y dentro del ducto toracico (TD)) se extiende a la corriente sanguinea. Esta
migracién de células entre los sitios efectores de [gA donde ocurre el transporte, sintesis y diferenciacién
terminal de S-IgA. Esta induccién en el MALT y la migracién de células en los sitios efectores se denomina

como “Sistema inmune comin de mucosas”. (Miller, 1992)
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ENTRADA DE ANTIGENO EN EL ORGANISMO.

Ei epitelio de la piel y de las membranas mucosas del tracto respiratorio,
gastrointestinal y urogenital representan una gran area de superficie. Estos estdn
constantemente expuestos a una gran variedad de microorganismos y otras substancias
antigenicas. En las membranas mucosas que son s6lo cubiertas por un escaso epitelio
especializado, otros mecanismos semejantes a una funcién ciliar y factores antimicrobiales
{(mucinas y lisosimas) son encargadas en prevenir y combatir infecciones. Ademas,
reacciones inmunes especificas juegan un papel importante. La caracteristica de la
inmunidad especifica de la mucosa es la produccién y accién de la IgA secretora, que
manifiesta estas funciones en el espacio mucoso. Aqui el epitelio de la piel y las
membranas mucosas son primariamente ocupadas en la exclusién del antigeno; y solo bajo
condiciones patoldgicas (infecciones, heridas) existe un libre intercambio entre el medic

ambiente interno y exteno (Sminia. T,1989),
CAPTACION DE ANTIGENO POR ESPACIOS MUCOSOS.

Como se menciono la estructura de los espacios mucosos (uniones estrechas del
epitelio y una capa de moco) son importantes en la exclusién del antigeno. Algunas
macromoleculas se muestran en traspasar esta barrera por endocitosis. Granulocitos,
macrofagos y células plasmaticas en la ldmina propia interactian con estos antigenos
absorbidos, de éste modo forman una barrera secundaria de defensa contra la penetracidén
de antigenos intraluminares en la circulacién. Ciertas enfermedades o estados alterados
(malnutricién, deficiencia en la vitamina A, alergia, disminucion de la dcides gastrica)
pueden permitir el aumento en la cantidad del transporte macromolecular. En adicién a la
barrera epitelial de la mucosa los espacios externos contienen una alta proporcién de
células linfoides y linfocitos intraepiteliales (LIE). Estas células son localizadas
principalmente en el drea basal del epitelio y llevan marcadores para células supresoras T
citotoxicas y células T asesinas. En el intestino y los bronquios existe un sistema

especializado en el transporte de antigeno que permite el transporte eficiente de
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macromoleculas del limen, al tejido linfoide asociado al intestine (GALT) y tejido linfoide
asociado a los bronquios (BALT). El epitelio cubierto por este tejido linfoide contiene un
tipo especial de células epiteliales, llamadas células M que se encargan en particular en la

captacién de antigeno (Richman.L,1981)
CAPTACION DE ANTIGENO POR EL INTESTINO

El intestino estd constantemente expuesto a largas dosis de antigenos solubles y
particulados. Aunque el intestino es altamente impermeable este posee un mecanismo
especializado de transporte antigenico en las placas de Peyer (PP) y probablemente también
en el epitelio velloso. La captacién de proteinas marcadas, bacterias y particulas abidticas
(latex) por las PP y por los foliculos linfoides en las otras partes del intestino, incluido ¢l
apéndice, es bien conocido. El GALT es separado del lamen intestinal por una simple capa
de epitelio columnar, en el cual se encuentran las células M. A la luz del microscopio estos
niveles de células sélo pueden ser reconocidas por una estrecha asociacién con los
linfocitos intraepiteliales. Estds difieren del resto de las células epiteliales sin moco en
aspectos histoquimicos y ultraestructurales. En ciertas secciones, las células M se pueden
ver como un contorno del citoplasma apical formando un puente entre el espacio de las
células epiteliales adyacentes (enterocitos). Las células M forman una especie de sombrilla
dentro del espacio en el cudl los linfocitos y macrofagos son presentados como células
dendriticas (Fig.4). El antigeno es absorbido en el lado apical de las células M; la absorcion
puede ser auxiliada por la ausencia de la “capa vellgsa” y la falta de células con moco
(goblet) del epitelio de las PP. Seguida de la absorcion, el antigeno es endocitade y
transportado dentro de las vesiculas a la membrana celular lateral; por fusion ¢l antigeno es
liberado dentro del espacio lateral donde se pome en contacto con linfocitos y
macrofagos/células dendriticas. Durante esta ruta intracelular el sistema lisosomal es
evitado, aqui ¢l antigeno no sufre cambios biologicos y antigenicos durante el transporte del
lumen intestinal a el tejido linfoide. En el lado lateral y basal de las células M, ¢l antigeno
es seleccionado arriba por macréfagos/células dendriticas y presentado a los linfocitos
locales y transportado a él 4rea de las células T interfoliculares de las PP o en los nédulos

linfoides mesentericos donde el antigeno es presentado por las células interdigitales (IDC;
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Fig 4). Esto sugiere que este antigeno presentado por las IDC se deriva de los
macréfagos/células dendriticas que tienen seleccionado el antigeno en el interior del
epitelio.

Esto indica que la captacion de antigeno por las células M en el epitelio de las PP
induce respuesta inmune local de IgA. Sugiriende que parte de los antigenos intestinales
(en particular antigenos solubles de bajo peso molecular) son absorbidos por los enterocitos
del epitelio velloso. Los enterocitos, en particular los del intestino delgado expresan
moleculas de histocompatibilidad clase IT (MHC II} y se tiene demostrado que estas células
son capaces de presentar antigenos. Estas indicaciones de que la presentacion de antigenos
por los enterocitos encabeza la generacion de antigenos no especificos en células T
supresoras que son envueltas en una supresién sistémica y una induccién de tolerancia.
Estos hallazgos tienen implicaciones significantes en la respuesta inmune local intestinal y
pueden explicar el fendmeno pobremente comprendido de la tolerancia oral y la supresion

sistémica (Sminia. T,1989).

LUMEN

Células Dendriticas ( Q/I"\ Epiieliiespnclalizado Células M

l

Antigeno

Fig 4. Representacion esquematica de una placa de Peyer (A) y en detalle una célula M en el
interior del epitelio de una placa de Peyer (B). Después de la captacién y transporte transcelular por
las células M, el antigeno es procesado por macréfagos/células dendriticas positivas Ia en el cual
(transformado dentro de las células interdigitales, 1BC) presentan el antigeno en las areas de las
células T de los finfocitos de las placas de Peyer y nodulos linfoides meséntericos (MLN).

E: enterocito; L: linfocito; m: macrofago/célula dendritica. {Sminia, 1989)
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INMUNOGLOBULINA IgA

La funcién central de IgA en la respuesta inmunitaria es una de las caracteristicas
distintivas del sistema inmunitario de las mucosas. Se basa en el hecho de que la IgA tiene
varias propiedades que le permiten funcionar con mayor .eﬁciencia que otras
inmunoglobulinas en el espacio mucoso.

La IgA es, desde el punto de cuantitativo, la mas importante de las
inmunoglobulinas, con un indice de sintesis que excede al de las demas inmunoglobulinas

combinadas, cuando se toman en cuenta la IgA secretora y la circulante.

POLIMERIZACION DE IgA.

La cadena pesada de IgA en comin con la cadena de 1gM, presenta un residuo extra
de cisteina en su dominio carboxilo terminal. Este dominio permite a la IgA interactuar con
una molécula bivalente o multivalente, producida también por las células B, que es
conocida como cadena J para formar dimeros y trimeros de IgA. Esta polimerizacion s
importante para su funcién debido a que los polimeros de IgA (pIgA) tienen una capacidad

mayor para unirse a los antigenos y aglutinarlos.
COMPONENTE SECRETOR.

Sélo la IgA dimérica puede reaccionar con el componente secretor, una proteina
producida por las células epiteliales. El componente secretor actla como un receptor de
transporte para la IgA y se convierte en parte de la molécula IgA secretada; hace a la
molécula inmunoglobulinica menos susceptible a la digestion proteolitica y mds mucofilica,
incrementando asi su capacidad para interactuar con patbgenos potenciales y para impedir
su adherencia a la superficie epitelial. Ademds, la region de la bisagra de IgA contiene una
zona glucosilada rica en prolina que generalmente es mas resistente que 1gG a la protedlisis
por las proteasas de mamiferos. Sobre esta base, la supervivencia de IgA es mayor en la luz

intestinal que la de IgG y de otras inmunoglobulinas.
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PROPIEDADES DE LA REGION Fe.

El dominio Fc de IgA se caracteriza por ciertas propiedades unicas, tanto positivas
como negativas. Al contrario de 1a regién Fe de IgM e IgG, la de la inmunoglobulina IgA
no reacciona con los componentes de la via clisica y alterna del complemento, quiza
excepto cuando estd muy polimerizada o en forma de complejo inmunitario; inclusive en el
fltimo caso no se une a C3b y, por lo tanto, no recluta células inflamatorias ni mediadores.
Ademis, aunque la IgA facilita la fagocitosis y otras funciones de células fagocitarias en
presencia de antigeno especifico, en realidad regula disminuyendo la fagocitosis, en
ausencia de antigeno.

Esto sugiere que la [gA libre tiene efectos antiinflamatorios. Desde luego esta es
una propiedad muy Util en un 4rea del cuerpo que esta repleta de materiales que pueden
inducir respuestas inflamatorias excesivas,

La IgA tiene también ciertas caracteristicas proinflamatorias. Su region Fc se une a
lactoferrina y lactoperoxidasa y, por lo tanto, aumenta la funcion de cstos elementos
defensivos inespecificos. Ademds, se tienen pruebas de que IgA puede interactuar por
medio de su region Fc con receptores para este fragmento, para mediar reacciones

citotéxicas celulares dependientes de anticuerpo.

EXCLUSION INMUNITARIA.

La propiedad de IgA de experimentar transporte mediado por ¢l componente
secretor o por otros mecanismos de depuracion, facilita el proceso de exclusién inmunitaria,
donde ¢l sistema inmunitario mucoso previene la entrada de moléculas antigénicas que
provocarian respuestas inmunitarias nocivas potenciales. Primero las moléculas de IgA que
llegan a las secreciones por transporte mediado por el componente secretor pueden unirse a
antigenos en la superficie mucosa de modo que quedan atrapados en la capa de moco, para
ser degradados por proteasas antes de fijarse y ser captados por las células epiteliales
(Underdown B.J., 1986).
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PRODUCCION DE OTRAS INMUNOGLOBULINAS EN LA MUCOSA.

Es probable que otras inmunoglobulinas actiien también en el sistema inmunitario
de las mucosas. La sintesis en la mucosa de IgM, que puede ser transportada a través de la
célula epitelial por un mecanismo mediado por el componente secretor, es medible y tiene
importancia fisiolégica. Su capacidad para actuar como inmunoglobulina se neta por el
hecho de que, en general, reemplaza apropiadamente a la IgA para producir inmunidad
mucosa en personas con deficiencia selectiva de IgA. Por otra parte, la sintesis en la
mucosa de IgG es bastante baja en la mayor parte de esas drcas y no puede transportarse a
través del epitelio. No obstante, tiene una funcién en la mucosa. Se sintetiza en cantidad
significativa en vias pulmonares a las que llega por difusidn pasiva. La IgE también se
sintetiza en tejidos mucosos, en particular durante infeccion parasitaria o en ciertos estados
patolégicos (alérgicos). Sin embargo, no existe localizacién preferencial de ¢élulas B IgE
en la mucosa, y el nimero de estas células que sintetizan IgE es pequefio, igual que en otros
tejidos. Estudios recientes indican que la mucosa puede ser un sitio importante para la

acumulacién de células B IgE durante el desarrollo neonatal.
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ANTECEDENTES DIRECTOS

La importancia de las inmunoglobulinas mucosas, en la proteceién inmune local
contra infecciones virales y microbianas estd bien establecida {(Childers,1989;
Mestecky,1989; Miller,1992). Sin embargo, no es claro atn, de que manera actuan los
anticuerpos para limitar el crecimiento de los parasitos durante las infecciones parasitarias
(Strober; 1988). Los mecanismos por los cuales se establece y regula una respuesta inmune
intestinal son en gran parte especulativos (Biewenga,1993). La amibiasis, infeccion
causada por Entamoeba histolytica continiia siendo una de las principales causas de
mortalidad y morbilidad en el mundo (Walsh,1986). E. histolytica, como la mayoria de los
patégenos infecciosos penetran al organismo via las superficies mucosas. Los trofozoitos de
este parasito son los que afectan el intestino grueso de! humano causando disenteria y de
ahi pueden discminarse a ofros drganos como el higado y provocar la amibiasis
extraintestinal. En relacién al estudio de la respuesta inmune contra E. histolytica, la
mayoria de los trabajos se han enfocado al estudio de la respuesta inmune sistémica
(Kretschmer,1986) y en pocos reportes s¢ han analizado las respuestas inmunes locales. En
cuanto a la respuesta en mucosas, en humanos, se ha realizado la deteccién de anticuerpos,
anti-amiba en heces, leche y saliva (Kretschmer,1986,1989), ademas se ha observado que la
lgA anti-amiba producida en humanos, inhibe la adhesion de amibas en células animales in
vitro (Carrero,1994). Aunque diversos antigenos de E. histolytica han sido expresados en
bacterias atenuadas (Cieslak,1993; Beving,1996; Sultan,1998) y han sido probados en
modelos animales como candidatos a vacunas orales o parenterales para la induccién de
respuesta de anticuerpos en la mucosa para impedir 1a amibiasis invasiva (Stanley,1996;
Zhang,1996) no se ha determinado cuél de ellos pueden impedir la enfermedad intestinal.

Se ha logrado la induccién de la respuesta antiamiba en la mucosa y ha sido
observada en modelos experimentales usando diferentes estrategias de inmunizacién oral
como la administracién de un dodecapeptido, de la proteina rica en serina de E. histolytica
(Ryan,1997), el peptido rico en cisteina de una lectina inhibible con galactosa E. histolytica
(Beving,1996), y una bacteria atenuada recombinante expresando el peptido rico en serina

fusionado cada uno a la subunidad B (Zhang,1996) o a é] dominio A2 de la toxina de célera
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{Sultan,1998). Ya que la mucosa del intestino grueso es primariamente colonizada y dafiada
por los trofozoitos de E. histolytica para provocar amibiasis intestinal, y que la
propagacién de las amibas a otros 6rganos puede provocar la amibiasis extraintestinal, se
requiere la caracterizacién de la inmunidad local antiamiba en e) intestino grueso para el
desarrollo de una vacuna efectiva antiamiba, Aunque existen claras diferencias entre ta
inmunidad sistémica y mucosa (Mowat,1997; Mestecky,1994), se conoce poco acerca de la
compartamentalizacién de la respuesta inmune en los diferentes - sitios efectores de la
mucosa; en el caso de la inmunidad intestinal la cantidad e intensidad de las respuestas
producidas en el intestino delgado y grueso pueden diferenciarse y cambiar con una
inmunizacién local o sistémica.

Existen pocos reportes en los que se ha estudiado la induccion de la respuesta
inmune intestinal y sistémica anti-E.histolytica. Datos previos del laboratorio han mostrado
que por la administracién local (intragastrica y rectal) o sistémica (intraperitoneal) con
trofozoitos fijados con glutaraldehido se inducen respuestas de anticuerpos anti-amiba, de
los tres isotipos mayoritarios (IgA, IgG e IgM), a nivel local (PP y liquidos intestinales),
y a nivel sistémico (bazo y suero). Aunque la magnitud de dichas respuestas varié
dependiendo de la ruta de inmunizacion (Moreno-Fierros,1995). Se analizé también, la
cinética de la respuesta anti-amiba después de una sola inmunizacién con GFT {Moreno-
Fierros,1996). Al comparar las respuestas entre scxos s¢ encontré que en general la
respuesta anti-amiba de las hembras fue significativamente mayor a 1a de los machos lo
cual podria ayudar a explicar la prevalencia de amibiasis invasiva observada en hombres
(Webh,1989). Sin embargo ya que E.histolytica es un pardsito entérico, es necesﬁrio
realizar mas estudios sobre la respuesta inmune intestinal.

Recienternente se realizo un analisis comparativo de los antigenos amibianos
reconocidos inmunodominantemente por anticuerpos totales de intestino delgado y suero,
en ratones inmunizados con amibas fijadas con glutaraldehido por las vias oral, rectal e
intraperitoneal; encontrandose que existen diferencias en el nimero de antigenos que son
reconocidos de manera predominante a nivel intestinal y sistémico (Moreno-Fierrcs,1996).
Se observo también que el patrén de antigenos reconocidos a nivel local y sistémico por las
vias intraperitoneal y rectal es muy similar, mientras que por la via oral el reconocimiento

de antigenos es muy es5caso (Moreno-Fierros,1996).
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Ademds se encontrd que existen diferencias entre los antigenos que son reconocidos
de manera dominante a nivel sérico por anticuerpos de diferentes isotipos. Estos hallazgos
deben tomarse en cuenta para aqueilos estudios encaminados a la identificacion de
antigenos inmunodominantes para la futura elaboracion de vacunas, debido a que se destaca
la importancia de analizar individualmente e! reconocimiento mostrado por anticuerpos de
diferentes isotipos y no de inmunoglobulinas totales, para asegurar la adecuada seleccion de
antigenos que generen respuestas inmunes de los isotipos con mayor valor protector. Para el
caso particular de la vacuna amibiana, es necesario realizar més investigacidn bésica para
conocer los mecanismos de induccién y regulacion de la respuesta inmune en intestino
grueso; ya que la respuesta inmune en mucosa en los sitios especificos varia dependiendo

det antigeno, la ruta de administracién y la especie analizada.
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JUSTIFICACION

Debido a que las muestras intestinales son muy labiles, en ¢l estudio anterior
(Moreno-Fierros,1996), no fue posible analizar la identificacién de antigenos
inmunodominantemente reconocidos por anticuerpos de diferentes isotipos en dichas
muestras. Por tal motivo, para aportar informacion adicional al conocimiento de la
compartamentalizacién de la respuesta inmune intestinal y sistémica anti E.histolytica, en
el presente trabajo se analizaron los antigenos amibianos reconocidos por anticuerpos de
diferentes isotipos en suero y en contenidos de intestinos delgado y grueso, de ratones
inmunizados por las vias oral, rectal, intraperitoneal ¢ intramuscular. La inclusién de la
ruta intramuscular, se debe a que el peritoneo es considerado come un sitic inductor de
respuestas inmunes mucosas (Biewenga,1993), por lo que es necesario esclarecer si la
inmunizacién con amibas fijadas con glutaraldehido por una ruta estrictamente sistémica, es

capiz de estimular también la respuesta en mucosas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existen diferencias, a nivel de suero, e intestinos delgado y grueso en
la respuesta de anticuerpos anti-E. histolytica, inducida por la inmunizacién local y

sistémica con trofozoitos fijados con glutaraldehido.
OBJETIVOS PARTICULARES

Se determinara por ELISA si existen diferencias en cuanto a la magnitud de} isotipo
de anticuerpo inducido; y si la via de inmunizacién influye en la respuesta de anticuerpos

anti-amiba.
Se analizara por Inmunoblot si existen diferencias en el patrén de antigenos

amibianos reconocidos predominantemente por anticuerpos de diferentes isotipos inducidos

en suero, e intestino delgado y grueso.

26




METODOLOGIA

Animales: Se usaron ratones machos de la cepa Balb/c hijos de ratones desparasitados de
tres meses de edad, los cuales fieron mantenidos con agua, aserrin y alimento esterilizados

antes y durante la experimentacion.

Preparacién de extractos de proteinas totales de E. histolytica: Se prepararon cultivos
axénicos de trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS en medio TY1, por 24-48 horas
{Diamond,1978), se cosecharon los cultivos enfriando las botellas por 10 min. en hielo, se
tavaron los trofozoitos tres veces con PBS a 4° C centrifugando a 1500 rpm por 5 min. La
pastilla se resuspendié en un volumen 5 veces mayor al de la pastilla de PBS con un
inhibidor de proteasas p-hidroximercuribenzoato (pHMB) 20 mM en Trizma-Base 150
Mm. La lisis se llevé al cabo por congelacién y descongelacién en CO; sélido-acetona y
agua hirviendo, respectivamente. Finalmente los extractos amibianos se almacenaron a

4° C (Moreno-Fierros, 1995).

Antigeno (trofozoitos fijados con glutaraldehido): Se contaron y se ajustaron a una
concentracién de un mifldn de células por mililitro, !os trofozoitos se lavaron tr?s veces con _
PBS, y se fijaron con glutaraldehido al 0.25% en PBS por una hora a temperatura ambicnie;
después se lavaron seis veces por centrifugacién con un volumen de PBS 10 veces mayor al

de la pastilla y se almacenaron a 4°C (Moreno-Fierros, 1995).

Rutas de Inmunizacién: Se administraron dosis de 500 mil trofozoitos fijados con
glutaraldehido por diferentes rutas (Moreno-Fierros,1995). En las rutas intraperitoneal (IP)
e intramuscular (IM) los TFG fueron administrados en 100 pl de PBS. En la ruta IM las
dosis fueron aplicadas en el muslo. En la ruta oral (O ), se administraron 100 pl de TFG en
PBS con 500 pl de suspensién de hidréxido de aluminio. Por la ruta rectal (R ) el antigeno
fue administrado en 20 pl de PBS, y la canula fue introducida suavernente 2 cm a través del
recto, y el antigeno fue depositado en el intestino grueso. El grupo control { C ) los ratones

solo recibieron el vehiculo utilizado para cada ruta.
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Esquema de inmunizacién: Para cada ruta de inmunizacién empleada se utilizaron grupos
de cinco ratones machos; estos recibieron 1 dosis semanal durante cuatro semanas de TFG
por las rutas IP, IM, R y O; y los contenidos de suero, intestinos delgado y grueso fueron

colectados siete dias después de la ultima inmunizacién.

Obtencion de secreciones: Para la obtencién del suero se obtuvo por puncién cardiaca
directa la mayor cantidad de sangre posible, la cual se dejo reposar unos minutos para
centrifugarse durante 5 min. El suero se recupero y se almaceno en el congelador a -20°C
hasta su uso. Una vez llevada a cabo la diseccion del organismo, se identificé el aparato
digestivo y se procedio a la obtencién de liquidos intestinales. El intestino delgado se
corto en la regién superior a nivel del piloro y a nivel inferior a nivel de la valvula
jleocecal. El intestino grueso se diseco en la region distal a nivel del recto. Ambos
intestinos se colocaron por separado en cajas Petri con 2-3 ml de medio RMPI 1640 con
garamicina para evitar posibles contaminaciones de los liquidos intestinales. El contenido
del intestino delgado y grueso se vacio con ayuda de la introduccién de 5 y 3 ml de RPMI
1640 respectivamente, el desecho se recolecto en cajas de Petri.

Se aplicaron posteriormente 250 y 150 pl de pHMB (100 mM) en los liquidos de intestino
delgado y grueso respectivamente, esto con el objeto de lograr la inhibicion de proteasas
que pudieran degradar los anticuerpos. Posteriormente se centrifugaron 10 min. a 5000
rpm. La pastilia se desecho y el sobrenadante se recupero y se almaceno en el refrigerador a

-20°C hasta su uso(Moreno-Fierros,1994,1995).

Determinacién de anticuerpos anti-amiba por el método de ELISA: Se realizaron
ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos Totales, IgG, IgM, IgA anti-amiba de
suero, contenidos intestinales de intestino delgado y grueso de ratones inmunizados con
TFG. Se recubrieron placas de poliestireno (Costar) de 96 pozos con extraclo amibiano; en
un volumen de 100p] de buffer de bicarbonato-carbonato pH 9.6; que contenian 10 pg de
proteina total amibiana ( 100 pg prot/ml) por pozo de extracto amibiano, se incubaron toda
la noche a 4 °C, y se lavaron tres vegces con PBS-Tween 20, 0.05 % (PBS-T). Se
bloquearon los sitios libres de la.placa adicionando 100ul de leche descremada al 6% en

PBS-T, se incubaron 2 hrs. y fueron lavadas tres veces con PBS-T. Se afiadieron en cada
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pozo 100 pl de las diluciones de suero y liquidos intestinales. Las muestras de suero fueron
diluidas 1:100 (IgA) y 1:500 (IgG e IgM) con leche descremada al 3% en PBS-T. Los
liquidos de intestino delgado y grueso fueron diluidos 1:2 con leche descremada al 6% en
PBS-T; se adicionaron por duplicade 100 pl de las muestras de suero y liquidos
intestinales. Las placas se incubaron toda la noche a 4°C y se lavaron tres veces con PBS.
Se afiadieron 100 pl por pozo de la dilucién adecuada de conjugado peroxidasa anti-
inmunoglobulina de ratén, se incubaron 3 hrs. Los conjugados fueron diluidos con leche
descremada al 3% en PBS-T de la siguiente forma: 1:1000 Anti IgA (anti cadena alfa
Sigma Chemical Co; St.Louis,MO), 1:12800 Anti IgG (anti cadena Fc gamma Pierce,
Rockford, IL) y 1:6400 Anti IgM (anti cadena Mu Pierce, Rockford, IL). Se revelaron con
la soluci6n de sustrato {H,Oz/ortofenilendiamina) adicionando 100p! por pozo y se paro la
reaceién a los 10 min. afiadiendo en cada pozo 25pl con dcido sulfirico 2N. La
absorbancia fue leida a 492 nm en un lector de ELISA. Los valores de absorbancia de cada
isotipo se analizaron con la prueba de t de student para observar si existian diferencias

significativas en cuanto a la magnitud de los isotipos producidos.

Electroforesis en geles de Poliacrilamida (SDS-PAGE): Se corrié una electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10% (Laemmli,1970). Las proteinas amibianas fueron tratadas
con Buffer de muestra SDS, y con P-mercaptoetanol al 5 %. Las muestras del extracto
amibiano y los marcadores de peso molecular pre-tefiidos de GIBCO BRL (200,000
miosina, 97,400 fosforilasa b, 68,000 suero albimina bovina, 43,000 ovoalbimina, 29,000
anhidrasa carbénica, 18,400 p-galactosidasa, 14,300 lisosima) fueron hervidas en un buffer

de muestra por 90 seg. Finalmente se corrid la electroforesis a 150 volts.

Método de Inmunoblet para el reconocimiento de antigenos amibianos (Western
blot): Las proteinas separadas electroforeticamente fueron transferidas a papel de
nitocelulosa de 0.45 pm de acuerdo al método descrito por Towbin et al, 1979. Una vez
completa la electroforesis, los geles se equilibraron 20 min. en buffer de transferencia. Se
realizd una tincién reversible con solucién de rojo Ponceau 0.5 %, la cual fue lavada
posteriormente con PBS-T. La membrana de nitrocelulosa se recorto en bandas, a las cuales

se le agregaron 2 ml. de leche descremada al 3 % en PBS-T en donde permanecieron por un
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lapso de 1 hr. a temperatura ambiente y en agitacién constante. Posteriormente se afiadieron
las diluciones de los liquidos intestinales de intestino delgado y grueso {1:2) y el suero
(1:100) con leche descremada al 6 % en PBS-T toda la noche a 4°C y postericrmente se
lavaron tres veces en PBS-T. Se afiadieron los conjugados marcados con peroxidasa anti-
inmunoglobulina de ratén IgG e IgM (1:200) ¢ IgA (1:1000) Sigma Chemical Co, y una
mezcla de los tres conjugados (para la deteccién de inmunoglobulinas totales) en leche
descremada al 3% en PBS-T, la incubacion se llevd al cabo en un lapso de 2 hr. a
temperatura ambiente y en agitacién constante. Se lavaron tres veces con PBS-T y tres
veces con PBS 1:3 para eliminar el exceso de detergente. A las tiras se les agregé la
solucién del sustrato cromégeno (H;Oz-diaminobenzidina) durante 15 min. a temperatura
ambiente; finalmente se lavaron con agua destilada abundante para eliminar el exceso del
sustrato(Moreno-Fierros,1996). El célculo de los pesos moleculares de las proteinas
amibianas obtenidas y reveladas se llevé al cabo considerando la distancia relativa de la

proteina con respecto a un marcador previamente establecido.
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METODOLOGIA
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Fig 5. Diagrama de flujo, donde se representa la metodologia realizada en este experimento.
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RESULTADOS

El analisis por ELISA demostré que mediante la inmunizacion con TFG se inducen
altas respuestas de anticuerpos anti-amiba en suero (Fig. 6) por las rutas de inmunizacion
IP, IM y R de los tres isotipos IgM, IgG ¢ IgA, y en la via que se detecto la mas baja
respuesta fue en la oral; no encontrando diferencias significativas en esta 1ltima con el
grupo control. El isotipo que predomino en las rutas de inmunizacién IP, IM y R fue IgM
seguido de IgG y finalmente por una moderada respuesta de IgA. En general no se
observaron diferencias en cuanto a la magnitud de la respuesta anti-amiba para cada isotipo

en cada ruta de inmunizacidn.
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Fig 6. Deteccion de anticuerpos anti-amiba en suero. Se inmunizaron grupos de cinco ratones
Balb/c machos que recibieron cuatro dosis de TFG por las rutas 1P, IM, R, ¥ 0; vy fueron
sacrificados 7 dias después de la éltima inmunizacién. Ef grupo control, solo recibi6 el vehiculo
empleado para cada ruta, Las barras representan la media y la desviacion estandar de las lecturas de
A4z nm para cada grupo. Se determiné por ELISA la respuesta de anticuerpos IgA, IgG, e IgM anti-
amiba. El suero fue diluido 1:500 para Ia deteccion de 1gG e IgM y 1:100 para la deteccitn de IgA.
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La magnitud de la respuesta anti-amiba detectada en liquidos intestinales de
intestino delgado varié de acuerdo a la via de inmunizacién utilizada. En general IgA fue el
isotipo que se detecto en mayor cantidad para todas las rutas de inmunizacion (Fig. 7). En
las rutas R e IM la respuesta de IgA fue seguida por IgG y finalmente por [gM. Por otra
parte la ruta IM generd una respuesta intestinal anti-amiba mayor que la inducida por la
ruta oral, y menor que la producida por las vias IP y R. La respuesta de IgA producida por
las vias IP y R fue alta y similar en su magnitud. Por la ruta R se observd una moderada
respuesta de IgA pero mayor que la inducida en la ruta oral.

La respuesta de IgG en liquidos intestinales de intestino delgado inducida por las

rutas de inmunizacién IP, IM y R fue moderada pero mayor que la inducida en la via oral.
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Fig 7. Deteccién de anticuerpos anti-amiba en intestino delgado. Se inmunizaron grupos de cinco
ratones Balb/c machos que recibieron cuatro dosis de TFG por las rutas IP, IM, Ry O; y fueron
sacrificados siete dias después de la Gltima inmunizacién. El grupo control, solo recibid el vehiculo
empleado para cada ruta. Las barras representan la media y la desviacién estandar de las lecturas de
A 4 nm para cada grupo. El contenido intestinal fue cotectado en 5 m! de medio RPMI. Se
determiné por ELISA la respuesta de anticuerpos IgA, IgG e IgM anti-amiba; los liquides
intestinales fueron diluidos 1:2.
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En liquidos intestinales de intestino grueso los isotipos presentaron los mismos
niveles de anticuerpos anti-amiba para todas las vias de inmunizacién empleadas (Fig. 8),
con excepcion de la ruta oral en la que Yinicamente se detectaron respuestas de anticuerpos
anti-amiba del isotipo IgA tanto para intestino delgado y grueso. Por otra parte, por las
rutas IP y O el isotipo que predemind fue IgA de manera similar a lo observado en [D.
Mientras que por las rutas IM y R la respuesta de anticuerpos anti-amiba de los tres isotipos

analizados fue similar.
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Fig 8. Deteccion de anticuerpos anti-amiba en intestino grueso. Se inmunizaron grupes de cinco
ratones Balb/c machos que recibieron cuatro dosis de TFG por las rutas IP, IM. R, y O, y fueron
sacrificados siete dias después de la dltima inmunizacion. El gripo control, solo recibid el vehiculo
empleado para cada ruta. Las barras representan la media y la desviacion estandar de las lecturas de
Augz nm para cada grupo. El contenido intestinal fue colectado en 3 ml de medio RPMIL. Se
determiné por ELISA la respuesta de anticuerpos IgA, 1gG e IgM anti-amiba; los liquidos
intestinales fueron diluidos 1:2.
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En lo que se refiere a la respuesta de anticuerpos totales anti-amiba producida en
suero {Fig.9 A), se observo una fuerte respuesta en los ratones inmunizados por las vias TP,
IM y R. La menor respuesta se detect6 en el suero de ratones inmunizados por la via oral no
encontrndose diferencias significativas respecto al grupo control.

En relacién con la respuesta total anti-amiba en intestino delgado se observé que en
las vias IP y R una respuesta alta y similar entre ellas en cuanto a su magnitad. Por su parte
en la ruta ™ la respuesta inducida fue moderada; pero significativamente mayor que la
baja respuesta inducida por la via oral (Fig. 9 B). Por su parte en intestino grueso la
respuesta fue similar en su magnitid para todas las rutas empleadas exceptuando la via oral

donde la respuesta de anticuerpos fue baja (Fig. 9 C).
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Fig 9. Deteccién de anticuerpos totales anti-amiba en suero (A), intestinos delgado (B} y grueso
(C). Se inmunizaron grupos de cinco ratones Balb/c machos que recibieron cuatro dosis de TFG
por las rutas TP, IM, R y O; y fueron sacrificados siete dias después de la ltima inmunizacion, El
grupo control, solo recibi6 el vehiculo empleado para cada ruta. Las barras representan lamediay la
desviacion estandar de las lecturas de Asg; nm para cada grupo. Se determinaron por ELISA usando
una mezcla de conjugado de peroxidasa anti-inmunoglobulina de ratén IgA, IgG, ¢ IgM. Las
muestras de suero fueron diluidas 1:500 y los liquidos intestinales 1:2.
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INMUNOBLOT

Ei andlisis por inmunotransferencia, demostré que los sueros de los ratones
inmunizados por las vias R, IP, IM y O reconocieron un gran nimero de proteinas anti-
amiba, encontrando que existen diferencias en el patron de proteinas reconocidas de
manera inmunodominante por anticuerpos IgA, IgG e IgM respectivamente. El isotipo que
presento un reconocimiento de menor la intensidad de las proteinas amibianas fue el
comespondiente al IgA; reconociendo preferentemente la zona de peso molecular (PM) de
240-57 kDa, remarcando que por la via IM para este isotipo, se reconocen intensamente
dos bandas de 143, 130 kDa. Los dos isotipos que mostraron un mayor reconocimiento de
proteinas amibianas fueron, sin duda, IgG e IgM (Fig.10}, (Tabla 1). Comparando, las
proteinas amibianas reconocidas para cada isotipo, en cualquiera de las vias de
inmunizacicn, se observa que todos son capaces de reconocer el rango de proteinas que va
de 240-65, 150-84, §1-56, 54-39, 37-25 y 24-14 kDa, aunque en algunos casos son
recanocidas de manera inmunodominante como es el caso del isotipo IgG que reconoce
intcsamente un doblete de proteinas amibianas de 25-24 kDa por las rutas R,IP ¢ IM. Por
otra parte es reconocido exclusivamente por el isotipo IgM un triplete de proteinas
amibianas de 35.3, 34, 33 kDa por las vias de inmunizacién R, IP, IM y O. Ademis se
observa que existen diferencias, en el reconocimiento de las proteinas amibianas por
efecto de la ruta de inmunizacién, como es el caso de la ruta IM que reconoce de manera
inmunodominante en el isotipo IgG; las proteinas de peso molecular de 136, 130, 90, 81,
60, 54, 31 kDa, tomando en cuenta que las vias de inmunizacion IP, R reconocen estas
proteinas pero con menor intensidad, por lo cudl no se consideran como
inmunodominantes. En el caso de la via local (O) reconoce de manera intensa una proteina
amibiana de 56 kDa en el isotipo 1gG, esta banda no es reconocida por los isotipos IgA e
IgM, remarcando que se reconocen mayor niimero de proteinas amibianas; y con mayor
intensidad, por la ruta IM. Es importante, aclarar también que se observaron cambios en la
respuesta a las diferentes vias; aun tratandose del mismo isotipo tal es el caso de la
proteina reconocfda por IgM, con un peso de 84 kDa que es reconocida por las vias R, [P

y IM, mas no asi por la via O.
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Fig 10. Andlisis por inmunoblot de anticuerpos Totales, IgA, IgG e IgM anti E.histolytica en muestras de
suero de ratones inmunizados con TFG. El carril 1 representa los marcadores de peso molecutar GIBCO, ¢l
carmil 2 muestra el patron de proteinas del extracto amibiano teflido con Rojo Ponceau. Los carriles del 3 al 8
representan las proteinas del extracto amibiano incubadas con muestras de suero; los carriles del 3-6 se
tevelaron con un pool de anticuerpos totales, del 7-10 con anti-IgA, def 11-14 con anti-igG y del 15-18 con
anti-1gM. Los carriles 3, 7, 11 15 representan laviaR;el4,8,12y16lavialP, el 5,9, 13y 17 lavialM yel
6,10,14 y 181a via O.
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En contraste con los sueros, los anticuerpos de liquidos intestinales de intestino
delgado (Fig. 11}, (Tabla 2) y grueso (Fig. 12}, reconocen menor niimero de bandas y con
menor intensidad. En e, ID y en el IG, se observa el reconocimiento de manera intensa,
de) doblete de proteinas amibianas de 25, 24 kDa; por las rutas de inmunizacién IP, IM, y
R que también fue reconocido por los anticuerpos sericos del isotipo IgG. Por otra parte el
reconocimiento de proteinas amibianas por el isotipo IgA fue de mayor intensidad y con
un mayer nimero de bandas, al compararlo con el comportamiento que se presento en el
IG, correspondiendo a una zona de peso molecular elevado de 260-130 kDa. Haciendo
notar que existen diferencias en el reconocimiento de antigenos amibianos de los
diferentes isotipos, como es el caso del isotipo IgA, que reconoce los antigenos amibianos
de 260, 227, 101, 76, y 59 kDa de manera inmunodominante. El isotipo, que presento un
reconocimiento menor, en el nimero de proteinas amibianas fue el IgM.

En intestino grueso (Fig. 12), (Tabla 3) la mayor respuesta en el reconocimiento de
proteinas amibianas fue en el caso del isotipo IgG, que reconocidé un mayor nimero de
bandas y con mayor intensidad, en comparacion con el intestino delgado. Es importante
hacer notar, que para todos los isotipos, la via de inmunizacion con menor respuesta fue la
0, de manera similar a lo observado en ID; incluso para el isotipo IgG e IgM fueron
completamente nulas, en términos generales la ruta de inmunizacion sistémica (IM)
presento un mejor comportamiento en el reconocimiento de antigenos amibianos, que lo
observado para la ruta O. Ademdas se reconocen mayor numero de bandas de manera
inmunodominante de peso molecular 220, 108, 55, 48, kIDa por 1a via R en el isotipo IgG.
En este 1ltimo también es reconocida una proteina amibiana de manera inmuncdominante
de 41.5 kDa, por las rutas de inmunizacién IP, IM, y R. En el caso de las vias IP ¢ IM se
observa un reconocimiento de poca intensidad de antigenos amibianos en la zona de 230-
121, 73-40 kDa. En el caso del isotipo IgA se reconocen de manera inmunodominante por
la via IP las proteinas de alto peso molecular de 161, 150 kDa. Se observa una respuesta
inmunodominante en el reconocimiento de proteinas amibianas del isotipo IgG con
respecto a los isotipos IgA e JgM en las vias IP, R e M.

Ademas se aprecia que existen diferencias, en el reconocimiento de los antigenos
amibianos entre ID e 1G, se observa que el isotipo IgA reconoce preferentemente las

proteinas de 260, 101, 76 y 59 kDa, por las rutas de inmunizacion TP, IM, R y O; y una
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proteina de 227 kDa por las vias IM, R y O; en liguidos intestinales de intestino delgado,
en lo que se refiere al isotipo IgG, se reconoce por la via IP, IM, y R; exclusivamente las
proteinas de 187, 160 kDa, la ruta R, reconoce la de 128, 73 kDa, que no son reconocidas
por IG, sin embargo este ltimo reconoce de manera inmunodominante las proteinas de
220, 108, 55, 37, 35, 34 por la ruta R; y de 140, 121 y 28 kDa por la via IP, en el isotipo
18G; observandose que existen diferencias, en el patrén de reconocimiento de los
antigenos amibianos en liquidos intestinales de intestino delgado y grueso, por efecto de

la via de inmunizacién empleada en este experimento.

INTESTINO DELGADO

Ig Total I2G IgA IgM

kDa 1 2z 3 456 7 89 1011213141516 1718
IPIMRO IPIMR O IPIMROIPIMR O

Fig 11. Analisis por inmunoblot de anticuerpos Totales, IgG, IgA ¢ IgM anti E histolytica en muestras de
liquidos intestinales de intestino delgado de ratores inmunizados con TFG. El carril 1 representa el patrén
de proteinas del extracto amibiano tefiido con Rejo Poneeau, ¢l carril 2 muestra los marcadores de peso
molecular GIBCO. Los cariles del 3 al 18 representan las proteinas del extracto amibiano incubadas con
tuestras de contenidos intestinales de intestino delgado; los carriles del 3-6 sc revelaron con un pool de
anticuerpos Totales, del 7-10 con anti-IgG, del 11-14 con anti-IgA y del 15-18 con anti-IgM. Los carriles 3,
7, 11 yi5 representan la via IP; el 4, B, 12yli6lavialM, el5,9,13y17laviaRyel6, 10,14y 18 lavia O.
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INTESTINO GRUESO

Ig Total IgG

-

E TN REN
1234567 8 9101112 13141516 17 18
IPIMROIPIMRO [PIMR O [PIMR O

Fig 12. Andlisis por inmunoblot de anticuerpos Totales, 1gG, IgA & IgM anti E. histolytica en muestras de
liquidos intestinales de intestino grueso de ratones inmunizados con TFG. Los carriles del 1 al 16
representan las proteinas del extracto amibiano incubadas con muestras de contenidos intestinales de
intestino grueso; los carriles del 1-4 se revelaron con un pool de anticuerpos Totaies, del 53-8 con anti-1gG,
del 9-12 con anti-IgA y det 13-16 con anti-IgM. Los carriles 1, 5,9 y13 representan la via [P; €1 2,6, 10y 14
lavialM,el3,7, 11 y15laviaR yel 4, 8 12y 16 la via O. El carril 17 representa el patrén de proteinas del
extracto amibiano tefiido con Rojo Ponceau y el carril 18 muestra los marcadores de peso molecular

GIBCO.



TFabla 1. Peso molecular relativo (kDa) de algunas proteinas amibianas reconocidas por
anticuerpos sericos.

IgA I IgM 1gG
] M| R | O [P | IM]|R]| O ¥ | M| R]| a
240 240
23u i My 230 230 230 pa (] 23 b)) 130
220
20 110 210 210 palv] 20 i 210
200
190 190 190 i» 190 190 199 150
1m 173 1 173 in 173 173 173 1
£33 165 165 163
[RT] 150 150 150 150 150 150 150 130 150
143
135 136
£30 130 130 130 130 1310 13 130
124 124 124 124 124
126 1M 120 120 120 120
118 1i8 118
113 113 tn 113 1m 113 113 13 13
to? 107 197 107
502
974 974 974 974
o
°0 w 9% 90 o0 o0 kil L] 90 90 €0
) E 37
84 84 .7 B4 B4 21 2] 1] B4
a3 1 1] 81
™ il il kvl
73 s 75 75
kil I 7 n 7 73 n FE] 73
0 0
b 66 &6 o &6 66 &4 o6
64 o (2] 64 L2 (2} 64
62 62
&0 S [ &0 [} 0
L1 57
L6 % H 36 56 56 % 56 56
54 M 54 34 54 21 54 H
51 L] 5 L1
43 43 48 48 4 43
41 47 47 &7 47 47 47
43 45
43
45 415 415 413 415 413 415 415 415 4.5 415 41.5
41 4 41
40 40 40 40 &0 40 W 40
1 9 39 3
37 37 » 7
353 333 353 353 L) 353 35.) 353 ki) 353 353 353
34 M M M M M M M M M 34
1 n 33 13 33 A 3 33 3
n n iz 32 2 32 32 py] 31
k1] 51 M
306 6 306 306 306
el 9 29 Fal » i 3 g » » 9 i
F1l 27 27 17
A 28 5 5 23 25 5 145 % L1 25
M 4 n bz} 24 4 4 b2 4 “ 24
Pk 0.6 20.6 2086 0.6 206
196 19.6
131 183 133
1? 17 17 17 17
1]
154 154
) 16 14.6 146
14.4 144 44 14.4 144 14.4
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Tabla 2. Peso molecular relative (kDa) de algunas proteinas amibianas reconocidas
por anticuerpos de intestino delgado.

IgA IgM IgG
P{M|[RrR[OJIP|[M]R]O[IPITM[RI]O
260 260 260 260
230 250
230 230
227 227 227 227
208
180
187 187 187
161 161
160 160 160
149 149
138 136 136
135 135
130 130 130 130
128 128
121

15 145 115
101 10t 101 101
90
846
7% 76 76 76
F T - T
685 BB5
635 635 B35
59 59 59 59
574 574 574
551
55 55 55
50 50 50
48 48
45 415
41 41 41 41
20 40 40 40
385 385 2385

25 25 25
24 24 24
207 207
14.4 144
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Tabla 3. Peso molecular relativo (kDa) de algunas proteinas amibianas reconocidas
por anticuerpos de intestino grueso.

lgA IgM 196G
P M| RJO|JP|MJRIO]JIPIIM]|R]|O
230 230
227 prid 227
220 220
208 208
19
164 161
160
150 150 150 150 150 150
140 140
136 136 136 136
135 135
130 130 130
128
121 121 121
108
974
a0 80 a0
84 84 a4 84 84 84 B4
76 76
73
685
67.7
635 B35 635
60
58 59d 59 58
57.4 574
55 55
52
50 50 50
48 48 't
45
41.5 41.5 41,5 415
40 40 40 40
85
37 I
35 a5
34 34 M
28

25 25 25
24 24 24
207 20.7
14.4 14.4

Nota: Las proteinas que fueron reconocidas con menor intensidad estén representadas
en las tablas con gris {230} y las de mayor intensidad estin marcadas con negritas (220).
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DISCUSION

El presente trabajo demuestra dos hallazgos principales. El primero indica que en
los sitios efectores del sistema inmune de la mucosa intestinal, tienen diferencias
regionales, debido a que se encontraron diferencias en el patrén de respuesta de isotipos
anti-amiba producidos en el intestino delgado y grueso, después de una inmunizacién local
y sistémica con TFG. Ademas excluyendo a la ruta oral, en suero e intestino grueso, para
las rutas sistémicas (IP, IM) y locales (R) la magnitud de respuesta anti-amiba de cada
isotipo fue muy similar; en tanto que la respuesta anti-amiba en intestino delgado vario6 de
acuerdo con la ruta de inmunizacién em:pleada. El segundo y mis importante resultado de
este trabajo es la demostracion de que mediante una inmunizacién sistémica (IM) con TFG
se inducen altas respuestas de anticuerpos anti-amiba en intestinos delgado y grueso. Estos
hallazgos son importantes debido a que la mayoria de los antigenos y microorganismos
muertos que son empleados para el desarrollo de vacunas son sélo capaces de producir
respuestas inmunes mucosas cuando son administrados por una ruta tocal y usualmente una
inmunizacién por via sistémica no produce respuestas inmunes mucosas (Mestecky,1987).
La explicacién de cdmo se obtienen respuestas de anticuerpos intestinales por una ruta
sistémica (IP) estd bien documentada debido a que el peritoneo es considerado como un
sitio inductor de respuestas inmunes mucosas (Biewenga,1993; Kroese,l'994). En contraste
es necesario realizar mas trabajos para elucidar como se obtiene una respuesta intestinal
después de una inmunizacién por una via intramuscular con TFG.

Se han realizado, diversos estudios donde se obtuvieron respuestas inmunes
mucosas después de una inmunizacién intramuscular con rotavirus {Conner,1993). Estudios
de la cinética del virus en la respuesta especifica de anticuerpos en tejidos linfoides
intestinales y no intestinales se han realizado para determinar los posibles mecanismos por
los cuales se genera una respuesta inmune humoral en espacios mucosos después de una
inoculacion intramuscular con rotavirus (Coffin,1997). En ambos casos, no se encontraron
evidencias de que el virus entre al GALT o infecte pequefias células epiteliales intestinales
indicando que ell virus no se disemina por la sangre en direccién al GALT y que estimula la
respuesta inmune después de ser procesado por células presentadoras de antigeno, a nivel
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Ninguno de ellos encontrd evidencias de que el virus pueda estimular la secrecion
de células plasmaticas especificas para el isotipo IgA provenientes del tejido linfoide
sistémico y en direccion hacia €] GALT. Estos resultados indican que los linfocitos B
activados especificamente por el virus pueden ser generados en nédulos linfoides,
difundidos al GALT, y en presencia de citocinas apoyan la produccién de IgA; y la
diferenciacién de células secretoras de IgA. Esta hipétesis fue apoyada por la observacién
de que el virus estimula la secrecién de linfocitos especificos para 1gM detectados en
nédulos linfoides antes de detectar, la especificidad de los isotipos I1gM, IgG e IgA en
células secretoras en el GALT. Otra posibilidad es que después de la inoculacién
intramuscular, los APCs son capaces de presentar peptidos especificos para rotavirus y
pueden ser generados en nddulos linfoides y circular hacia el GALT donde inician la
produccién de células productoras de anticuerpos especificos para estos antigenos. Estos
hallazgos también se apoyan con la observacion que la especificidad del virus para IgA fue
primeramente detectada en PP y nédulos linfoides mesentericos; y solo mds tarde detectada
en limina propia. Finalmente la administracion parenteral del -rotavirus vivo puede
experimentar un ciclo abortivo de replicacion en tejidos extraintestinales. (Coffin,1997).

En relacién, a la poca respuesta de anticuerpos anti-amiba alcanzada per la ruta oral,
esta se pucde deber a una degradacién enzimatica del antigeno debido al pH acido del
estémago, lo que ocasiona que se altere la estructura de los TFG. El principal problema ai
que se enfrentan las vacunas orales es que se puede generar a través de las diferentes
inmunizaciones con el antigeno una tolerancia oral (tolerancia sistémica}, s decir que el
organismo no tenga una respuesta adecuada en contra del antigeno y lo reconozea como
propio y no monte una respuesta inmune eficaz. Efectivamente en esta ruta ta distribucidn
del antigeno generalmente resulta en una pobre o corta respuesta de anticuerpos
(Mestecky,1987; Jackson,1993) 1a mayoria de los antigenos incluidos los TFG no son
capaces de producir respuestas sistémicas (Tomasi,l98(i;]ackson,l993;Moreno—
Fierros,1996). Sin embargo la respuesta inmune intestinal registrada por la ruta oral fue la
més pobre y solo el isotipo IgA fue producido igualmente en intestino delgado y grueso.

Si es bien conocido que la naturaleza y funciones del sistema inmune de las

mucosas difiere de la inmunidad sistémica clésica: la estructura de las placas de Peyer y
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otros tejidos linfoides organizados; poblaciones de linfocitos de la mucosa; patrones de
migracién de células inmunes entre varios ftejidos mucosos; anticuerpos €
inmunoglobulinas secretorias; y el hecho de que la inmunoregulacién de los espacios
mucoses se favorece bajo ciertos procesos (Mestecky, 1987; Underdown, 1994; Mowat,
1997). Ademas recientemente se reporto la evidencia de que la respuesta inmune intestinal
y sistémica estd compartamentalizada, debido a que se encontraron diferencias en el
nimero de proteinas amibianas reconocidas por anticuerpos en suero e intestino delgado
(Moreno-Fierros,1996). Sin embargo, el conocimiento acerca de la compartamentalizacidn
de la inmunidad intestinal permanece, indefinida.

El predominio de IgA en la mayoria de las secreciones mucosas comparada con la
sangre esta bien establecida. El isotipo IgA se presenta en secreciones mucosas en grandes
concentraciones a diferencia de las que se presentan por otros anticuerpos (Mestecky,1994;
Underdown, 1994 ). En los tractos gastrointestinal y respiratorio superior, nariz, oido medio,
vesicula biliar, mucosa uterina, saliva, leche materna, prostata y glandulas lacrimales, el
isotipo IgA es preducido localmente (Underdown,1994; Scicchitano,1988). En todos estos
sitios, ha sido reportado que el nimero de células plasmaticas producen IgA en grandes
cantidades que los producidos por otros isotipos (Underdown, 1994; Phillips, 1994,
Brandtzaeg, 1994). Sin embargo existen marcadas diferencias, en especies animales con ¢l
predominio de IgA en ciertas secreciones mucosas notablemente en glandulas mamarias y
bilis; y esto constituye un hecho para que se tenga un acercamiento mas profundo al estudio
de la inmunidad en mucosas en animales experimentales (Mestecky,1994). Ademas, en
contraste con la inmunoglobulina IgA, no existe la informacion suficiente acerca del
desarrollo de otras inmunoglobulinas en el espacio mucoso. No obstante cantidades
considerables de anticuerpos IgG e IgM en secreciones externas de intestino y nasofaringe
parecen ser sintetizadas localmente (Mestecky,1994). Por otra parte diversos trabajos han
demostrado invariablemente que los anticuerpos IgA e IgG ambos se presentan en
secreciones genitales, y el isotipo IgG parece ser ia inmunoglobulina dominante
(Parr,1994). Se han realizado estudios para inducir respuesta de anticuerpos anti-amiba en
ratones inmunizados con trofozoitos de E.histolytica oral y sistémicamente, y parece ser
que existe una correlacién entre la ruta de administracion empleada y el isotipo de

inmunoglobulina producida en el intestino, la produccion de IgA secretoria se favorece por
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la administracién oral de trofozoitos, en tanto que la 1gG en mucosas parece ser realzada
por la ruta de administracion sistémica. Se demostrd que ambas inmunizaciones son
efectivas en la induccién de IgA secretora en el intestino, y cuando es empleada la
inmunizacién sistémica, el incremento en los niveles de anticuerpos en los fluidos
intestinales es lento, y la IgG es la clase predominante (Villareal,1992). Los resultados de
este trabajo demuestran que el isotipo IgA no fue la inmunoglobulina predominante en la
respuesta inducida en el intestino grueso y que una considerable cantidad de anticuerpos
anti-amiba lgG e [gM se producen también en intestino delgado por las rutas
intraperitoneal, intramuscular y rectal. El concepto del sistema comin de mucosas se refiere
al sistema especifico de defensa que opera en espacios mucosos extermnos y que algunas
funciones independientemente de la reactividad inmunologica se dan en los sitios
sistémicos. En muchos modelos experimentales, la estimulacion antigenica local en
espacios mucosos han demostrade resultados en la produccién de anticuerpos especificos,
no solo en el sitio de estimulacién sino también en secreciones externas (Mestecky,1994;
Phillips1994). No obstante aunque la existencia del sistema comin de mucosas esta bien
documentado, existe la evidencia de que la exposicién local al antigeno puede resultar en
altos niveles de IgA secretora especificamente en la regidn de exposicién del antigeno que
la respuesta que se da en los sitios distantes (Haneberg,1994, Hopkins,l995; Nedrud,1987;
Ogra,1969). Indudablemente en el intestino, la administracion de la toxina de cblera en
segmentos préximos o distantes provocan altos niveles especificos de antitoxina IgA en el
segmento de exposicién al antigeno (Pierce,1975), y que anticuerpos de poliovirus son muy
abundantes en la regién del colon que selectivamente ha sido inmunizada (Ogra,1969). De
igual forma nuestros datos soportan el concepto del sistema comin de mucosas y la natural
regionalizacién de la respuesta inmune en mucosas, en contraste nosotros no observamos
respuestas altas de anticuerpos anti-amiba en la mucosa del sitio més proximo a la
aplicacién del antigeno. Pero debe tomarse en cuenta que la respuesta inmune en mucosas
en sitios especificos varia de acuerdo a el tipo de antigeno, la ruta de administracién y la
especie estudiada (Haneberg,1994;Hopkins,1995) (Lehner,1992). La respuesta inmune
contra el antigeno del Lipopolisacarido y el virus core de la hepatitis B varia en la relacion
a la ruta de administracion (Hopkins,1995). Estos hallazgos sugieren mecanismos

separados, que determinan la respuesta inmune contra los dos antigenos después de la
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induccion en diferentes sitios. Sin embargo, contrario a otros estudios nosotros no
encontramos respuesta exclusiva para el isotipo IgA en las secreciones intestinales
analizadas. No obstante en diversos estudios solo el isotipo IgA es analizado en muestras
mucosas, ¥ los otros isotipos, que por lo general no se analizan (Haneberg, 1994; Hopkins,
1995). Diversos autores han reportado que se encontraron altas respuestas anti-toxina de
colera (CT) de células productoras de IgA y una moderada respuesta de células productoras
de 1gG (Jackson,1993;Lycke,1986) e IgM (Lycke,19806) en células de lamina propia del
intestine delgado y observaron una moderada respuesta de lgG en muestras fecales
(Jackson,1993). Una posibilidad por la que la respuesta de otros isotipos no ha sido
detectada en otros estudios quizds se deba a 1a mayor labilidad a las proteasas en relacién
con el isotipo IgA (Underdown,1994).

El concepto original del sistema inmune comin de mucosas del tejido linfoide
asociado al intestino y el tejido linfoide asociado a los bronquios; puede ser un origen para
la formacién de células pldsmaticas precursoras de IgA de todas las glandulas y tejidos
mucosos (Mestecky,1994), Sin embargo, diversos estudios incluidos los nuestros tienen
considerada una posible compartamentalizaciéon del sistema inmune comuin de mucosas
porque tejidos linfoides adicionales pueden cumplir con esa funcidn (Mestecky,1994). Los
sitios inductivos mucosos adicionales, el anillo Waldeyers del tejido orofaringeo
(amigdalas nasales, palatinales, y linguales), el tejido linfoide rectal y las células B Ly-
14(CDs+B-1) de la cavidad peritoneal también pueden contribuir al pool de células
precursoras que preferentemente habitan los tractos respiratorio superior, intestinal y
genital (Mestecky,1994;Kroese, 1994).

De acuerdo con nuestros datos, estudios inmuaochistoquimicos pueden apoyar
ademis la idea de que existen diferencias regionales inmunoregulatorias del sistema
inmune de fa mucosa (Underdown, 1994; Brandtzaeg, 1994). En humanos, las células
producen subclases de IgA: IgA, e IgA;, y muestran diferencias regionales en su
distribucion. Por ejemplo las células de IgA,;, predominan sobre las de 1gA; en el bazo,
nddulos linfoides perifericos y en la mayoria de los tejidos mucosos, nédulos linfoides
mesentericos, amigdalas, estomago y duodeno, el nimero de células productoras de las dos
subclases son mas equivalentes en glindulas lacrimales y la lactancia, e IgA; contiene

células predominantemente en el intestino grueso y tracto genital femenino (Crago, 1984;
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Kett, 1986; Kutteh, 1988), También ha sido reportado que la proporcidn de IgA, e IgA;
varia en secreciones individuales (Underdown,1994). Estudios similares de células
productoras de IgG en la mucosa del tracto respiratorio superior, asi como en el fleon y el
colon nos muestran que IgG; es la subclase predominante asi como también lo es para
muestras de suero (Brandtzaeg, 1994). Sin embargo las células de 1gG; son generalmente
mds frecuentes que las células de IgGs en mucosa intestinal distante contrario a lo que con
frecuencia se observa en el tracto respiratorio superior de la mucosa (Brandtzaeg,1994).
Esta desigualdad en las subclases de IgG, soportan también la idea de que los cambios en
las células B sc diferencian en varias regiones del sistema inmune de la mucosa. La
respuesta en suero de las subclases de IgG esta bien documentada y puede ser influenciada
por la naturaleza del antigeno estimulador (Papadeu,1989). Algunos carbohidratos, y
antigenos bacteriales inducen preferentemente respuesta de IgG,, en tanto que las proteinas,
que son claramente antigenos dependientes de células T, generan una coordinada respuesta
de IgG e IgGs (Brandtzacg,1994, Papadeu,1989). Factores regionales ambientales pueden
contribuir a las diferentes proporciones de células productoras de subclases de IgG vistas en
el tracto respiratorio superior y en la mucosa distal del intestino. Tal influencia ambiental es
probable, que explique la desigualdad observada para células productoras de subclases de
IgA y también el porque proteinas estimulan principalmente IgA; donde antigenos en forma
de carbohidratos, particularmente un lipolisacarido de Escherichia coli, tiende a favorecer
la respuesta de IgAz(Brown,1985 Mestecky,1986;Tarkowski,1990). Se conoce poco acerca
de la inmunoregulacion, la desigualdad de ambas clases de IgD/IgM y las subclases de
IgA/IgA; e IgGy/lgGs los patrones de expresién se muestran por inmunocitos asociados a
la mucosa en varias regiones del cuerpo, pero la microbiota local tiene un gran impacto
(Brandtzaeg,1994).

La regionalizacién del sistema inmune de fa mucosa es mds evidente en la mucosa
del tracto genital, que en los intestinos. En particular, diversas caracteristicas basicas de la
inmunidad en la mucosa intestinal no se presentan o son inconspicuas en el tracto genital,
incluido el transporte de antigenos en células epiteliales (células M), nédulos linfoides de la
mucosa, y el predominio de la inmunoglobulina IgA en secreciones. Diversos trabajos nos
demuestran que las inmunoglobulinas IgA e 1gG se presentan en las secreciones genitales y

que el isotipo IgG parece ser la inmunoglobulina dominante(Parr,1994).
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Diversos trabajos se han realizado para el disefio y desarrollo de vacunas aplicadas
localmente. Regularmente fas vacunas pueden ser aplicadas directamente en el espacio
mucoso de relevancia, desde aqui existe un entrecruzamiento en la migracién de algunas
células T y B; y esto puede ser mds convenientemente aplicado en el espacio mucoso de la
nariz, en el intestino y con este apunte le confieren proteccion en otros sitios mucosos
(Mestecky,1994;1987;Underdown1994;Mowat,1997).

El anélisis de Western blot, ha sido utilizado en diversos pardsitos protozoos, para
identificar proteinas que puedan relacionarse con la induccion de la inmunidad del huésped.
Se ha realizado la inmunodeteecion de los antigenos totales de E.listolytica transferidos a
papel de nitrocelulosa con anticuerpos IgA presentes en muestras de suero y calostro de
mujeres en puerperio y en muestras Ce suero de pacientes con el diagnéstico de absceso
hepitico amibiano. Se observo, que las adhesinas putativas no fueron reconocidas
frecuentemente por IgA de los sueros puerperales y los calostros, en tanto que la IgA de los
sueros de pacientes con absceso hepatico amibiano reconocié la de 118 kDa (112 kDa en
otros estudios) en el 80 % de los casos (Berber; 1950). Diversos estudios, se han realizado
donde analizan la respuesta inmune secretora en saliva de pacientes con amibiasis intestinal
contra antigenos obtenidos de la membrana de E. histolytica, el anilisis de Western blot
indica que la saliva de los pacientes contiene anticuerpos IgA secretorios contra antigenos
de un rango de peso molecular de 170 a 24 kDa y demostraron que algunos de estos
antigenos, también son reconocidos por sujetos sanos. No obstante, los antigenos de 170,
125, 46, y 37 kDa se reconocen con mayor frecuencia por IgA secretora de pacientes con
amibiasis intestinal; que la de los pacientes sanos (Ortiz-Ortiz,1998). Por lo tanto,
anticuerpos IgA de saliva, de E. histolytica pueden contribuir, al diagnosis de la amibiasis
intestina] invasiva o asintomadtica, que coloniza el intestino en e} humano y que puede
inducir respuesta de IgA secretora. La actividad de anticuerpos de IgA secretora en
humanos puede diferenciarse de la IgA sérica (Lue; 1994) porque el sistema inmune
sistémico y secretor son en gran parte independientes (Czerkinsky; 1987). El sistema
inmune secretor comprende sitios inductivos de! tejido linfoide asociado a la mucosa y
sitios efectores con células dispersas productoras de inmunoglobulinas. Se ha reportado,
que anticuerpos secretores de E. histolytica sc presentan en leche en humanos, y se ha

propuesto que estos anticuerpos podrian ser evaluados en estudios epidemioldgicos de Ia
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amibiasis intestinal. Sin embargo, los anticuerpos de leche o calostro son relevantes solo en
mujeres lactantes (Grundy M.S, 1983). Ademéds de la IgA secretora, las secreciones
humanas también contienen una cantidad variable de 1gG (Tomasi, 1976), que s considera
usualmente derivada del suero. En efecto, anticuerpos séricos lgG  parecen ser
transportados a lo largo del epitelio de los pulmones (Pabst, 1992), y la mucosa nasal
(Wagner, 1987). En suero, de pacientes con absceso hepdtico se ha encontrado una reaccion
predominante del isotipo IgG, con diversas bandas de PM aproximado de 250-159, 100, 80,
60, 35, 30, 20 kDa (Schulz T.F, 1987). Estudios similares, se han realizado con pacientes
infectados con Giardia lamblia detectando la respuesta inmune secretora usando muestras
de saliva, las principales proteinas reconocidas por tos pacientes fueron de 170, 105, 92, 66,
32, 29, 44.kDa. Estos antigenos no fueron reconocidos por muestras de saliva de individuos
sanos (Rosales-Borjas, 1998). Este tipo de ensayos puede ser importante en futuros estudios
de proteccion en infecciones que se presentan por pardsitos extracelulares. En este trabajo,
se  encontraron  diferencias entre los  antigenos  amibianes  reconocidos
inmunodominantemente por anticuerpos de diferentes isotipos; en liquidos intestinales de
intestino grueso se reconocieron mayor numero de bandas y con mayor intensidad por el
isotipo IgG, que en los de intestino delgado y en los liquidos intestinales de este tiltimo se
reconocen mayor numero de bandas y con mayor intensidad por el isotipo IgA, que en el
intestino grueso. Los patrones de especificidad del isotipo IgG a antigenos de Streptococus
pyogenes en suero y secreciones autologas se¢ han comparado con el propésito de
determinar st la IgG encontrada en secreciones humanas es exclusivamente de origen
sérico o también puede ser producida localmente, por el sisterna inmune sistémico. Los
resultados indican que las mayores variaciones fueron observadas entre el suero y las
secreciones, y también entre estas ultimas, los resultados fueron a favor de la IgG asociada
a la inmunidad local dentro del compartimento de diferentes tejidos indicando que la IgG
local es normalmente producida por células largamente independientes del sistema inmune
sistémico {Bememan, 1998). Recientemente se detectaron proteinas amibianas que fueron
predominantemente reconocidas por anticuerpos IgG pero no por la inmunoglobulina IgM
y viceversa {(Moreno-Fierros,1996). Del mismo modo, en Toxoplasma gondii, 3 proteinas
han mostrado reactividad con IgM humana, y otras 17 proteinas del parisito reaccionan

solo con IgG inmune (Sharma,1983). Ciertas inmunoglobulinas son mas eficientes que
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otras en activar complemento o en receptores ligados a monocitos. La importancia de la
inmunoglobulina IgA; el isotipo mis predominante en secreciones, en ta inmunoproteccién
contra patégenos en la mucosa, es bien conocida (Mestecky, 1994;Biewenga, 1993).

El papel de la respuesta inmune en la proteccion contra la amibiasis es aun incierto.
Los modelos animales y la baja recurrencia de la amibiasis invasiva, apoyan la hipotesis de
que la inmunizacién puede conferir inmunoproteccién contra E. histolytica. Sin embargo
los animales utilizados en dichos estudios presentan una marcada inmunidad natural contra
la amiba (Kretschmer, 1990). La identificacion y aislamiento de antipenos de E. kistolytica
efectivos como agentes inmunoprofilacticos es un prerrequisito para el disefio de una
vacuna anti-amiba (Isibasi,1990). Sin embargo la mayoria de los trabajos en los que se han
identificado antigenos amibianos inmunodominantes se han realizado utilizando sueros de
pacientes con amibiasis invasiva (Espinosa-Canteilano, 1991). La identificacion de las
principales proteinas amibianas reconocidas por el suero de estos pacientes puede ser
valioso para estudios epidemiologicos y para la elaboracion de prucbas de serodiagnostico
en la amibiasis (Joyce,1988;Aust-Kettis,1983;Kretschmer,1990). Sin embargo este enfoque
puede ser engafioso para la identificacién de antigenos inmunoprotectores relevantes
tomando en consideracién el hecho de que estos pacientes presentaron la enfermedad
invasiva a pesar de tener altos niveles de anticuerpos contra estos antigenos amibianos
inmunodominantes. Tal vez estos sujetos producen anticuerpos contra antigenos
irrelevantes en el sentido inmunoprotector. De acuerdo con esta especulacién, en la mayoria
de los portadores asintomaticos, que representan atrededor del 90 % de los individuos
infectados con E. histelytica se cree que existe como comensal inofensivo en el intestino.
Estas personas pueden tener inmunidad natural o adquirida, como en el ratén, en la
infeccién amibiana; no obstante, no se han realizado comparaciones para determinar si el
suero de individuos con amibiasis intestinal contienen anticuerpos contra diferentes
proteinas amibianas que los que presentan enfermedad invasiva. Los niveles y la
especificidad de anticuerpos locales, en estos individuos son desconocidos. Este tipo de
estudios puede realizarse, tomando en consideracién la importancia del suero y los liquidos
intestinales de estos portadores que podrian usarse para la identificacion de antigenos
amibianos inmunoprotectores. Modelos animales apoyan el concepto que con la

inmunizacién con E. histalytica puede proveer proteccion contra la amibiasis invasiva. Sin
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embargo los animales usados en estudios semejantes muestran un remarcado grado de
inmunidad natural a E. histelytica (Kretschmer,1990).

No obstante, nuestros resultados demuestran que la respuesta inmune entre el
intestino delgado y grueso estd compartamentalizada en los sitios efectores de la mucosa, y
las diferencias que se observaron en el patrén de antigenos amibianos de liquidos
intestinales de intestino delgado y grueso apoyan la regionalizacién de la respuesta inmune
intestinal. En intestino grueso se observo un mayor niimero de bandas reconocidas por IgG
de 220, 140,121, 108,41.5 (estas dos dltimas se reconocieron con mayor intensidad) 37, 35,
34 kDa y en intestino delgado se observo un mayor nimero de bandas reconocidas por el
isotipo IgA que reconocié preferentemente las proteinas de 260, 101, 76 y 59 kDa, por las
rutas de inmunizacién IP, IM, R y O; y una proteina de 227 kDa por las vias IM, Ry O; en
lo que se refiere al isotipo IgG, se reconocieron por la via IP, IM, y R; exclusivamente las
proteinas de 187, 160 kDa, la ruta R, reconocié la de 128, 73 kDa, que no son reconocidas
por IG, sin embargo este iltimo reconocié de manera inmunodominante las proteinas de
220, 108, 55, 37, 35, 34 por la ruta R; y de 140, 121 y 28 kDa por la via IP, en el isotipo
IgG. De la misma manera, a lo observado en el analisis del ELISA se confirmo que la via
de inmunizacion IM, tanto en ID como en el IG tuvo una mayor respuesta y un mayor
reconocimiento de proteinas amibianas que la via local (O) para los isotipos IgA ¢ IgG
respectivamente. Estos resultados, nos demuestran que para valorar los estudios disefiados
para la futura elaboracién de vacunas en ¢l espacio mucoso se debe de enfatizar la
importancia de incluir, el andlisis individual de anticuerpos de diferentes isotipos en las
muestras de la mucosa donde residen los distintos agentes infecciosos, con el objeto de
evaluar exactamente si el candidato a vacuna induce respuesta de anticuerpos con un alto
valor protector en los sitios adecuados, en lugar de limitar el andlisis de la respuesta de
anticuerpos totales en suero, o respuestas de muestras mucosas distantes que podrian no
reflejar exactamente la clase de respuesta producida en el espacio mucoso dende los
agentes infecciosos atacan. En el caso de la amibiasis intestinal, este tipo de estudios, son
de vital importancia; para el desarrollo de vacunas porque incluyen el andlisis de la
respuesta de anticuerpos de diferentes isotipos en muestras de intestino grueso que pueden
brindar proteccién en el espacio mucoso donde este pardsito reside con mis frecuencia y

con eso prevenir el avance hacia la enfermedad invasiva.
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CONCLUSIONES

#Se demostré que existen diferencias en la respuesta de anticuerpos anti-amiba entre
ID e IG, ya que en ¢l ID predomind la respuesta de IgA; mientras que en el 1G la respuesta

de anticuerpos fue simnilar, sin encontrarse diferencias entre los isotipos analizados.

«Se demostrd que mediante la inmunizacién sistémica (IM) con TFG se inducen
elevadas respuestas de anticuerpos anti-amiba, mayores que los inducidos por la via O y

menores que los producidos por las vias R e IP en suero, intestinos delgado y grueso.

eEl analisis por inmunotransferencia demostré que los sueros de los ratones

inmunizados por las vias R, IP, IM y O reconocen un gran nimero de proteinas amibianas;

sLos pesos moleculares de las principales proteinas amibianas reconocidas por
anticuerpos séricos fueron 230-220,190,194,84,56 v un doblete de 25-24 kDa; este altimo

es reconocido de manera inmunodominaate por IgG en las rutas R, IP ¢ IM.

eLos anticuerpos de liquidos intestinales de ID e IG en comparacién con el suero,
reconocieron un nuimero menor de bandas y con menor intensidad, aunque ambos

reconocen el doblete que se presenta también en suero.

+E] analisis por inmunoblot, también confirma una mayor respuesta de la via IM en

el reconocimiento de antigenos amibianos en él 1D, e IG que el que presento la ruta O.
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eSe demostré que existen diferencias en el patrén de antigenos amibianos
reconocidos por liquidos intestinales de ID, que reconocié preferentemente proteinas
amibianas por el isotipo IgA y en IG sé, reconocieron mayor numero de bandas y con

mayor intensidad por el isotipo I[gG.

eSe demostré que existen diferencias en el patron de antigenos amibianos
reconocidos de manera inmunodominante, a nivel local y sistémico por anticuerpos IgA,

IgG e IgM.

sEstos datos en conjunto indican que existe una regionalizacién de la respuesta

inmune intestinal anti-amiba.

55



BIBLIOGRAFIA

*ABBAS K. A; LICHTMAN H.A. POBER S.J. (1994) Cellular and Molecular
Immunology. WB.Saunders Company. United States of America. p.p 256-264.

sAUST-KETTIS. A, THORSTENSSON R. AND UTTER G., (1983). Antigenicity of
Entamoeba histolytica strain NIH 200: A survey of clinicaily relevant antigenic

components. Am J. Trop. Med.Hyg. 32:512-522

«BERBER AC, ESCOBAR A, ZAMORA M, ACOSTA G. (1990) Identification of
Entamoeba histolytica antigens recognized by IgA class human antibodies in sera and

calostra of puerperal women using immunoblotting techniques. Arch. Invest. Med 21 Suppl
1:97-101.

«BERNEMAN A, BELEC L, FICHETTI V.A., and BOUVET 1P (1998). The Specificity
Patterns of Human Immunoglobulin G Antibodies in Serum Differ from Those in

Autologous Secretions. Infection and Immunity. Vol.66(9): 4136-4168.

«BEVING D.E, SOONG C ] & RAVDIN I i (1996) Oral immunization with a
recombinant cysteine-rich section of the Entamoeba histolytica galactose-inhibitable lectin
elicits an intestinal secretory immunoglobulin A response that has in vitro adherence

inhibition activity. Infection and Immunity 64: 1473-1476.

BIEWENGA J; VAN REES E.P and SMINIA T. (1993). Clin Immunclogy
Immunopathelogy. Induction and regulation of IgA responses in microenvironment of gut.
67:1-7.

«BRANDTZAEG P. (1994) Handbock of Mucosal Immunology, P.L. Ogra, W. Strober, ],
Mestecky, M.e. Lamm, J.R. McGhee, J. Bienestock (Eds). 251-261, Academic Press Inc.

56



«BROWN T.A. and J. MESTECKY (1985) Immunoglobulin A Subclass Distribution of
Naturally Occurring Salivary Antibedies to Microbial Antigens. Infect. Immunol. 49: 459-
462,

«CARRERO J C, DIAZ M Y, VIVEROS M et al. (1994). Human secretory
immunoglobulin A anti- Emtamoeba histolytica antibodies inhibit adherence of amebae to
MDCK cells. Infection and Immunity, 62: 764-767.

»CERECEDO-CORTINA,B.V. CERECEDO, O.F. Y CASTILLO, R.G. (1996).
Amibiasis : Estudios endoscopicos. Acta Médica. 31: 21-27.

«CZERKINSKY, C., PRINCE S.J., MICHALEK S.M, JACKSON S, RUSELL, M.W,
MOLDOVEANU Z, McGHEE J.R., and MESTECKY J. (1987). IgA antibody-producing

cells in peripheral blood after antigen ingestion: evidence for a common mucosal immune

system in humans. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 84:2449-2453.

oCHILDERS N. K; BRUCE M.G. and McGHEE J. R. (1989). Molecular mechanisms of
immunoglobulin A Defense Annual Review of Microbiology. 43:503-536.

oCIESLAK P R, TONGHAI Z & STANLEY ] S. L. (1993) Expression of a recombinant
Entamoeba histolytica antigen in a Salmonella typhimurium vaccine strain. Vaccine 11:

773-776.

+CRAGO S.5., W.H. KUTTEH, 1 MORO, MR. ALLANSMITH, ] RADL, L.
HAAIIMAN AND ] MESTECKY.(1984) Distribution of 1gA 1-, IgA 2- and J Chain-

containing cells in Human Tissues. J. Immunol. 132: 16-18.
«COFFIN,S.E, C.AMOSER, S. COHEN, HF. CLARK AND P.A. OFFIT. (1997).

Immunologic correlates of protection against rotavirus challenge after intramuscular

immunization of mice.J. Virol 71:7851-7856.

57



«CONNERM.E., S.E. CRAWFORD, C.BARONE AND M.K. ESTES (1993)Rotavirus

vaccine administered parenterally induces protective immunity.J.Viro.167:6633-6641.

«DIAMOND L.S; HARLOW DR. CUNNICK CC. (1978). A new medium for the axenic
cultivation of Entamoeba histolytica and other Entamoeba. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
72:431-432.

+ESPINOSA-CANTELLANC M. and MARTINEZ-PALOMO. (1991). The plasma

membrane of Entamoeba histolytica: structure and dinamics. Bioll. Cell. 72: 89-100

+GARCIA-MANZO, N.T. (1990). Clinical spectrum of amebiasis in adults. In Kretschmer,
R.R. Amebiasis: Infection and Disease by Entamoeba histolytica. CRC Press Boca Raton,
Florida. U.S.A. pp.191-203.

«GOMEZ, A.A.V. SOTO, H.B. RIVERA, G.JL. Y GONZALEZ, S.E. (1995) Tratamiento
del absceso hepatico amibiano en nifios. Revision de 20 casos. Rev. Med. IMSS (Méx.}; 33:
67-72.

«GRUNDY MS, CARTWRIGHT-TAYLOR L, LUNDIN L, THORS C, HULDT G. (1983)
Antibodies against Entamoeba histolytica in human milk and serum in Kenya. J Clin
Microbiol. 17: 753-758.

eHAM.A. W (1975).Tratado de Histologia. Ed.Interamericana.Septima Edicién.México.D.F.
pp.608-610

«HANEBERG B, KENDALL D, AMEROGEN H.M., APTER F.M., KRAENBUHL 1P,
and NEUTRA M.R. (1994) Induction of Specific Immunoglogulin A in the small Intestine,
Colon-Rectum, and Vagina Measured by a New Method for Colection or secretions from
Local Mucosal Surfaces. Infect. Immun. 62: 15-23.

58



«HOPKINS S, KRAEHENBUHL J.P, SCHEDEL F, POTTS A, PETERSON D, DE
GRUNDI P and NARDELLI-HAFFLIGER D. (1995). A recombinant Salmonella
typhimurium Vaccine Induces Local Immunity by Four Different Routes of immunization,
Infect. Immun. 63:3279-3286.

+ISIBASI I, and KUMATE J, (1990). Amebiasis: Infectious and Disease by Entamoeba
histolytica. R.R. Kretschmer (Ed}, 61-79, CRC Press, Boca Raton.

+JACKSON R.J, K. FUITHASH]I, J. XU-AMANO, H. KIYONO, C.0. ELSON and J.R.
McGHEE. (1993) Optimizing Oral Vaccines: Induction of Systemic and Mucosal B-Cell
and Antibody Responses to Tetanus Toxoid by Use of Cholera Toxin as an Adjuvant.
Infect. Immun. 61:4272-4279.

«JOYCE P. and RAVDIN 1L (1988). Antigens of Entamoeba histolytica recognized by
immune sera from Liver Abscess patients. Am. ].Trop.Med. Hyg. 38:74-80.

+KAGNOFF M. F. (1996) Mucosal immunology: new frontiers. Inmun Today 17:57-59.

«KETT K., P. BRANDTZAEG, J. RADL and ]. HAAIIMAN, (1986) Different subclass
distribution of IgA-Producing cells in human lymphoid organs and various secretory

tissues. J. Immunel. 136: 3631-3635.

+KRETSCHMER R.R. (1986). Inmunology of amebiasis. In “Amebiasis Human Parasitic
Diseases Series.Vol.2”.(A. Martinez- Palomo, Ed) pp 95-167. Elsevier Science Publishers,

Amsterdam.

+KRETSCHMER R.R. (1990). Amebiasis: Infectious and Disease by Entamoeba
histolytica, R.R. Kretschmer (Ed), 59-, CRC Press, Boca Raton.

«KRETSCHMER R.R. (1990). Immunology of Amebiasis. Introduction. In Amebiasis. pp
59 CRC Press. USA.

59

ESTA TESIS
bE LA

N0 DEBE
Sl ATECH



sKROESE F.G.M, A.B. KANTOR and L.A., HERZENBERG. (1994)_Handbook of
Mucosal Immunelogy, P.L. Ogra, W, Strober, J. Mestecky, M.e. Lamm, JR. McGhee, J.
Bienestock (Eds), 217-223, Academic Press Inc.

oKUTTEH W.H., K.D. HATCH, R.E. BLACKWELL and J. MESTECKY. (1988)
Secretory immune system of the female reproductive tract.l. immunoglobulin and secretory

component-containing cells. Obstet. Gynecal. 71: 56-60.

«LAEMMLILU.K (1970).Cleavage of structural proteins during assembly of the head of
bacteriophage Nature. 227:680-685.

+LEESON,C.R. LEESON,T.S PAPARO,A.A.(1987).Histologia. Ed.Interamericana.Quinta
Edicién.México D.F. pp. 346-348.

#LEHNER T.C, L.A. PANAGIOTIDI, T. BERGMEIER, R. PING, BROOKES and S.E.
ADAMS. (1992) A comparison of the immune response following oral, vaginal, or rectal

route of immunization with SIV antigens in nonhuman primates. Vaccine Res. 1:319-330.

oLUE,C., VAN DEN WALL BAKE, AW.L, PRINCE §.]. et al. (1994). Intraperitoneal
immunization of human subjets with tetanus toxoid induces specific antibody-secreting
cells in the peritoneal cavity and in the circulation, but fails to elicit a secretory 1gA
response. Clin, Exp. Immunol. 96:356-363.

«LYCKE N.(1986) A sensitive method for Detection of Specific Antibody production in
Different Isotypes from single Lamina Propria Plasma Cells. Scan. J. Immunol. 24: 393-

403.

oMESTECKY J. and MW. RUSSELL (1986) IgA subclasses. Monogr. Altergy. 19:277-
301.

60




«MESTECKY J. and J.R. McGHEE. (1987) Immunoglobulin A (IgA). Molecular and
Cellular Interactions Involved in IgA Biosynthesis and Immune Response. Adv.
Immunol.40:153-254.

+MESTECKY J. and McGHEE J.R. (1989). Oral immunization: past and present. Current
Topics in Microbiology and Immunology. 146:1-11

oMESTECKY J, ARAHAM R and OGRA P.L. (1994). In handbook of mucosal
immunology. (PL OGRA, W STROBER, ] MESTECKY M LAMM Mc GHEE JR and
BIENESTOCK Ed) pp 357-371. Academic Press Inc, USA.

+MILLER C.J; McGHEE J.R. and GARDNER M.B. (1992). Biology of disease. Mucosal
immunity, HIV transmission, and AIDS. Lab. Invest. 68: 129-145.

#MORENO-FIERROS L..DOMINGUEZ-ROBLES M.C. and ENRIQUEZ RINCON F.
(1994). The use of an ELISPOT assay to evalute intestinal and systemic antibody responses
to local administered E. histolptica in mice. Arch. Med Res 23:183-187.

+MORENO-FIERROS L.DOMINGUEZ- ROBLES M.C. and ENRIQUEZ RINCON F.
(1995). “Entamoeba histolytica: Induction and isotype analysis of antibody producing cell

responses in Peyer’s patches and spleen after local and systemic immunization in male and

female”. Exp. Parasit. 80:541-549.

¢MORENO-FIERROS L..DOMINGUEZ-ROBLES M.C. and ENRIQUEZ RINCON F.
(1996)."Quantification and [sotype analysis of the serum anti-amebic Response produced

afler Mucosal and Systemic immunization in Male and Female Mice" Folia
Biol.(Phra).42:28-32.

61



«MORENO-FIERROS L, DOMINGUEZ-ROBLES M.C. and ENRIQUEZ-RINCON F.
(1996).Immunodominant Entamoeba histolytica antigens recognized by serum and
intestinal antibodies after local or systemic immunization of mice with glutaraldehyde fixed

trophozoites. Life Sci. Vol.59:1283-1295.

«MOWAT A.M.I and J.L.VINEY. (1997) The anatomical basis of intestinal immunity.
Immunol. Rev. 156: 145-166.

«NEDRUD J.G, X.P. LIANG, WN. HAGUE and M.E. LAMM. (1987) Distribution of
Poliovirus Antibody in Serum, Nasopharinx and alimentary tract following segmental

immunization of lower alimenta y tract with poliovaccine. J. Immunol. 139:3484-3492,

#OGRA P.L, and T. KARZON. (1969) Distribution of Poliovirus Antibody in Serum,
Nasopharinx and alimentary tract following segmental immunization of lower alimentary

tract with poliovaccine. J. Immunol. 102: 1423-1430.

#ORTIZ-ORTIZ L, MORA N; 'ZAMBRANO-VILLA SA, CARRERO IC, SANCHEZ-
ZERPA M, OSUNA A, ROSALES-BORJAS DM. {1998). Secretory immune response in
patients with intestinal amoebiasis. 20 (10): 503-507.

oPABST. R, (1992). Is BALT a major component of the human lung immune system?.
Immunol. Today 13: 119-122.

«PAPADEAU C. and 1.J. CHECK. (1989) Human immunoglobulin G and immunoglobulin
G subclasses: Biochemical, genetic and clinical aspects. Crit. Rev. Clin. Lab. Sci. 27: 27-
58.

+PARR M.B, and E.L. PARR. (1994) Handbook of Mucosal Immunology, P.L. Ogra, W.

Strober, J. Mestecky, M.e. Lamm, J.R. McGhee, J. Bienestock (Eds), 677-689, Academic
Press Inc.

62



«PHILLIPS J.M, QUAGLIATA and M. E. LAMM. (1994) Handbook of Mucosal

Immunology, P.L. Ogra, W. Strober, J. Mestecky, M.e. Lamm, JR. McGhee, J. Bienestock
(Eds), 225-239, Academic Press Inc.

+PIERCE N, and ] GOWANS. (1975) Cellular Kinetics of the intestinal Immune response
to Cholera toxoid in Rats. Exp. Med. 2:1550-1563.

+RICHMAN,L.K,GRAEFF AS,STROBER W.(1981).Antigen presentation by macrophage-

enriched cells from the mouse Peyer’s patch.Cell Immunol.62:110.
oROITT M. L. (1994). Essential Inmunology. Blackwell Scientific publications. Australia.

+ROSALES-BORJAS DM, DIAZ-RIVADENENEYRA J, DONA-LEYVA A,
ZAMBRANO-VILLA SA, MASCARO C, OSUNA A, ORTIZ-ORTIZ L. (1998).
Secretory immune response to membrane antigens during Giardia lamblia infection in

humans. Infection Immun. 66(2):756-759.

«RYAN E T, BUTTERTON J R, ZHANG T et al. (1997). Oral immunization with
attenuated \‘.'accine strains of Vibrio 'cholerae expressing a dodecapéptide repeat of the
serine rich Entamoeba histolytica protein fused to the cholera toxin B subunit induces
systemic and mucosal antiamebic and anti-V.cholerae antibody responses in mice. Infection

and Immunity 65: 3118-3125.

«SCHULZ TF, KOLLARTSCH H, HENGSTER P, STEMBERGER H, SCHEINER O,
WIEDEMANN G, DIERICH MP. (1987). Molecular weight analysis of Entamoeba
histolytica antigens recognized by 1gG and IgM antibodies in the sera of patients with
amoebiasis. 38 (3): 149-152.

«SHARMA D, MULLENAX J, ARAUJO F.G., ERLICH H.A, AND REMINGTON J,.
(1983). Western blot analysis of the antigens of Toxoplasma gondii recognized by human

IgM and IgG antibodies. J. Immunol. 130: 2407-2412.

63



«SCICCHITANO R, A. STANISZ, P. ERNST and J. BIENESTOCK. (1988) Migration
and Homing of Lymphoid Cells A. J. Husband (Ed), Vol.IT, 3-34, CRC Press, Boca Raton .

«SHALABY W.S.W. (1995). Development of oral vaceines to stimulate mucosal and
systemic immunity: Barriers and Novel strategies. Clin. Immun. Immunopath. 74:127-134

«SMINIA, T,VAN DER BRUGGE-GAMELKOORN G.J,JEURISSEN
SHM.(1989).Structure and function of bronchus-associated lymphoid tissue
(BALT).Critical Review in immunaology.Vol 8, pp 119-150.Boca Raton, FL:CRC Press.

*SNELLER. MC, STROBERW .(1986).M cells and host defense.].Infect.Dis.154:737.

«STANLEY,S.L,J1.(1996).Progress towards an amebiasis vaccine.Parasitol. Today.12:7-13.

oSTITES,P.DANIEL,ABBA [. TERR.(1993)Inmunologia humana y bdsica.Manual
Modemo.Primera Edicién.México D.F.pp.279-297.

STROBER W. and BROWN W.R. (1988). The mucosal Immune System In
“Immunological Diseases” (M. Samster, De), pp .79-139. Little Brown and Co, Boston.

oSULTAN F, JIN L L, JOBLING M G et al. (1998) Mucosal immunogenicity of a
holotoxin-like molecule containing the setine-rich Enfamoeba histolytica protein (SREHP)

fused to the A2 domain of cholera toxin. Infection and Immunity. 66: 462-468.

+TARKOWSKI, C.LUE, Z. MOLDOVENAU, H. KIYONO, JR McGHEE AND ]
MESTECKY.(1990) Immunization of humans with polysaccharide vaccines induces
systemic, predominantly polymeric IgA2-subclass antibodie response. J. Immunol. 144:
3770-3778.

64




oTAY, 1. GUTIERREZ, M. ALVAREZ, T. (1996). Frecuencia de las parasitosis
intestinales en cuatro escuelas de Morelia, Michoacdn. Rev. Fac. Med. (UNAM); 39: 41-
43.

«TOMASI Jr T.B. (1980) Oral tolerance. Transplantation 29: 353-356.

¢TOMASI Jr T.B. (1976) General characteristics of the secretory immune system. In

Tomasi Jr T.B{ed), The immune system of secretions. Prentice-Hall, Inc. Englewood
Cliffs, N.J. pp:6-12.

+TOWBIN H.STACHELIN. T.,GORDON T.(1979).Eiectrophoretic transfer of proteins
from polyacrylamide gels to nitrocellulose  sheets:procedure  and  some
applications.Proc.Natl. Acad.Sci.USA.76:4350-4354.

«UNDERDOWN B.J, and SCHIFF JM. (1986). Immunoglobulin A: Strategic defense

initiative at the mucosal surface. Ann. Rev. [mmunoi. 4: 389-397.

+UNDERDOWN B.J, and J. MESTECKY. (1994) Handbook of Mucosal Immunology,
P.L. Ogra, W. Strober, J. Mestecky, M.e. Lamm, J1.R. McGhee, J. Bienestock (Eds), 79-97,

Academic Press Inc.

oVILLAREALL BB, MELENDRO EI, RAMOS F, XIMENEZ C.(1992). Local and
systemic antibody response in Balb/c mice immunized with Entamoeba histolytica
trophozoites. Arch Med Res.23(1):69-72.

«WAGNER D.K., CLEMENTS M.L., REIMER C.B,, SNYDER M, NELSON D.L., and
MURPHY B.R. (1987). Analysis of immunoglobulin G antibody responses after
administration of live and inactivated influenza A vaccines indicates that nasal wash

immunoglobulin G is a trasudate from serum. J. Clin. Microbiol. 25: 559-562.

65



*WALSH J. A. (1986). Problems in recognition and diagnosis of amebiasis: estimation of
the global magnitude of morbidity and mortality. Rev. Infect. Dis. §: 228-238.

+WEBB T.H, LILLEMOE K.D and PITT H.A.(1989). Liver Abscess. Hosp. Physician.
25:46-54.

+ZHANG.T., SAMUEL.L,STANLEY Jr.(1996). Oral immunization with an Attenuated
Vaccine Strain of Salmonella typhimurium Expressing the Serine-Rich Entamoeba
histolytica Protein induces an Antiamebic Immune Response and Protects Gerbils from

Amebic Liver Abscess. Infection and Imnunity. Vol.64 No.5:1526-1531.

66



APENDICE

Geles de poliacrilamida al 10 %.

Gel Separador. Gel Concentrador
(15ml.) (5ml)
Acrilamida 30 % 5 ml 850 !
Bisacrilamida 2 ml 350 pl
Tris 1M {(pH 8.8) 5.6 ml 620 nt
5DS 20% 75l 25 pl
H;O 22 mi 34 ml
Temed 6.5 ul 5 pl
APS (persulfato de amonio) 10% 45 ul 25 pl

Solucién de Laemmli (Amortiguador de muestra 5 x)

Trizma base 244 ¢
H20 25 ml
ph{ajustarlo) 6.8
SDS 5 g
Glicerol 5 ml
Azul de bromofenol 005¢g

*Aforar a 50ml. Preparacion de la muestra: A 500pl de la muestra (con 2 mg/ml) se le
adicionan 125 pl del amortiguador de muestra y se hierve 2 min. Posteriormente se
agrega f3-mercaptoetanol para una concentracién final del § % (31ul) y se hierve
1 min. més.

Amortiguador de corrida

Glicina 14.42 g/l
Tris 3.03 g
SDS 1 gl

*Amortignador Tris-Glicina 25 mM (pH 8.3) conteniendo glicina 250 mM y SDS al
10 %.

Solucién para tefiir

Etanol 50 % 125 ml
Acido acético 50 % 25 ml
H.0 40 % " 100ml
Azul de Comassie 0.1 % 025¢
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Solucion para desteiir

Acido acético 100 m!
Metanol o Etanol 100 ml

Solucion Amortiguadora de transferencia

Glicina 11.5 ¢/1
Trizma base 2.46 g/l
Metanol 200 ml
H;O cbp 1 litro

Solucidn de tincién transitoria

Acido acético 2%

Rojo Ponceau 05%

*Disolver 0.5 g de Rojo Ponceau en | ml de dcido acético glaciar, y aforar a 100 ml de
agua destilada.

Buffer de fosfatos salinos PBS (10 x)

NaCl (.14 M) 80¢g
KCl {1 mM) 2 g
KH;PO, (1.5 mM) 2g
NaHPQ, (8.1 mM) 1146 ¢

PBS Tween 0.05 %
0.5 ml de PBS-Tween aforar a un litro de agua destilada.

Azul de Comassie

Etanol o Metanol 10 ml
Acido acético 10 ml
Azul de Comassie 0.1%

*Aforar a un litro de agua destilada.
Solucién DAB/NICl;

Disolver 20 mg de DAB en 100ml de PBS 1:3 y tapar con papel aluminio, agitar 15
min, agregandole 30 mg de cloruro de niquel y 30mg de cloruro de cobalto; disolver
en 3 ml de H;O y agregar gota a gota a la DAB (posteriormente se mezcla y se filtra).
Se prepara una solucién de 33 pl de Hy0; y 967 pl de Hz0, se le agregan 0.5 ml a Ia
solucién anterior,
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