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Resumen 

 La amibiasis es la infección ocasionada por el parásito Entamoeba histolytica y 

puede provocar infección intestinal o extra-intestinal, de esta última localización, el absceso 

hepático amibiano (AHA) es la forma más frecuente. De acuerdo con la Organización 

Mundial de la Salud, la amibiasis es considerada un problema de salud pública en países en 

vías de desarrollo, por este motivo, recomiendan el desarrollo de una vacuna oral. En este 

sentido, el principal candidato antigénico para el desarrollo de dicha vacuna es una lectina 

de unión a galactosa de E. histolytica, sin embargo, hasta el momento no se cuenta con un 

adyuvante que sea eficiente y seguro para inducir respuesta inmune protectora en mucosas 

para uso humano. En este trabajo, nosotros demostramos por primera vez protección contra 

el desarrollo de AHA en hámsteres producido por la inmunización oral, nasal e 

intramuscular con un baculovirus recombinante AcNPV que conduce la expresión del 

fragmento LC3 de la lectina de E. histolytica en células del hospedero. Nuestros datos 

muestran que todas las rutas de inmunización dan por resultado una respuesta humoral y 

celular antígeno-especifica que confiere protección total (sin abscesos hepáticos) en 57.9, 

21 y 55% de los animales inmunizados (vía oral, nasal e intramuscular, respectivamente) y 

protección parcial (absceso hepático en ≤20% del parénquima hepático) en el 21y 20% en 

la administración oral e intramuscular, respectivamente. Por otra parte, una alta proporción 

de células proliferantes por exposición a antígeno de trofozoítos, independientemente de la 

ruta de inmunización fue observada. Además, altos niveles de anticuerpos IgG séricos anti-

lectina de E. histolytica fueron solo parcialmente responsables de la protección contra 

AHA.  



También, el grado de protección se relacionó con la expresión de interferón gamma 

(citocina relacionada a respuesta protectora en amibiasis hepática) y con niveles normales 

de alaninoaminotransferasa (transaminasa cuya elevación indica daño hepatocelular). Estos 

hallazgos sugieren que el baculovirus recombinante AcNPV-LC3 induce una respuesta 

inmune celular, capaz de conferir protección ante el reto de absceso hepático, por lo que 

podría ser utilizado como un vector y sistema de liberación para la inmunización en 

mucosas contra la amibiasis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Human amoebiasis is the infection caused by Entamoeba histolytica, parasite that produced 

intestinal or extra-intestinal damage, where the amebic liver abscess (ALA) is most 

common. According to the World Health Organization (WHO) the amoebiasis is 

considered a public health problem in developing countries, for this reason they 

recommend the development of an oral vaccine. In this regard, the leading antigen for 

vaccine development is a galactose-binding lectin; however, currently no exists an efficient 

and safe adjuvant to human use that induced a protective mucosal immune response. In this 

work, we demonstrate for the first time protection against the development of ALA in 

hamsters induced by oral, nasal and intramuscular immunization with an AcNPV 

recombinant baculovirus driving host cell expression of the E. histolytica LC3 Gal-lectin 

fragment. Our data showed that all routes immunization resulted in humoral and cellular 

antigen-specific responses that conferred total protection (without liver abscess) in 57.9, 21 

and 55% of immunized animals (oral, nasal and intramuscular respectively) and partial 

protection (liver abscess in ≤ 20% of liver parenchyma) in 21 and 20% in oral and 

intramuscular administration, respectively. In the other hand, a high proportion of 

proliferating cells upon exposition to trophozoite´s antigens, independent of the route of 

immunization was observed. In addition, high level of IgG antibodies in hamsters 

immunized by all routes was obtained; suggest that anti-Gal-lectin IgG antibodies may be 

only partially responsible for protection against ALA. 

Also the degree of protection was associated with the expression of interferon gamma 

(cytokine-related protective response in ALA) and with normal levels of alanine 

aminotransferase (transaminase elevation indicates hepatocellular damage). These findings 



suggest that the recombinant baculovirus AcNPV-LC3 induces a cellular immune response 

capable of conferring protection against the challenge of ALA, and could be used as a 

vector and delivery system for mucosal immunization against human amoebiasis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Antecedentes 

 La amibiasis es considerada como uno de los principales problemas de salud pública 

por parásitos en países en vías de desarrollo de todo el mundo. Esta enfermedad es causada 

por Entamoeba histolytica (E. histolytica), un parásito protozoario que es capaz de 

colonizar la mucosa del intestino grueso del humano y en pocos casos, el parásito es capaz 

de invadir y esparcirse a otros órganos, ocasionando amibiasis extra intestinal. Ya que es un 

parásito que se adquiere con la ingesta de agua y alimentos contaminados, la transmisión de 

la enfermedad está asociada a deficientes condiciones sanitarias prevalentes en países en 

vías de desarrollo, por lo que la implementación de medidas sanitarias, el diagnóstico y 

tratamiento oportuno son, en teoría, las medidas adecuadas para controlar la morbi-

mortalidad de esta enfermedad (Carrero y cols, 2010). Por otra parte, aun cuando el 

tratamiento farmacológico con nitroimidazoles, en la mayoría de los casos es efectivo, los 

efectos secundarios condicionan su abandono y por lo tanto, falla terapéutica en los 

portadores, lo que culmina en la prevalencia del parásito en la comunidad. Como suele 

suceder con muchas enfermedades infecto-contagiosas, los esfuerzos que se han hecho en 

algunos países en vías de desarrollo a través de campañas para la implementación de 

medidas sanitarias, de diagnóstico y de tratamiento farmacológico oportuno, no han logrado 

su propósito debido a la falta de consistencia y de aplicación extensiva (Alcántara y cols, 

2008). Por estas razones, el desarrollo de una vacuna contra la amibiasis se mantiene como 

una alternativa viable y tal vez, la herramienta más efectiva para el control y erradicación 

de esta enfermedad. 

 

 

 



Historia de la amebiasis 

 A pesar de que el primer registro proviene de Hipócrates (460-377 A.C), la primera 

descripción de la amibiasis data de 1875 y fue realizada por el doctor Fedor Aleksandrovich 

Lesh en la revista Virchows Archiv für pathologisch Anatomie und Physiologie und für 

Klinische Medizin en donde publicó el artículo titulado “Desarrollo masivo de amibas en el 

intestino grueso”. En este trabajo, describió el padecimiento de J. Markow, un granjero que 

presentó múltiples evacuaciones diarréicas color gris-rojizo acompañadas de coágulos 

mucosanguinolentos que al microscopio describió como “gran cantidad de células móviles” 

que reconoció como “parásitos animales o amibas”; además, describió los síntomas 

relacionados con la enfermedad como anorexia, dolor abdominal y tenesmo. Después de 

varios episodios de remisión, el paciente falleció con “síntomas de anemia acentuada y 

agotamiento general”. Lesh le realizó una autopsia en la que encontró “edema y congestión 

en la mucosa de la mitad inferior del íleon y en el ciego lesiones semejantes pero más 

extensas y cubiertas por una capa mucosanguinolenta sobre las áreas de ulceración y 

cicatrización”. Al realizar una observación histológica de las lesiones describió “infiltración 

celular en la submucosa y amibas”, semejantes a las encontradas en las heces. De acuerdo a 

esta observación, ilustró y describió de manera muy precisa a los parásitos observados y al 

comparar las características de estas con las amibas de especies conocidas, concluyó que las 

amibas que encontró en Markow pertenecían a una nueva especie a la cual propuso 

denominar Amoeba coli. A pesar de que Lesh describió una relación directamente 

proporcional entre el número de amibas encontradas en las heces y la intensidad de los 

síntomas y de que logró infectar a un perro con amibas provenientes de heces de Markow, 

no pudo resolver la interrogante de si la enfermedad fue producida por las amibas que él 

aisló o si fue resultado de otra causa y las amibas infectaron posteriormente al sujeto y 



mantuvieron el proceso. Finalmente, concluyó que Markow inicialmente enfermó de 

disentería y las amibas constituyeron una infección secundaria que prolongó el proceso 

inflamatorio. Por otra parte, el médico griego Stephanos Kartulis, publicó en 1886 un 

artículo sobre el papel patógeno de las amibas en los Archives de Virchow y aseguró haber 

encontrado 150 casos de disentería; posteriormente, en 1887 realizó un estudio del absceso 

hepático tropical en 20 pacientes en donde encontró amibas en la totalidad de los mismos 

(Romero-Caballero R, 2008). 

 El nombre de Entamoeba histolytica fue dado al parásito por Fritz Schaudinn en 

1903. Por su parte, el parasitólogo francés Emilie Brumpt en 1925, sugirió la existencia de 

dos especies de amibas, una causante de enfermedad invasiva (Entamoeba histolytica) y 

otra especie morfológicamente indistinguible pero no patógena (Entamoeba dispar). Esta 

teoría estuvo basada en la observación de un individuo infectado durante 8 años con lo que 

hasta ese momento se consideraba E. histolytica, que no desarrolló enfermedad durante este 

tiempo, además de la incapacidad de los quistes de este sujeto de producir infección en 

gatos (modelo considerado como susceptible a la infección en ese tiempo). Además, 

Brumpt observó la existencia de estudios epidemiológicos que reportaban un porcentaje 

importante de infección, aparentemente por E. histolytica, en países en donde la 

enfermedad invasiva no se conocía. Por estos hallazgos, concluyó que la infección en estos 

países estaba dada por una especie diferente difícil de distinguir de E. histolytica a la que 

nombró E. dispar; sin embargo, su teoría no fue aceptada en ese momento. Por otra parte, 

para 1919 se aceptaba la existencia de E. hartmanni como una especie distinta de E. 

histolytica (Romero-Caballero R, 2008). 

 La teoría de Brumpt quedó en el olvido hasta que en 1973 el Dr. Martínez Palomo 

publicó un trabajo en el que encontró diferencias en aglutinación entre aislados de E. 



histolytica de individuos con manifestaciones clínicas, de aquellos obtenidos de pacientes 

asintomáticos. Éste fue el primer indicio de una diferencia bioquímica entre E. histolytica 

patógena y no patógena (Martínez-Palomo y cols 1973). 

 Otro hallazgo publicado por Sargeaunt y cols en 1978 en la revista Transactions of 

the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, reveló la posibilidad de diferenciar a 

E. histolytica invasiva y no invasiva por electroforesis de isoenzimas. En este trabajo, 85 

muestras de E. histolytica fueron comparados por patrones de electroforesis de tres 

enzimas: la glucosa fosfato isomerasa, la fosfoglucomutasa y la L-malato NADP+ 

oxidorreductasa. Encontraron que las muestras se podían dividir claramente en dos grupos: 

el primero que incluía aislados de los de pacientes con amibiasis invasiva y de portadores 

asintomáticos, y el segundo grupo solo de portadores asintomáticos (a este aislado lo 

denominaron E. histolytica no-patógena; Sargeaunt y cols, 1978). 

 Este estudio fue apoyado por el trabajo de Strachan y cols publicado en Lancet en 

1988, en el cual describieron diferencias antigénicas entre aislados de dos grupos (Strachan 

y cols, 1988). Para 1989, Tannich y cols publicaron un trabajo en el que encontraron 

diferencias genómicas entre E. histolytica patogénica (HM-1:IMSS) y no patogénica 

(Tannich y cols, 1989). Por otra parte, Martínez-García y cols en 1990 publicaron un 

trabajo en el que encontraron zimodemos distintos de E. histolytica patógena y no patógena 

en áreas rurales de México; interesantemente, el patrón de zimodemos patógenos no mostró 

correlación con serología positiva para E. histolytica por inhibición de hemaglutinación 

(IHA) (Martínez-García y cols 1990). En ese mismo año, de Meeste y cols encontraron 

diferencias entre las proteasas de cisteína de E. histolytica patógenas y no patógenas (de 

Meester y cols, 1990) y Petri y cols demostraron que cepas patógenas y no patógenas de E. 

histolytica pueden diferenciarse por anticuerpos monoclonales contra la lectina de unión a 



galactosa (Petri y cols, 1990). Numerosos trabajos se publicaron en los siguientes años 

describiendo diferencias entre estas cepas, hasta que en 1993, Diamond y Clark publicaron 

el trabajo titulado “A redescription of Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903 (Emended 

Walker, 1911) separating it from Entamoeba dispar Brumpt, 1925” en la revista Journal of 

Eukaryotic Microbiology (Diamond y Clark, 1993).  

 Sin embargo, no fue sino hasta 1997 durante el XIII Seminario sobre Amibiasis 

realizado en la Ciudad de México, que un comité de expertos de la Organización mundial 

de la salud (OMS) aceptó la hipótesis de Brumpt de la existencia de dos especies: E. 

histolytica y E. dispar, determinado por los trabajos descritos anteriormente con respecto al 

análisis de isoenzimas, estudios bioquímicos, moleculares, inmunológicos y genéticos 

(Tannich y cols, 1989, Clark, 1995). 

 

Epidemiología de la amibiasis 

 A mediados de los años 80, se reportó que la amibiasis ocasionaba hasta 100 mil 

muertes anualmente (Walsh, 1986). Una década después, un reporte epidemiológico de la 

OMS posicionó a la amibiasis como la segunda causa de mortalidad por parásitos 

protozoarios, antecedida por la malaria (WHO, 1997). Sin embargo, es necesario considerar 

que a partir de 1997, año en que fuera aceptada la teoría de Brumpt de la existencia de dos 

especies de Entamoeba idénticas morfológicamente pero diferentes en su capacidad de 

producir enfermedad en el hombre (E. histolytica y E. dispar), fue necesario replantear la 

epidemiología de la amibiasis por Entamoeba, tomando en cuenta que la mayoría de los 

casos asintomáticos documentados podrían deberse a E. dispar. 



 Además, es indispensable mencionar la existencia de otra amiba indistinguible 

morfológicamente de estas dos especies, Entamoeba moshkovskii (E. moshkovskii), a la 

cual sólo hasta hace poco se le empezó a considerar en estudios epidemiológicos y no fue 

encontrado asociada a amibiasis invasiva. La distribución de estas especies de amibas es 

cosmopolita; sin embargo, de manera general se acepta que E. histolytica y E. dispar 

prevalecen en los países en vías de desarrollo, mientras que E. moshkovskii se distribuye en 

países industrializados (Ximénez y cols, 2011). Está reportado que E. histolytica ocasiona 

manifestaciones clínicas en aproximadamente el 10-25% de las personas con amibiasis y 

fue propuesto que el porcentaje restante cursa con infección asintomática; es frecuente que 

estos individuos no reciban tratamiento, y por lo tanto, se conviertan en eficientes 

portadores y transmisores de la enfermedad. Sin embargo, ya que estos datos no consideran 

la infección por E. dispar, el porcentaje de manifestaciones clínicas por E. histolytica debe 

aún de ser determinado (Ximénez y cols, 2009, Ralston y Petri 2011). 

 El panorama se complica si consideramos la reciente publicación acerca del 

aislamiento de E. dispar a partir de pacientes con manifestaciones clínicas de amibiasis. En 

Brasil, la cepa ICB-ADO de E. dispar fue aislada de un paciente con colitis sin disentería 

(Costa y cols, 2006), y se demostró que es capaz de producir absceso hepático amibiano en 

el modelo de amibiasis en hámster (Shibayama y cols, 2007). Por otra parte, en México, se 

demostró la presencia de E .dispar a partir de ADN obtenido de material de absceso 

hepático de seis pacientes (Ximénez y cols 2010). 

 Actualmente, la epidemiología de este parásito se está redefiniendo mediante 

técnicas inmunológicas (detección de antígeno y anticuerpo) y moleculares (amplificación 

de la subunidad pequeña de rARN, ADN circular extra-cromosomal y 18s ARN) que han 



mejora por el diagnóstico para distinguir entre estas especies (Ximénez y cols, 2011); de 

esta manera, se pretende conocer de manera precisa la incidencia y prevalencia de la 

amibiasis intestinal asociada a E. histolytica. 

 Con respecto a México, la amibiasis sigue siendo un problema de salud pública, la 

última encuesta seroepidemiológica nacional mostró una seroprevalencia del 8.4% en la 

población general mediante ensayos de hemaglutinación indirecta (Caballero-Salcedo y 

cols, 1994). Datos publicados en el cuaderno de FUNSALUD No. 36 dedicado a las 

parasitosis intestinales en México publicado en el año 2002, mostraron que la incidencia de 

la amibiasis durante el periodo comprendido entre el año 1995 al 2000 disminuyó de 

manera importante en niños menores de 4 años, mientras que en el resto de la población se 

mantuvo en la misma tasa (Figura 1). Al comparar estos datos con la incidencia reportada 

en el 2010 en el portal del Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y control de 

Enfermedades (CENAVECE), es considerable la disminución de la incidencia en todos los 

grupos de edad en donde el intervalo es de 264-1146/100 000 habitantes con una incidencia 

de 426 por 100 000 habitantes (Tabla 1). 



 

 A pesar de que la incidencia de esta parasitosis intestinal va en disminución, la 

amibiasis intestinal ocupó la novena causa de morbilidad durante el 2010, con mayor 

predominio en adultos de 25-44 años con un total de 462, 767 casos reportados (Tabla 2). 

 La amibiasis intestinal en el territorio nacional tiene una mayor incidencia (990-

61288/100 000 habitantes) en los estados de Oaxaca y Guerrero, seguidos por Nayarit, 

Hidalgo, Chiapas, Yucatán, Campeche y Tabasco (693-990/100 000 habitantes), después 

por Baja California Sur, Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosí, Veracruz, Morelos, Puebla, 

Colima, Aguascalientes y Quintana Roo (396-693/100 000 habitantes), en el resto de los 

estados del norte y centro del país se presenta la incidencia más baja (97.4-395/100 000 

habitantes) (Figura 2). 



  
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

  
 

Tabla 1. Incidencia de amibiasis intestinal por grnpo de edad en México dnrante el 2010. Fuente CENAYECE, 2010. 

Padecimiento deta' ada Tasa • 
CIE10 •. Revisión 

<1 1·4 5·9 10 · 14 15 · 19 20 ·24 25 ·44 45 · 49 50·59 60 · 64 65y+ 

Accidentes de transpone en .. hlcolos con 
V20·V29; V40·V79 75.35 17.59 23.68 24.82 35.24 101.06 140.73 95.70 97.10 70.19 75.09 40.26 

mlIR[ 
Amobiasis inttslinal A06.0·A06.3, A06.9 426.92 1042.93 1146.24 653.53 431.92 297.68 299.25 264.75 350.62 358.07 452.80 415.80 
Anencolali." QOO.O 0.07 0.07 N.A N.A N.A N.A N.A N.A N.A N.A N.A N.A 
Aseanasi. 877 8D.48 56.67 273.24 207.45 121.24 64.12 44.60 29.93 48.36 35.75 49.45 38.58 
I • 

145,146 305.36 590.60 893.40 620.49 331.60 159.44 152.48 160.38 242.19 259.58 338.86 299.3" ~sml J litado .... -
Bocio ...... ioo E01 0.52 0.11 0.07 0.08 0.14 0.29 0.33 0.61 1.06 1.17 1.56 0.78' 
IIIruoeIoIis 

I 

A23 2.52 0.21 0.51 1.69 2.00 2.41 2.53 3.15 3.36 3.16 3.09 2.62 
IC .. 6IiIIiI ....... itaI B37.3·B37.4 270.79 16.43 9.31 9.85 29.26 240.05 545.20 465.39 428.60 210.95 160.80 78.73 



  
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

 

Tabla 2 . 1'I'incipal~s causas d~ morbilidad por grupo d~ ~dad a ni,,~1 naciomll dunml~ ~12010 ~n México. J<'u~nl~ CENAVECE, 2010. 
httl2://www.dgel2i.salud.gob.mx/anual'io/html/anual'ios.html 

V.int. prin ......... ~. tIIl_.~ ... n ... 1III por INp' ~ •• ~ ... 
S.,.n r .. iItro .. m .......... pNII_In 

E" ..... Uni~ .. Mili ..... 2010 
Po."'n CtII"" 

COdlto d." .. l. d.I ...... 
e .. ,.. ....... 

NlmNO P ........... to elE 1 o~ R"hkln < 1 1-4 5·9 10 · 14 15 · 19 20-24 25-44 45-49 50.59 60-64 65, t 11n. T.,>! 

1n1_'IIIIJI.looa.~ 
.00. J06, J20. J21 exel!PIO 2629 152 6202461 4082598 2482922 1595030 1484413 4803710 1167774 1789319 754316 1360050 14 950 28366695 

m .OyMl3.o 

1n1_r>lll5InaleSporou05orljllllSlm5y ~S""l rIeIl1kl!S 
A04. AQ8.A09 exCi!p.o 368 411 1023 719 541913 360030 263921 31J 682 1006358 224 314 349229 144958 319897 3027 4923459 

AOO.O 
InléWOntle'lllStm.Ws N30. N34. N39.0 23670 146924 177800 139145 274927 374304 1204032 280 439 452229 188 166 403936 5768 3671 340 

ÚlCeras. gasUIUS yllUOOei1rus K25·K29 N.A. N.A. N.A. 80353 128063 158843 540924 160554 220116 96731 177 399 1686 1564669 

Out~ mooq agooa H65.Q.H65.1 23618 110503 109054 69117 49760 45242 128 SI l 36939 39819 16381 24444 646 654034 

GngMt~ y 1lOi000C'0a00S peItO(JOIUK!S K05 850 12344 38711 42483 57724 63106 180808 55000 67891 30388 41362 1214 591881 

H\lIIIOO!IIIrl.,,,.ql 11 Q. 11 5 N.A. N.A. N.A. N.A. 1680 5629 113 593 66 146 141537 68950 140119 1424 539078 

Corl ..... Mt~ 830. Hl0.0 35200 64 716 53789 43897 37746 34927 109819 31263 38861 16784 31719 945 499666 

ArneoiasIsnOSlnal A06.0·A06.3;A06.9 19801 87051 66 439 46779 311 17 29289 87302 21930 32268 13635 26664 492 462767 

10 OtaoetI!SITllIIIlSOOI1StlI1OOC'Pt'l1llK!IU(TI1OIIl Ell-E14 17 43 92 251 742 3427 88125 57328 123 028 56072 90044 863 420032 



 Estos datos están claramente relacionados con el desarrollo socio-económico de los 

estados lo que indica que el uso de medidas higiénico-dietéticas es importante en el control 

de la transmisión; a pesar de ello, la amibiasis intestinal es una enfermedad endémica y la 

novena causa de morbilidad en México. 

 

 Por otra parte, de acuerdo a los datos publicados en FUNSALUD en el año 2002, la 

incidencia de la amibiasis hepática se mantuvo durante el periodo comprendido entre el año 

1995 al 2000 y de acuerdo a este reporte, el grupo de edad más vulnerable es el de niños 

menores de 5 años (Ximénez C y cols, 2009) (Figura 3). 



 

 Datos recientes obtenidos de la Dirección General de Epidemiología al 7 de agosto 

del 2010, reportaron 48 casos de absceso hepático amibiano (AHA) en los estados de 

Guerrero y Oaxaca, lo que coincide con la mayor incidencia de amibiasis intestinal 

reportada durante el 2010 en esos estados. Además, es de hacerse notar el aumento en el 

número de casos con respecto a los 9 casos reportados durante el 2009 en los mismos 

estados. Desafortunadamente, no existen reportes de la incidencia del AHA a nivel 

nacional; sin embargo, actualmente, se estima que la incidencia del absceso hepático 

amibiano es de 10 por cada 100,000 habitantes (Ximénez y cols, 2009) lo que indica la 

incidencia del AHA se mantuvo estable en nuestro país en los últimos 15 años. 

  

 

 



Clasificación taxonómica 

 Reino: Protista 

  Phylum: Sarcomastigophora 

   Subphyla: Sarcodina 

    Clase: Lobosea 

     Familia: Endamoebidae 

      Género y especie: Entamoeba histolytica 

 El subphylum sarcodina está constituido por organismos que tienen locomoción por 

protrusiones citoplasmáticas denominadas seudópodos, uno o más núcleos dependiendo del 

estadio y que se multiplican por fisión binaria. En esta clasificación se encuentran las 

amibas de vida libre, las amibas no patógenas que colonizan el intestino y Entamoeba 

histolytica (Ravdin, 1988). 

 

Ciclo biológico 

 El ciclo biológico de E. histolytica es considerado monoxénico (Tay-Zavala, 2008) 

y por lo tanto, la única fuente de infección y diseminación es el hombre; sin embargo, se 

considera que los perros y los simios son reservorios aunque su papel en la diseminación 

aún es demostrado. 

 La forma móvil de E. histolytica denominada trofozoíto es el estadio vegetativo que 

coloniza el lumen del intestino grueso en donde se multiplica y en algunos casos puede 

invadir la mucosa colónica ocasionando amibiasis intestinal (AI) y eventualmente, a través 

de diseminación sanguínea por vena porta, lesiones extra-intestinales como el AHA, el 

absceso cerebral y el absceso pulmonar (Figura 1). Algunos trofozoítos durante su paso a 

través del colon transverso y descendente, mediante mecanismos poco conocidos, se 



diferencian a quiste, el estadio de resistencia y responsable de la transmisión entre 

individuos. Estas estructuras de resistencia son excretadas en las heces de los portadores 

contaminando el agua y alimentos de consumo humano, cerrando el ciclo biológico cuando 

son ingeridos de nueva cuenta. Otra vía de transmisión poco frecuente es por contacto 

directo de trofozoítos de persona a persona la cual ocasiona la amibiasis mucocutánea (Tay-

Zavala, 2008). 

             

 

 

 



Formas clínicas 

 Se define a la amibiasis como el desarrollo y reproducción de E. histolytica en el 

hombre y a la enfermedad amibiana, como la producción de lesiones tisulares con 

manifestaciones clínicas (amibiasis invasora). La amibiasis intestinal se clasifica en 4 tipos: 

amibiasis aguda disentérica, la colitis fulminante, la apendicitis amibiana y el ameboma. 

 La disentería amibiana se caracteriza por evacuaciones mucosanguinolentas, 

generalmente de tres a cinco por día, o francamente diarreica, las cuales se acompañan de 

dolor en marco cólico de leve a moderado y tenesmo (en la disentería no diarreica). Por otra 

parte, la colitis fulminante se caracteriza por 20 o más evacuaciones al día acompañadas de 

sangrado intenso, cólico severo, tenesmo constante, anorexia, náusea e hipertermia de 39 a 

40 °C. En ocasiones, se describe un cuadro franco de peritonitis por la perforación 

intestinal provocada por las lesiones ulcerosas necróticas y confluentes encontradas en esta 

patología (Figura 5A). En cuanto a los amebomas, son lesiones seudo-tumorales 

constituidas por edema, fibrosis e infiltrado inflamatorio localizado en mucosa y 

submucosa ulcerada y necrótica de ciego, recto sigmoides, colon ascendente o ángulos 

hepático o esplénico del colon. Por último, la apendicitis amibiana es clínicamente 

indistinguible de la bacteriana excepto por disentería amibiana que acompaña el cuadro. En 

estas formas clínicas, el diagnóstico histopatológico es indispensable (Alcántara y cols, 

2008). 



 

Por otra parte, la amibiasis extra-intestinal se presenta en órganos como el hígado, 

pulmón, corazón y cerebro. La forma más común de amibiasis extra intestinal es el AHA, el 

cual se produce por diseminación hematógena de amibas a través de la vena porta a partir 

de un foco de amibiasis invasora en el intestino; generalmente, en estos pacientes no hay 

antecedentes de disentería amibiana o detección del parásito en estudios 

coproparasitoscópicos. Las manifestaciones clínicas son malestar general, anorexia, 

hipertermia de 39-40°C, hepatomegalia dolorosa a la palpación, pérdida de peso y anemia. 

La biometría hemática evidencia anemia, leucocitosis y neutrofilia, sin embargo, el 

diagnóstico se realiza habitualmente a través de pruebas de imagen como radiografía, 

ecografía, tomografía axial computarizada, gammagrafía y resonancia magnética (Figura 

5B y C). El diagnóstico se confirma con serología positiva y/o aislamiento del parásito en el 

contenido aspirado de la lesión. Las complicaciones potenciales del absceso hepático son la 

ruptura al mediastino, pleura pulmonar, pulmón, pericardio, corazón, peritoneo o la 



formación de una fístula percutánea. Otras formas de presentación extra-intestinal son la 

amibiasis pulmonar y cardiaca, generalmente por complicación de la amibiasis hepática. 

Por su parte, la amibiasis cerebral se disemina por el plexo venoso vertebral o a partir del 

pulmón (Alcántara y cols, 2008), pero al igual que la mucocutánea es poco frecuente. 

El tratamiento de la amibiasis intestinal asintomática, habitualmente se basa en 

medicamentos con acción amebicida en el lumen del intestino, como el furoato de 

diloxanida, el iodoquinol, la paramomicina. En la infección intestinal sintomática y 

extraintestinal (AHA) se utilizan fármacos como el metronidazol y el tinidazol (González y 

cols, 2009). En los casos de falla terapéutica por resistencia al metronidazol (Orozco y cols, 

2002), se adiciona cloroquina al tratamiento o se utiliza tinidazol.  

Respuesta inmune en la infección por amiba 

 El conocimiento de los mecanismos patogénicos del trofozoíto de E. histolytica y su 

estrecha relación con la respuesta inmune del hospedero es indispensable para emplear las 

herramientas adecuadas en el desarrollo de una vacuna exitosa para prevenir la amibiasis. 

Una recopilación de estos mecanismos, se muestra en la Tabla 3. 



 

Respuesta inmune innata en amibiasis intestinal 

 La mucosa intestinal posee una respuesta inmune altamente regulada que es 

indispensable para evitar la activación de una respuesta inflamatoria ante diversos 

antígenos de la flora comensal y la dieta, dicha modulación permite mantener la barrera del 

epitelio intestinal y evitar la invasión de microorganismos patógenos a la circulación 

sistémica. Esta regulación inmunológica está dada por múltiples mecanismos como son: la 



facultad de las células del epitelio intestinal (CEI) de secretar enzimas bacteriolíticas y 

péptidos antimicrobianos que protegen a las superficies mucosas de microbios (Mortimer y 

Chadee, 2010), la presencia de microorganismos de la flora comensal que estimulan 

constantemente la tolerancia inmunológica a una amplia diversidad de antígenos (Artis, 

2008), la presencia de sub-poblaciones de células dendríticas (CDs) que conducen a la 

diferenciación de linfocitos T a Treg y Treg inducibles (Tr1, Th y T Foxp3) productoras de 

IL-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGFβ) (Belkaid y Oldenhove, 2008) y 

la expresión constitutiva de IL-10 y TGFβ por parte de las células epiteliales y de la 

respuesta inmune (Hamano y cols, 2006).  Por su parte, la IL-10 favorece la producción 

de mucina 2 (MUC2), el cambio de isotipo en células B de IgM a IgA, suprime la 

activación de células presentadoras de antígeno (CPAs) y junto con TGFβ, promueve la 

inducción de células T reguladoras (Treg) y tiene un efecto anti-apoptótico en células 

epiteliales (Grazia y cols, 2001; Schwerbrock, 2004; Zhou y cols, 2004; Ruiz y cols, 2005). 

 A pesar de estos mecanismos de regulación, cuando la barrera epitelial se rompe 

ante estímulos potencialmente nocivos, las CEI tienen la capacidad de presentar antígenos a 

través del reconocimiento por receptores tipo Toll (TLR) 2, 4, 5, 9 y por receptores tipo 

NOD (1 y 2) y son eficientes presentadoras de antígeno mediante la expresión de moléculas 

como el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) CMH I, CMH II, CD1d, TL y 

MIC-A/B (William, 2008; Mortimer y Chadee, 2010). El reconocimiento antigénico a 

través de estos receptores, dispara en las CEI la expresión de citocinas y quimiocinas como 

las interleucinas (IL) IL-1α, IL-1β, IL-15, TNFα, IL-6 e IL-8 que reclutan células de la 

respuesta inmune y crean un micro-ambiente pro-inflamatorio.  



 Durante el proceso de invasión de la barrera epitelial por el trofozoíto de E. 

histolytica, éste libera moléculas que afectan su integridad como la prostaglandina E2 

(PGE2) que tiene la propiedad de romper las uniones estrechas de las CIE a través de su 

unión al receptor EP4 (Dey y cols, 2003) y la proteasa de cisteína 5 de E. histolytica 

(EhCP5) (sin expresar por E. dispar), una proteasa de cisteína localizada en la membrana y 

que al ser secretada rompe la matriz extracelular y membranas que se encuentra a su paso. 

Además, esta proteasa contribuye indirectamente a la expresión de citocinas pro-

inflamatorias en células de la respuesta inmune y CEI, amplificando así la respuesta 

inflamatoria (Mortimer y Chadee, 2010). 

 El inicio de la invasión del epitelio intestinal por trofozoítos de E. histolytica, es 

marcado por inflamación de la mucosa y reclutamiento sub-epitelial de células de la 

respuesta inmune innata inducido por la activación de CEI. A continuación, se describirá 

brevemente el papel de estas células en la respuesta ante la infección por E. histolytica.  

Neutrófilos 

 Los neutrófilos se observan desde la etapa inicial de la invasión amibiana y son 

reclutados por quimiocinas expresadas por CEI como la IL-8 (Yu y Chadee, 1997), por las 

anafilotoxinas C3a y C5a producidos por la activación del complemento (Sengelov, 1995) y 

por un péptido de unión a membrana del trofozoíto de E. histolytica (Salata y Ravdin, 1986; 

Chadee y cols, 1987). De acuerdo a un modelo en ratón SCID con xenoinjerto de epitelio 

intestinal humano, el contacto del parásito con el CEI estimula la producción de 1L-1β e 

IL-8, lo que conduce al reclutamiento de neutrófilos y aumento de daño tisular (Seydel y 

cols, 1997). Por lo descrito anteriormente, se ha considerado que los neutrófilos tienen un 



papel perjudicial al facilitar la entrada del parásito a la lámina basal. Sin embargo, se ha 

documentado en modelos murinos naturalmente resistentes a la infección por E. histolytica 

como las cepas CBA y Balb/c, que la depleción de neutrófilos con anticuerpos 

monoclonales Gr-1 incrementó dramáticamente la susceptibilidad y severidad de la 

infección intestinal, lo que sugiere que la respuesta inmune innata es crucial para eliminar 

al parásito y en particular la mediada por neutrófilos (Asgharpour y cols, 2005).  

 El mecanismo más importante del neutrófilo contra el trofozoíto amibiano es la 

generación extracelular de especies reactivas de oxígeno (ROS); sin embargo, se ha 

documentado que cepas de E. histolytica altamente virulentas son menos susceptibles a este 

efecto (Murray y cols, 1981; Ghadirian y cols, 1986). En este sentido, el trofozoíto de E. 

histolytica se defiende de las moléculas producidas por el estallido respiratorio mediante la 

expresión de enzimas como la superóxido dismutasa, que dismuta este radical altamente 

reactivo (Bruchhous y Tannich, 1994, 1995), una NADPH: flavin oxidorreductasa, que 

convierte aniones superóxido a peróxido de hidrógeno (H2O2) (Bruchhoust y cols, 1998) y 

una peroxiredoxina de 29 kDa, que detoxifica de H2O2 y es expresada 50 veces más en E. 

histolytica con respecto a E. dispar (Choi y cols, 2005). Otro mecanismo descrito de la 

amiba contra el neutrófilo es la expresión de una serinproteasa de E. histolytica (Ehserp), 

que se une e inactiva a la catepsina G, producto de la degranulación (Riahi y cols, 2004) y 

la inducción de apoptosis asociada con la activación de ERK1/1 y mediada por la 

generación de ROS (Sim y cols, 2005). Finalmente, la destrucción de neutrófilos por E. 

histolytica da lugar, a la destrucción del epitelio a consecuencia de la liberación de su 

contenido. 

Macrófagos 



 Estas células tienen un papel similar a los neutrófilos, su actividad amebicida está 

dada por el reconocimiento de moléculas de la superficie del parásito como la lectina de E. 

histolytica y el lipopéptidofosfoglicano (EhLPPG) (ambas involucradas en adherencia), 

mediante los receptores TLR2 y TLR4, que induce la expresión de citocinas y quimiocinas 

como TNFα, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-10 en monocitos y macrófagos expuestos in vitro 

(Maldonaldo-Bernal y cols, 2005). El mediador amebicida más importante producido por 

los macrófagos es el óxido nítrico (NO) porque es capaz de inhibir importantes factores de 

virulencia de la amiba como las proteinasas de cisteína y la alcohol deshidrogenasa 2 

(Siman-Tov y cols, 2003).  

 Por otra parte, esta descrito que el parásito es capaz de suprimir el estallido 

respiratorio y reducir la producción de NO en macrófagos, este último mecanismo, mediado 

por la expresión de una arginasa de E. histolytica que compite con la óxido nítrico sintetasa 

(NOS) por la L-arginina convirtiéndola a L-ornitina (Elnekave y cols, 2003). Además, el 

parásito inhibe la expresión de CMH II (inducida por interferon (IFN) en macrófagos) lo 

que se traduce en el impedimento de su función como CPA (Wang y Chadee 1995), expresa 

PGE2 que es un inmunoregulador que eleva en nivel de AMPc, inhibiendo la vía de 

señalización por PKA, lo que se traduce en la inhibición de la expresión de citocinas Th1, 

del estallido oxidativo mediado por NADPH y la síntesis de NO (Wang y Chadee, 1995; 

Gutierrez-Alarcon y cols, 2006). Finalmente, el trofozoíto secreta el factor inhibidor de 

locomoción de monocitos (MLIF) que es un pentapéptido soluble con propiedades anti-

inflamatorias demostrado para inhibir la expresión de NO (Rico y cols, 2003), quimiocinas 

pro-inflamatorias (Utrera-Barillas y cols, 2003) e IL-1 y favorece la expresión de IL-10 en 

T CD4+ (Rojas-Dotor y cols, 2006). 



Mastocitos 

 El papel de los mastocitos en infecciones intestinales producidas por bacterias y 

algunos parásitos, indican que estos participan de manera esencial en la eliminación de 

dichos microorganismos (Velin D y cols, 2005). Sin embargo, actualmente no se conoce su 

papel en la respuesta inmune ante E. histolytica (Houpt y cols, 2002). 

Complemento 

  Una vez que el parásito atraviesa la barrera epitelial, se expone a los componentes 

del plasma, entre ellos, al complemento que potencialmente puede destruirlo. Sin embargo, 

el trofozoíto de E. histolytica es resistente al complemento, dicha resistencia parece estar 

mediada por la acción de cisteinproteasas (CPs), que a pesar de ser capaces de activar la vía 

alternativa del complemento al transformar C3 en C3b (Reed y cols, 1989), inactivan las 

anafilotoxinas C3a y C5a al degradarlas (Reed y cols, 1995).  

 Por otra parte, la lectina de E. histolytica tiene epítopes que mimetizan a proteínas 

inhibidoras del complemento, como CD59, que evita la deposición del complejo de ataque 

a la membrana (Braga y cols, 1992, Ventura-Juárez, 2009). Mientras que el 

lipopéptidoglicano de E. histolytica (EhLPG) y el lipofosfopeptidoglicano de E. histolytica 

(EhLPPG), moléculas de superficie del trofozoíto ancladas a la membrana por glicosil 

fosfatidil inositol (GPI), forman una capa gruesa en la superficie que impiden el contacto de 

los mediadores del complemento con la superficie del parásito (Maldonado-Bernal y cols, 

2005; Lotter y cols, 2009). 

 

Células NK y NKT 



 Esta población celular tiene un papel fundamental en la respuesta inmunológica 

efectiva contra la infección por E. histolytica y está relacionada con la expresión de IFNγ y 

de péptidos citolíticos. Al igual que en otros procesos infecciosos, el INFγ producido por 

NKs y linfocitos activa neutrófilos y macrófagos in vitro estimulando en ellos el estallido 

respiratorio y la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), lo que confiere a 

estas células la denominación de amebicidas (Denis y Chadee, 1989; Lin y Chadee, 1992). 

 A pesar de lo descrito anteriormente, se ha sugerido que E. histolytica contribuye a 

la homeostasis del epitelio secretando componentes que inducen un estrés protectivo en las 

CEI incrementando su resistencia a apoptosis y suprimiendo la activación de macrófagos 

(Kammanadiminti y Chadee, 2006). Por otra parte, se postula que la IL-10 es indispensable 

para resistir la invasión por el parásito en el modelo de colitis amibiana en ratones C57BL/6 

al ayudar a mantener la integridad de la barrera del epitelio intestinal (Hamano y cols, 

2006). 

 

Respuesta inmune adaptativa en amibiasis intestinal 

 La respuesta inmune humoral en mucosas, juega un papel preponderante en la 

protección ante agentes infecciosos, los anticuerpos IgA secretores (IgAs) neutralizan 

algunos microorganismos y sus toxinas, los opsonizan y facilitan el muestreo por células M 

(Haque y cols 2001 y 2006). En el caso de la amibiasis intestinal, se ha considerado que un 

componente importante de la respuesta inmune adaptativa son los anticuerpos IgAs anti-

lectina de E. histolytica, debido a que estos son capaces de inhibir la adherencia de E. 

histolytica a mucinas, células epiteliales y células inmunes in vitro (Chadee y cols, 1987; 



Ravdin y cols, 1988; Saffer y Petri, 1991; Carrero y cols, 1994; Huston y cols, 2003). De 

manera más particular, es preciso mencionar que anticuerpos dirigidos contra el dominio 

rico en carbohidratos (CDR) de la lectina de E. histolytica se encuentran en el 78% de los 

individuos asintomáticos (Lotter y cols, 1997). En este sentido, el papel protector de las 

IgAs en la amibiasis intestinal fue sugerido en un estudio prospectivo en Bangladesh, en 

donde se encontró una correlación entre la presencia de anticuerpos IgAs anti lectina de E. 

histolytica y la ausencia de reinfección intestinal por E. histolytica (Haque y cols, 2001, 

2006), además, su presencia estuvo asociada a una rápida recuperación de AHA (Abd-Alla 

y cols, 2006). Por otra parte, anticuerpos IgA dirigidos contra la CRD de la lectina de E. 

histolytica mostraron conferir protección ante el reto cecal con E. histolytica (Houpt y cols, 

2004; Carrero y cols, 2007).  

 Dentro de los mecanismos de evasión que tiene el trofozoíto en contra del sistema 

inmune adaptativo, está la expresión de cisteinproteasas (CPs), que como en el caso del 

mecanismo descrito ante el complemento, tienen la función de romper IgAs de isotipo 1 y 2 

en mucosas e IgG séricos (Kelsally y Ravdin, 1993; Tran y col, 1998; García-Nieto, 2008; 

Macpherson, 2008).  

 Otro mecanismo de evasión inmune descrito es el “capping” de inmunoglobulinas y 

proteínas del complemento, el cual consiste en la movilización de receptores de trofozoítos 

unidos a estas proteínas hacia el segmento posterior del trofozoíto denominado “región 

uroide”, para finalmente liberar estos complejos en vesículas hacia el medio. 

Recientemente, se sabe que el “capping” no sucede en E. dispar y está directamente 

relacionado con su incapacidad de evadir la respuesta inmune del hospedero y su baja 

patogenicidad (Chávez-Munguía y cols, 2012). Este mecanismo de “capping”, se lleva a 



cabo por la EhROM1, una proteasa que tiene la función de formar, distribuir y liberar los 

cappings del trofozoíto y de cortar el dominio transmembranal de la subunidad pesada de la 

lectina de E. histolytica, permitiendo de esta manera al trofozoíto liberar de su superficie 

estas moléculas y escapar del sistema inmune. 

 

Entamoeba histolytica y la infección hepática 

 Un apartado fundamental de este trabajo, es la relación huésped-parásito durante el 

desarrollo del AHA. Para comprender mejor dicha relación, a continuación se describirán 

brevemente las generalidades del hígado y la respuesta inmune específica de este órgano. 

Anatomía, función y respuesta inmune del hígado 

 El hígado es una víscera maciza localizada casi en su totalidad en el hipocondrio 

derecho por debajo del diafragma. Dentro de sus múltiples funciones están la síntesis de 

proteínas plasmáticas, la detoxificación, secreción de bilis, el almacenaje de vitaminas y 

glucógeno y la producción de proteínas de fase aguda en caso de inflamación, trauma o 

neoplasia. Los hepatocitos, que son las principales células del parénquima hepático, están 

separados de la circulación sanguínea por una capa de células endoteliales fenestradas 

(LSEC) que carecen de uniones estrechas y de membrana basal, lo que permite el paso de 

partículas menores a 12 nm al espacio de Disse (DS). Células estrelladas se encuentran 

localizadas en el DS entre las LSEC y los hepatocitos. Otras poblaciones celulares 

localizadas en la luz del sinusoide hepático son células de la respuesta inmune como las 

CPAs, células de Kupffer (macrófagos ubicados en el área periportal), CDs (zona periportal 



y pericentrales), células NK, células NKT y linfocitos T y B (Figura 6) (Santi-Roca y cols, 

2009; Thomson y Knolle, 2010). 

 

 Diversos mecanismos de regulación inmunológica, como los que se encuentran en 

el intestino, imperan en este órgano debido a que se encuentra en constante exposición a 

antígenos de la dieta, productos bacterianos, células dañadas y sustancias tóxicas, entre 

otros. Como se puede observar en la figura 6, existe una expresión constitutiva de 

mediadores como la IL-10, TGFβ, arginasa y PGE2 por células de la respuesta inmune y del 

parénquima hepático (Thomson y Knolle, 2010). Este ambiente “regulador” impide el 

desarrollo de una respuesta inflamatoria que podría ocasionar daño en el parénquima 

hepático ante estímulos inocuos, o incluso ante estímulos que despierten una respuesta 

inmune efectiva. En este sentido, otro aspecto fundamental en la tolerogénesis de este 

órgano, es que el encuentro de los linfocitos T vírgenes con el antígeno se lleva a cabo en el 

hígado y no en tejido linfoide como sucede en otros órganos. Esto permite que el ambiente 

“regulador” favorezca la activación de células Treg con la consecuente expresión de IL-10 

y TGFβ, que refuerzan la modulación de la respuesta inflamatoria producida por células de 



la respuesta inmune innata ante antígenos reconocidos a través de los PRRs (Thomson y 

Knolle, 2010). 

Absceso hepático amibiano 

 Durante el paso de los trofozoítos en el torrente circulatorio por la vena porta, éstos 

se enfrentan a una presión parcial de oxígeno de 98% (superior a la de la luz intestinal) y al 

estallido respiratorio de células fagocíticas con la consecuente formación de especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno. Para sobrevivir a este ambiente, el trofozoíto cuenta con 

mecanismos de evasión de descritos anteriormente y resumidos en la tabla 3. 

 Una vez superado el paso por la vena porta, la amiba encuentra condiciones 

favorables para su adhesión y migración al parénquima hepático. Una de ellas es la baja 

velocidad del flujo sanguíneo en el sinusoide hepático de 3.4 ± 0.16 ml/min (Santi-Roca y 

cols, 2009), lo que permite al parásito adherirse a células endoteliales sinusoidales y 

eventualmente migrar hacia el parénquima. Los mecanismos involucrados en este proceso 

no se conocen con precisión; sin embargo, se ha sugerido la participación de algunos 

eventos como son: la apoptosis de LSEC y el inicio del proceso inflamatorio (ambos 

inducidos por la lectina de E. histolytica en el modelo de AHA en hámster) (Rigothier y 

cols, 2002; Blazquez y cols, 2007), la actividad no proteolítica de EhCP5 (Mortimer y 

Chadee, 2010) y de una proteína de 140 kDa denominada EhFNR (una molécula parecida a 

la β1-integrina) (Hernández-Ramírez y cols, 2007) que actúan como adhesinas. Los 

procesos mencionados anteriormente, marcan la pauta de los mecanismos hasta ahora 

descritos en la invasión de E. histolytica al parénquima hepático y el inicio en el desarrollo 

del AHA. 



 En etapas iniciales del desarrollo del AHA, la infiltración de neutrófilos en el 

parénquima hepático es el primer evento documentado. Estas células tienen un papel tan 

controversial como en la amibiasis intestinal, ya que se considera que la degranulación de 

esta célula por sí misma, ocasiona la destrucción del parénquima hepático (Salata y Ravdin, 

1986). Sin embargo, en un modelo de AHA en ratones SCID, se demostró que ratones 

neutropénicos son más susceptibles a desarrollar grandes abscesos hepáticos que los ratones 

SCID control (Seydel y cols, 1997). Este hallazgo apoya la noción de que la capacidad 

amebicida de los neutrófilos participa de manera activa en la eliminación inicial del 

parásito y por lo tanto, representa la primera barrera inmunológica de defensa en el 

parénquima hepático durante el desarrollo del AHA. 

 Posteriormente, los macrófagos reclutados y activados por la vía clásica expresan 

IFNγ e iNOS, lo que limita el crecimiento del absceso y está relacionado con una respuesta 

protectora. Sin esta activación, los parásitos no son eliminados totalmente y los 

sobrevivientes se multiplican rápidamente produciendo la expansión de los focos 

inflamatorios por todo el parénquima hepático (Rigothier y cols, 2002). Por otra parte, se 

documentó que los macrófagos pueden ser activados alternativamente debido al predominio 

de expresión de citocinas tipo Th2 como IL-4 e IL-13 en la infección crónica por E. 

histolytica (Mortimer y Chadde, 2010), perdiendo entonces su capacidad amebicida. 

Durante esta etapa, los abscesos están constituidos por un centro necrótico, rodeado de 

infiltrado inflamatorio constituido por neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y linfocitos. Los 

trofozoítos se agregan en la pared interna del granuloma y escapan del mismo hacia el 

tejido adyacente para formar múltiples granulomas que se fusionan y forman extensas 

lesiones necróticas en la totalidad del órgano (Chadee y Meerovith, 1985). 



 Por otra parte, el desarrollo del AHA en hámster, la amiba expresa e induce la 

expresión de PGE2 en leucocitos polimorfonucleares (PMN) y macrófagos activados, 

inhibiendo en ellos la expresión de citocinas pro-inflamatorias y del CMH II, interfiriendo 

así con la activación celular y la presentación antigénica (Harizi y cols, 2001).  

 Otra población celular estudiada en el desarrollo del AHA son las células NKT. 

Estas células tienen un papel central en la coordinación de la respuesta inmune y la 

destrucción masiva de trofozoítos en etapas iniciales de la infección. Esta población es 

activada por glicolípidos presentados en moléculas CD1d (Crispe, 2009) y al ser activadas 

expresan IFNγ, IL-4, IL-10 e IL-13. De este modo, inician el proceso inflamatorio y dirigen 

la inmunidad adaptativa regulando así la eliminación del parásito en el parénquima 

hepático. Para demostrar el papel protectivo de estas células, Lotter y colaboradoress 

utilizaron ratones deficientes de células T asesinas naturales com receptor invariante 

(iNKT) y encontraron que éstos desarrollaron abscesos hepáticos más extensos en 

comparación con ratones silvestres (Lotter y cols, 2009). Además, empleando el activador 

natural de las iNKT del trofozoíto de E. histolytica, el EhLPPG, demostraron que la 

activación de estas células es a través de CD1d, TLR2 y TLR4 y que dicha activación, 

estimuló la expresión de IFNγ en estas células, lo que se relacionó directamente con 

protección ante el reto de AHA en ratones C57BL/6 (Lotter y cols, 2009). 

 Por otra parte, en relación a la respuesta inmune adaptativa, los linfocitos T 

periféricos de pacientes recuperados de AHA son incapaces de proliferar ante el estímulo 

de mitógenos policlonales in vitro (Salata y cols, 1986). Posteriormente, se estudió en el 

modelo experimental de AHA en gerbo, en donde se demostró que el suero de estos 

animales infectados con AHA suprime selectivamente la proliferación de linfocitos T 



mediante un mecanismo independiente de óxido nítrico y PGE2 pero dependiente de la 

expresión disminuida de IL-2. 

 Estos datos sugieren que en etapas iniciales del desarrollo del AHA, el trofozoíto de 

E. histolytica activa células de la respuesta inmune con capacidad amebicida como son los 

neutrófilos, macrófagos y células iNTK. Sin embargo, si estas células son incapaces de 

eliminar por completo al parásito, se establece una infección crónica en donde el trofozoíto 

induce: activación alternativa de macrófagos, supresión de linfocitos T efectores y 

activación de células Treg. Esta respuesta inducida por el parásito en la etapa crónica del 

AHA incapacita al sistema inmune para eliminar la infección y propicia la expansión de los 

abscesos en todo el parénquima hepático, llevando con ello a la muerte del hospedero y 

eventualmente del parásito. 

Candidatos a vacuna contra amibiasis 

 Estudios en modelos experimentales (Zhang y Stanley, 1996; Houpt E y cols, 2004; 

Abd Alla y cols, 2004, 2007; Petri y cols, 2006) y de seguimiento en poblaciones 

endémicas para amibiasis (Haque y cols, 2001; Ali y cols, 2008), sugieren que la inducción 

de anticuerpos IgAs dirigidos contra algunas moléculas de superficie de la amiba pueden 

ser capaces de conferir protección contra amibiasis intestinal.  

 En estos ensayos se emplearon diversos adyuvantes para la vacunación parenteral y 

oral que no son permitidos para ser utilizados en el humano, tales como el adyuvante de 

Freund’s, la toxina del cólera, la enterotoxina termolábil de Escherichia coli, la subunidad 

B de la toxina del cólera, regiones de ADN ricas em citosina y guanina (CpGs), Salmonella 

typhimurium y Yersinia enterocolitica (Zhag y cols, 1994, 1996 y 1997; Mann, 1997; 



Stanley, 1997; Lotter y cols, 2000, 2004; Houpt y cols, 2004; Ivory y Chadee, 2007). Por 

este motivo, la búsqueda de adyuvantes seguros para el uso en humano y capaces de inducir 

una respuesta inmune efectiva en mucosas contra E. histolytica continúa siendo de interés 

primordial para el posible desarrollo de una vacuna, atendiendo a la recomendación emitida 

por la OMS en el documento Iniciativa para la Investigación de Vacunas para 

enfermedades parasitarias. 

 Diversos candidatos antigénicos fueron propuestos para vacunación por diferentes 

grupos y la lectina de E. histolytica fue identificada como el principal candidato. Esta 

molécula es una adhesina con afinidad por galactosa y N-acetil-D-galactosamina que se 

encuentra anclada a la membrana del trofozoíto y está relacionada a múltiples mecanismos 

de virulencia del parásito como la adhesión (Ravdin y cols, 1985), citotoxicidad contacto-

dependiente (Teixeira y Mann, 2002), fagocitosis (Sateriale y Huston, 2011) y 

enquistamiento (Aguilar-Díaz y cols, 2011). Se sabe además que la lectina de E. histolytica 

es capaz de activar la expresión de citocinas pro-inflamatorias en macrófagos y células 

dendríticas in vitro (Ivory y Chadee, 2007). Esta molécula está formada por tres 

subunidades, la subunidad pesada de 170 kDa, que tiene un dominio transmembranal y un 

dominio rico en carbohidratos (CDR), la subunidad ligera de 31-35 kDa y una intermedia 

de 150kDa (Solaymani-Mohammadi y Petri, 2008) (Figura 7). 

         



 

        Múltiples estudios demostraron el potencial de la lectina de E. histolytica nativa o 

fracciones de esta para conferir protección contra el desarrollo del AHA en gerbos y 

hámsteres utilizando los adyuvantes descritos anteriormente (Zhang y cols, 1994; Soong y 

cols, 1995; Ivory y Chadee, 2006, 2007). Resultados similares fueron obtenidos con 

vectores atenuados de Yersinia y Salmonella (Mann y cols, 1997, Lotter y cols, 2008) e 

incluso por inmunización pasiva con anticuerpos IgG anti-lectina de E. histolytica (Cheng y 

cols, 1999).  

 Un fragmento de la subunidad pesada de la lectina de E. histolytica denominado 

LC3 (52kDa), que incluye el CRD (Soong y cols, 1995), también mostró ser uno de los 

principales blancos para los anticuerpos IgG e IgA anti-lectina de E. histolytica recuperados 

de suero y heces de pacientes, respectivamente (Abou-el-Magd y cols, 1996; Abd-Alla y 

cols, 2000, 2004,). La inmunización de ratones Balb/c y primates no humanos con LC3 y 

toxina colérica como adyuvante (vía oral y nasal), resultó en la producción de anticuerpos 



anti-LC3 IgG séricos e IgAs; estos últimos, con capacidad de inhibir la adherencia de 

trofozoítos de E. histolytica a células de ovario de hámster chino (CHO) in vitro (Beving y 

cols, 1996, Abd-Alla y cols, 2007). Por otra parte, la inmunización intraperitoneal con la 

proteína LC3 recombinante empleando como adyuvante Titermax, demostró tener una 

eficacia de protección de 71% ante el reto de AHA en gerbos. 

 Otro candidato es la proteína rica en serinas de E. histolytica (SREHP) que se 

denominó así debido a la gran cantidad de residuos de serina que posee (52 de 233 aa). 

Estructuralmente, tiene una región hidrofóbica N-terminal (secuencia señal) que precede a 

una región de aa altamente cargados como lisina, ácido glutámico y ácido aspártico, esta 

última, es seguida de una región hidrofóbica de repeticiones en tándem de dodecapéptidos y 

octapéptidos compuestos de serina, ácido aspártico, treonina, prolina, lisina, ácido 

glutámico, asparagina y alanina. Finalmente, en el extremo C-terminal hay un dominio 

hidrofóbico y una región de inserción a la membrana (Figura 8). Otra característica 

distintiva de esta proteína son las modificaciones pos-traduccionales que incluyen 

fosforilación de residuos de serina y glicosilación con residuos de N-acetilglucosamina que 

son más comunes en proteínas nucleares y citosólicas (Stanley, 1997). 

              



 

 Esta proteína se expresa de manera abundante en la superficie del trofozoíto de E. 

histolytica, es altamente inmunogénica y tiene un alto número de epítopos conservados 

(Stanley, 1997). Además, recientemente se demostró que SREHP participa en el proceso de 

fagocitosis de células apoptóticas (Teixeira y Huston, 2008); a pesar de estos hallazgos, aún 

no se le adjudica una función biológica específica a esta proteína. 

 Aproximadamente el 80% de sujetos que desarrollaron AHA tienen anticuerpos 

anti-SREHP séricos (Stanley y cols, 1991) y un gran porcentaje de pacientes con AI 

desarrollan anticuerpos IgAs recuperados de saliva (Carrero y cols, 1997). Ensayos in vitro 

demostraron que anticuerpos dirigidos contra esta proteína son capaces de bloquear la 

adherencia del trofozoíto a células de mamífero (Stanley y cols, 1990; Zhang y cols, 1994; 

Carrero y cols, 1997). Además, ensayos de inmunización pasiva con anticuerpos anti-

SREHP (Zhang y cols, 1994) y de inmunización activa con la proteína SREHP como 

inmunógeno en: i) vacunas de ADN (Zhang y Stanley, 1999) fusionada al dominio A2 de la 

toxina colérica (Sultan y cols, 1998), ii) expresada en una cepa avirulenta de Salmonella 

typhi TY2 chi 4297 y en una cepa atenuada de Salmonella typhi (Zhang y Stanley 1996, 



1997), fusionada a la subunidad B de la toxina de cólera (Zhang y cols 1995; Ryan y cols, 

1997) y a una proteína de unión a maltosa (MBP) (Zhang y cols, 1994) demostraron ser 

capaces de inducir una respuesta inmune humoral y celular capaz de conferir protección 

ante el reto de AHA. Con base a estos reportes, la SREHP de E. histolytica se consideró 

como uno de los principales candidatos a vacunación contra el AHA (Stanley, 1997). 

 Otra proteína candidata para vacunación es la proteína de 29 kDa de E. histolytica 

denominada CREHP; su nombre lo debe a que su secuencia tiene 7% de residuos de 

cisteínas (Torian y cols, 1990). La comparación de su secuencia denota una estrecha 

relación con las proteínas responsables de inactivar el H2O2 de bacterias que viven en el 

intestino. Esta proteína es una alquil-hidroperóxido reductasa cuya localización en el 

trofozoíto no es aún determinada; sin embargo, se inmunolocalizó en citoplasma, núcleo y 

superficie celular (Torian y cols, 1990; Reed y cols, 1992; Flores y cols, 1993). Esta 

proteína se detectó como un antígeno inmunodominante reconocido por el 80% de los 

sueros de pacientes con AHA y por anticuerpos IgAs en saliva de pacientes con AI (Carrero 

y cols, 2000). Por este motivo, se estudió su utilidad en serodiagnóstico (Lee y cols, 2000), 

en ensayos de protección por inmunización intra-peritoneal de gerbos retados contra AHA 

(Soong y cols, 1995) y administrado por vía oral con toxina de cólera en el que demostró 

ser capaz de inducir la producción de anticuerpos IgAs capaces de conferir protección ante 

el reto de AI en ratón C3H/HeJ (Carrero y cols, 2010). 

 

 Como se describió previamente, antígenos como lectina de E. histolytica nativa o 

recombinante, fragmentos de su subunidad pesada como LC3 o LecA, la proteína rica en 

serina (SREHP), la proteína rica en Cisteínas (CRHP) y otros antígenos como la adhesina 

de 112 kDa (EhADH112) y una proteína de 30 kDa que pertenece a la familia de proteínas 



de unión a colágeno, son capaces de conferir diferentes grados de protección contra el 

desarrollo de AHA en hámster y gerbo, sugiriendo una interacción funcional entre las 

mucosas y el sistema inmune sistémico (Zhang y cols, 1994; Soong y cols, 1995; Mann y 

cols 1997; Cheng y cols 1999; Gaucher y Chadee 2003; Ivory y Chadde, 2006, 2007; Lotter 

H y cols, 2008; Carrero y cols, 2010). En todos estos estudios, al igual que en los ensayos 

de protección contra amibiasis intestinal, se emplearon adyuvantes que están restringidos 

para su uso en humanos. 

 Finalmente, la OMS en el documento Iniciativa para la Investigación de Vacunas 

para enfermedades parasitarias (IVR por sus siglas en inglés), emitió la recomendación del 

desarrollo de una vacuna contra E. histolytica con base en los trabajos de epidemiología y 

vacunas que sugieren que anticuerpos IgAs contra la lectina de E. histolytica, son capaces 

de conferir resistencia a la reinfección intestinal con E. histolytica, y al hecho de que este 

antígeno demostró conferir protección ante el reto de absceso hepático amibiano 

experimental. 

http://www.who.int/vaccine_research/diseases/soa_parasitic/en/index1.html 

 

Baculovirus 

En busca de un vector viral con capacidad adyuvante para la administración oral de 

antígenos amibianos, utilizamos el baculovirus Autographa Californica múltiple nuclear 

polyhedrosis virus (AcNPV). A continuación, se hará una breve descripción de las 

características generales de los baculovirus, de sus aplicaciones y del desarrollo de nuevas 



estrategias en las que se pretende emplear como vector terapéutico para su uso en medicina 

humana y veterinaria. 

Clasificación de la familia baculoviridae 

 El nombre de la familia baculoviridae proviene del Latín baculum que significa 

varilla o bastón para describir morfológicamente al virión. Hasta el momento, se conocen 

más de 600 especies que infectan principalmente a artrópodos del orden leptidoptera 

(mariposas y larvas) y pocas especies infectan al orden Hymenoptera, Diptera y algunos 

crustáceos (van Oers y Vlak, 2007; Chen CY y cols, 2011). 

 De manera general, los baculovirus son divididos en dos géneros, 

nucleopolyhedrovirus (NPVs) y granulovirus (GVs) de acuerdo a la estructura de los 

cuerpos de oclusión (OBs) o polihedra. Estos cuerpos, son acumulaciones de una matriz 

proteica localizados en las células infectadas durante la fase tardía de replicación viral. Los 

NPVs producen OBs visibles por microscopía de luz en el núcleo de las células infectadas 

(0.5-1.5 µm de diámetro) conteniendo numerosos viriones, mientras que los GVs, producen 

OBs de 0.16 a 0.5 µm que contienen un solo virión encapsulados en una proteína 

denominada granulina (Slack y cols, 2007). 

 Los virus de esta familia tienen un gran genoma circular de doble cadena de ADN 

que va de 80, 000 a 180, 000 pb, están envueltos por una bicapa lipídica y tienen un 

diámetro de 30-60 nm y un largo de 250 a 300 nm. Estos viriones están conformados por 

una o más nucleocápsides (NCs), constituidas principalmente de una proteína de 39 kDa 

denominada vp39 y otras proteínas como la P24, P78/83; esta última, localizada en los 

extremos terminales de las NC. Dentro de la NC, se encuentra una estructura denominada 



centro o “core” constituido por una estructura formada por el ADN genómico y una 

proteína de 69 kDa (rica en arginina) denominada P6.9 (Slack y cols, 2007). 

 La proteína más abundante del virión libre (BV) es una glicoproteína denominada 

Gp64 (64 kDa) y consta de 511 aa, se localiza en el citoplasma de las células infectadas a 

partir de las 24 horas de infección y posteriormente, se concentra en trímeros en la 

membrana plasmática y es adquirida por el BV durante el proceso de gemación (Volkman y 

Goldsmith, 1981). La importancia funcional de esta proteína fue descrita en ensayos de 

neutralización, en donde se comprobó que es indispensable para la infección y durante el 

escape de las NCs del compartimento endosomal en células inmunes que se describirá 

posteriormente. 

 

Ciclo de infección 

 Los baculovirus tienen un único ciclo de replicación bifásica en el que producen dos 

fenotipos virales: el BV y el virión derivado de la polihedra (PDV). El PDV se encuentra 

embebido en los OBs liberados de una larva infectada y contaminando el ambiente; al ser 

ingerido por otra larva, los PDVs son liberados en el ambiente alcalino del intestino del 

insecto (Granados y Lawler, 1981), siendo responsables de la infección primaria o 

transmisión horizontal (insecto-insecto). Una vez liberados en el lumen intestinal, los PDVs 

pasan a través de la membrana peritrófica e infectan exclusivamente células epiteliales 

columnares del intestino del insecto (Slack y Arif, 2007). En este sentido, se postula que la 

entrada de los PDV a las células intestinales ocurre por fusión de las membranas, 

involucrado la interacción entre moléculas aún no descritas. Las NCs son liberadas en el 

citoplasma y migran por un mecanismo dependiente de transporte del citoesqueleto y entra 

al núcleo por los poros nucleares (Xu y cols, 2007).  



 El virus se replica en las células epiteliales para dar lugar a los BVs, que son 

responsables de la infección secundaria o transmisión célula-célula y capaces de infectar 

cualquier célula del insecto (Ghosh y cols, 2002; Slack y cols, 2008) (Figura 9). 

 

 

 

Baculovirus como herramienta biotecnológica 

 El uso de virus entomopatógenos como el baculovirus AcNPV, es una herramienta 

empleada en las últimas décadas para la producción de bioinsecticidas utilizados para el 

cuidado de granos de consumo humano y para la producción de proteínas recombinantes de 



uso clínico en el sistema BEVS (Baculovirus Expression Vector System). El empleo de este 

vector con ambos fines fue aprobado por la FDA (Food and drug administration) (Cox, 

2012, Mena y Kamen, 2011), de tal manera que actualmente se comercializan proteínas 

recombinantes producidas en este sistema con fines terapéuticos, un ejemplo de ello es 

Cervarix, una de las dos vacunas aprobadas contra el virus del papiloma humano (VPH). 

Además, se encuentran en investigación preclínica, proteínas producidas en este sistema y 

que se pretenden utilizar como vacunas contra diversos virus (Hitchman y cols, 2009).  

 Por otra parte, los baculovirus tienen propiedades muy deseables como vectores ya 

que son incapaces de replicarse en células de mamífero, expresan genes bajo el control de 

promotores específicos de mamíferos (Hofmann y Strauss, 1998), puede transducir células 

que no se estén dividiendo (Chen y cols, 2011), se obtienen altos títulos al ser replicados en 

células de insecto y la infección no causa efectos citopáticos (Shoji y cols, 1997). Por lo 

descrito anteriormente, el baculovirus es un vector candidato para terapia génica, 

actualmente se conoce que es capaz de transducir líneas celulares de humano como células 

HepG2, HEK293, Vero E6, células endoteliales A549, Glioblastoma U373 y U251, 

Astrocitos, células madre mesenquimales de médula ósea, osteosarcoma SAOS-2 y células 

de primates no-humanos, roedores, conejos y peces entre otras (Chen y cols, 2011).  

 Además, el AcNPV mostró que posee una fuerte capacidad de adyuvante en 

mamíferos. En este sentido, estudios recientes demostraron que el baculovirus puede 

infectar macrófagos y células dendríticas y en estas últimas, es capaz de inducir su 

maduración fenotípica y funcional (in vitro). Esta activación, induce la producción de 

TNFα y las moléculas de superficie CD83, CD80, CD86, HLA-DR, y HLA-1 e 

incrementan la capacidad estimuladora de CDs a células T (Schutz y cols, 2006). El 



mecanismo exacto de la maduración mediada por baculovirus no se conoce hasta el 

momento, pero su activación puede resultar de la interacción de los residuos de azúcar de la 

proteína Gp64 con el receptor de reconocimiento de carbohidratos como el receptor de 

manosa o alguno de los TLRs. Posteriormente, se reportó que la endocitosis del baculovirus 

es seguida por su reconocimiento a través del TLR9 (que une motivos CpG presentes con 

alta frecuencia en el genoma de AcNPV) y que la estimulación del baculovirus, ocurre a 

través de la vía MyD88 que induce la producción de las citocinas inflamatorias (TNFα, IL-

6, IL-12 en la línea de macrófago murino RAW2647), aunque se sabe que también señaliza 

a través de una vía independiente de MyD88/TLR9 que culmina en la producción de 

interferones (IFNs) (Abe y cosl, 2005, 2010). 

 Finalmente, el estudio de la capacidad adyuvante de estos vectores, numerosos 

estudios demostraron que baculovirus recombinantes que expresan antígenos blanco en su 

superficie (baculovirus display) (Oker-Blom y cols, 2003) y/o conducen su expresión de 

manera dependiente a un promotor heterólogo como el promotor de citomegalovirus 

(CMV) denominados baculovirus de expresión (Yoshida y cols, 2009), son capaces de 

conferir protección contra una amplia variedad de patógenos. La protección inmune 

efectiva reportada hasta el momento en modelos murinos con uno o ambos sistemas para 

varias enfermedades virales y parasitarias, para vías de administración oral, nasal e 

intramuscular (Kaba y cols, 2003; Rahman y cols, 2003; Yoshida y cols, 2003, 2009, 2010; 

Feng y cols, 2006; Hervas-Stubbs y cols, 2007; Strauss y cols, 2007; Peralta y cols, 2007; 

Prabakaran y cols, 2008, 2010; Wu y cols, 2009). En estos ensayos, se demostró además, 

que los baculovirus recombinantes son capaces de inducir una respuesta inmune humoral y 

celular antígeno-específica contra el antígeno co-administrado. 



 

Planteamiento del problema 

 

 La amibiasis es un problema de salud pública en países en vías de desarrollo y su 

forma clínica más común, la amibiasis intestinal, es la novena causa de consulta en la 

atención de primer nivel en nuestro país. Por esta razón, la OMS emitió la recomendación 

en el desarrollo de vacunas contra E. histolytica. En este sentido, numerosos grupos de 

investigación se han enfocado en buscar blancos antigénicos para vacunación que sean 

capaces de conferir protección ante el reto de amibiasis en modelos experimentales. El 

principal candidato antigénico para vacunación es la lectina de E. histolytica y en 

particular, la región denominada LC3 debido a la protección conferida ante el reto de 

amibiasis experimental (intestinal y hepática) en el modelo murino. Adicionalmente, 

estudios epidemiológicos en zonas endémicas sugieren que la presencia de anticuerpos 

IgAs dirigidos contra la lectina de E. histolytica son capaces de conferir protección ante la 

reinfección intestinal, lo que apoya la noción de que la lectina de E. histolytica es uno de 

los antígenos vacunales de interés para prevenir la enfermedad. Sin embargo, actualmente 

no se cuenta con un adyuvante seguro para su empleo en humano, por lo que nosotros 

proponemos el empleo de baculovirus recombinantes como vector para presentar este 

antígeno vacunal considerando las propiedades adyuvantes que propician su fácil y 

económica producción y la bioseguridad de su producción y venta.  

 

 

 



Hipótesis 

La inmunización por vía oral, nasal e intramuscular con el baculovirus recombinante 

AcNPV-LC3 sin adyuvante, es capaz de conferir protección ante el reto de absceso 

hepático amibiano en hámster. 

 

Objetivo general 

Inducir protección contra amibiasis hepática por inmunización oral, nasal e intramuscular 

con el baculovirus recombinante AcNPV-LC3. 

 

Objetivos particulares 

 Generar un baculovirus recombinante que dirija la expresión del fragmento LC3 de 

la lectina de Entamoeba histolytica (AcNPV-LC3).  

 Determinar la capacidad inmunogénica del baculovirus AcNPV-LC3 administrado 

por vía oral, nasal e intramuscular sin adyuvante en ratones y hámsteres.  

 Determinar el grado de protección que confiere la inmunización con el baculovirus 

recombinante AcNPV-LC3 ante el reto de absceso hepático amibiano en hámster. 

 Caracterizar la respuesta inmune asociada a la protección. 

 

 

 

 

 



Materiales y métodos 

Células y cultivos 

Trofozoítos de la cepa HM1-IMSS se mantuvieron en medio TYI-S33 

suplementado con 10% de suero bovino adulto (Biofluids International Inc., MD, USA) y 

3% de una mezcla de vitaminas Diamond (JRH Biosciences, Kansas, USA) en condiciones 

anaeróbicas a 37°C. 

 Para mantener la virulencia de los trofozoítos, se realizaron pases sucesivos en 

hígado de hámster. En breve, después de la inyección de 1x106 trofozoítos virulentos de E. 

histolytica en vena porta, a los 7 días se extrajo el órgano y se colectó en una caja petri 

estéril con la finalidad de seleccionar los lóbulos con mayor cantidad de abscesos, los 

cuales, se disecaron y maceraron hasta homogenizar el tejido. El homogenizado se colocó 

en cajas de cultivo con 4 ml de medio TYI-S-33 suplementado y 10µl de un coctel de 

antibióticos con; bencilpenicilina sódica cristalina 1x106 unidades, estreptomicina 1g y 

amikacina 1g en 2 ml y se incubó durante 24 h a 37°C. Posteriormente, se cosechó el 

paquete celular y se incubó en las mismas condiciones descritas anteriormente, este 

procedimiento se realizó sucesivamente durante 4 días. Los trofozoítos axenizados a partir 

de AHA con la técnica descrita anteriormente, se utilizaron para el reto de amibiasis 

hepática experimental en todos los ensayos de este trabajo (Trofozoítos y técnica 

proporcionada por Mario Nequiz de La Unidad de Medicina Experimental, Facultad de 

Medicina, UNAM). 

Células de insecto sf9 (Spodoptera frugiperda) (Invitrogen, San Diego, CA) se 

cultivaron en monocapa o suspensión en medio Grace's (Invitrogen, USA) suplementado 



con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1% de 

penicilina/estreptomicina (100 U/ml) y 0,1% ácido plurónico F-68 (Invitrogen, USA). Los 

cultivos se mantuvieron a 27°C en condiciones anaeróbicas; los cultivos en suspensión se 

mantuvieron además en agitación constante a 100 rpm. 

Células HepG2 de ATCC se cultivaron en medio DMEM + L-glutamine 

(Invitrogen,  USA) suplementado con 10% de SFB y 1% de penicilina/estreptomicina (100 

U/ml) (Invitrogen, USA) y mantenidas a 37°C con 5% CO2 y 95% de humedad. 

Producción de baculovirus recombinantes de expresión AcNPV-LC3, AcNPV-CREHP 

y AcNPV-SREHP 

Para producir los baculovirus recombinantes de expresión, la región codificante de 

LC3 [un fragmento de 354 aa de la subunidad pesada de la lectina de E. histolytica (Soong 

y cols, 1995)], de CREHP (233 aa) y de SREHP (233aa) (Stanley SL Jr, 1997), fueron 

amplificados a partir de ADN de E. histolytica de la cepa HM1:IMSS utilizando los 

siguiente oligonucleótidos: para LC3, oligonucleótido sentido con sitio de restricción 

HindIII FLC3HCMV (5 ' TAGAAAGCTTATGTGTTCTAGTTTAACATGTCCA-3') y 

oligonucleótido antisentido con sitio de restricción XbaI RSLC3XCMV (5 ' 

TTTTTCTAGATTAACATGTTTTCTTTGTGTAAATAG 3'); para CREHP, oligonucleótido 

sentido con sitio de restricción HindIII FCRHCMV (5’ 

TAGAAAGCTTATGTCTTGCAATCAACAAAAAGAG 3’) y oligonucleótido antisentido con 

sitio de restricción XbaI RSCRXCMV (5’ 

TTTTTCTAGATTAATGTGCTGTTAAATATTTCTTAATTC 3’) y para SREHP, 

oligonucleótido sentido con sitio de restricción KpnI FSRKCMV (5’ 



TAGAGGTACCATGTTCGCATTTTTATTGTTTATTG 3’) y oligonucleótido antisentido con 

sitio de restricción XbaI RSSRXCMV (5’ 

TTTTTCTAGATTAGAAGATGATAGCTATAATGATAG 3’). Los productos de PCR fueron 

clonados en los sitios Hind III/XbaI del plásmido pBlueCMV por separado, para generar las 

construcciones pBlueCMV-LC3 y pBlueCMV-CREHP y en los sitios KpnI/XbaI para la 

construcción pBlueCMV-SREHP. Los productos LC3, CREHP y SERHP se confirmaron 

por secuenciación en un secuenciador automático ABI-Prism 310. Los baculovirus 

recombinantes de expresión AcNPV-LC3, AcNPV-CREHP y AcNPV-SREHP fueron 

generados por recombinación homóloga entre el plásmido de transferencia pBlueCMV y el 

ADN linearizado de AcNPV de acuerdo a las instrucciones del fabricante del Kit Bac-N-

Blue Transfection (Invitrogen, Carlsbad, CA). Posteriormente, se aisló ADN viral de las 

clonas cultivos con sobrenadante positivo con fenol cloroformo de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). La presencia de los fragmentos 

LC3, CREHP y SREHP se confirmó por amplificación mediante PCR y por secuenciación. 

Producción de baculovirus recombinantes de despliegue AcNPVdisplay-LC3, 

AcNPVdisplay-CERHP y AcNPVdisplay-SERHP 

Para la producción de los baculovirus recombinantes de despliegue, AcNPVdisplay-

LC3, AcNPVdisplay-CERHP y AcNPVdisplay-SERHP, se amplificó a partir de ADN de 

E. histolytica la región codificante de LC3, CREHP y SERHP con los siguientes 

oligonucleótidos con sitios de restricción EcoRI/SalI: para LC3, oligonucleótido sentido 

FLC3E (5’ TAGAGAATTCTGTTCTAGTTTAACATGTCC 3’) y oligonucleótido antisentido 

RNSLC3Sal (5’ TTTTGTCGACACATGTTTTCTTTGTGTAAATAG 3’); para CREHP, 

oligonucleótido sentido FCREHP (5’ TAGAGAATTCATGTCTTGCAATCAACAAAAAGAG 



3’) y oligonucleótido antisentido RNSCRSal 

(5’TTTTGTCGACATGTGCTGTTAAATATTTCTTAATTC 3’) y para SREHP, el 

oligonucleótido sentido FSRE (5’ATGAGAATTCATGTTCGCATTTTTATTGTTTATTG 3’) y 

oligonucleótido antisentido RNSSRSal (5’ 

TTTTGTCGACGAAGATGATAGCTATAATGATAG 3’). Los productos de PCR se clonaron en 

los sitios EcoRI/SalI del plásmido pGP64display (proporcionado por Agustín Luz 

Madrigal, Departamento de Fisiología Celular del Instituto de Fisiología Celular, UNAM) 

por separado, para generar las construcciones pGP64display-LC3, pGP64display-CREHP y 

pGP64display-SREHP; de esta manera, los segmentos génicos de los antígenos amibianos 

mencionados se clonaron en marco de lectura abierto con el gen de la proteína GP64, dando 

lugar a los cassettes GP64-LC3, GP64-CREHP y GP64SREHP que posteriormente se 

cortaron y se ligaron en los sitios Sac I/Kpn I del plásmido de transferencia pBlueBac4. 

Recombinación homóloga entre el plásmido de transferencia y ADN de AcNPV en 

células sf9 

Para realizar la co-transfección se utilizaron 0.1 µg del plásmido de transferecia 

(pBlueCMV o pBlueBac4.), 0.1 µg de ADN genómico de AcNPV (Bac-N-Blue) y 6 µg de 

Cellfectin Reagent en 200 µl de medio Grace´s; previa agitación, se incubó la mezcla por 

30 minutos a t.a. Por otra parte, 1x106 células sf9 cultivadas en cajas de 35mm, en 350 µl 

de medio Grace´s no suplementado, fueron incubadas con la mezcla de transfección 

previamente descrita durante 3 h a 27°C. Pasada dicha incubación, se agregó 1 ml de medio 

Grace´s suplementado y se dejó a 27°C en condiciones anaerobias durante 5 días. El 

sobrenadante de este cultivo celular es el stock viral de transfección. 



Selección de clonas recombinantes a partir de ensayo de placa lítica y titulación 

Se cultivaron 2x106 células/pozo de la línea sf9 en cajas de cultivo de 6 pozos en 

medio Grace´s y se incubaron a 27°C en movimiento durante 30 minutos para distribuir 

homogéneamente la monocapa celular. Durante este tiempo de incubación, se realizaron 

diluciones seriadas a partir del stock viral de transfección en 500 µl de medio Grace´s (10-8 

a 10-3) que se agregaron a cada pozo de la placa de cultivo y posteriormente, se incubó 

durante 1 h a t.a con agitación suave, con la finalidad de favorecer la infección. Pasado este 

tiempo, el inóculo viral que no infectó el cultivo celular y contenido en el sobrenadante se 

retiró y se agregó a cada pozo 2 ml de una mezcla de agarosa (SeaPlaque GTG Agarose 

FMC Bio Products, USA) al 1.5 % y medio Grace´s en una relación 1:1 vol/vol. La placa se 

incubó a t.a durante 20 minutos para permitir su solidificación y se agregó 1 ml de medio 

Grace´s suplementado. Finalmente, la placa se incubó a 27°C en condiciones anaeróbicas 

durante 5 días y durante este tiempo se observó la placa por microscopía de luz para 

identificar las zonas líticas y la presencia o ausencia de polihedra. Dado que la expresión de 

esta proteína indica la presencia de baculovirus silvestre (AcNPV-WT), es necesario aislar 

placas líticas libres de polihedra a través de sucesivos ensayos de placa para finalmente 

obtener clonas de baculovirus recombinantes puros. Adicionalmente, debido a que la 

reconstitución del gen de lacZ en los baculovirus recombinantes se manifiesta por la 

actividad de la β-galactosidasa, se agregó a cada pozo X-gal a una concentración final de 

150 µg/ml y se incubó a 37°C durante 24 horas. La coloración azul en las placas líticas 

indicó la infección y replicación de baculovirus recombinantes. 

 La titulación de los baculovirus recombinantes se realizó mediante el ensayo de 

placa lítica descrito anteriormente y el titulo se determinó con la siguiente fórmula: 



UFP/ml= (1/dilución) (# placas) (1/ml utilizados para el ensayo)  

en donde la dilución se refiere a la utilizada en el pozo en estudio  

el # de placas es igual a las placas recombinantes (X-gal positivas) en el pozo en estudio.  

ml utilizados para el ensayo, son los ml tomados a partir del stock viral de transfección.  

 Por otra parte, las clonas de baculovirus recombinantes positivas a X-gal se 

amplificaron en cultivo de células sf9 por separado y a partir del sobrenadante se extrajo 

ADN por el método de fenol-cloroformo, con las recomendaciones del fabricante Bac-N-

Blue Transfection Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). 

Amplificación y purificación del baculovirus recombinante AcNPV-LC3 

Los baculovirus recombinantes AcNPV-LC3 se amplificaron infectando células sf9 

a una multiplicidad de infección (MOI) de 0.1. Los viriones se purificaron a partir del 

sobrenadante de cultivo a 6 días de la infección, separando el detritus celular por 

centrifugación a 6,000 g durante 15 min a 4°C. Los baculovirus contenidos en el 

sobrenadante se concentraron por centrifugación en un rotor SW28 (Beckman) a 141, 000 g 

a 4°C durante 90 min, después se resuspendieron en PBS y se purificaron por un gradiente 

de sacarosa al 10–50% (wt/vol), centrifugando de la forma descrita anteriormente. 

Finalmente, el virus contenido en la interfase fue recolectado y centrifugado en las 

condiciones ya mencionadas; el pellet formado por las partículas virales purificadas se 

guardó a 4°C protegidos de la luz. El baculovirus silvestre (AcNPV-WT) fue amplificado 

siguiendo el mismo protocolo. 



Transducción de células HepG2 con el baculovirus recombinante AcNPV-LC3 y 

determinación de la expresión de LC3 por Western blot 

La transducción de la línea tumoral hepática HepG2 (1x105) se realizó con AcNPV-

LC3 a una MOI de 0.1 y se evaluó la expresión de LC3 por Western blot en extractos 

celulares obtenidos a 48 h de la transducción. En breve, 50 µg/carril de extracto total de 

células se corrieron en condiciones desnaturalizantes en SDS-PAGE y se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa por electroforesis. Las membranas fueron bloqueadas con 3% 

de BSA durante 2 hrs a t.a e incubadas con un antisuero anti-lectina de E. histolytica 

(subunidad pesada) policlonal de conejo (proporcionado por Rosario López, de la Unidad 

de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM) durante 1 h a 37 °C. Después de 

tres lavados con PBS-Tween 20, la membrana se incubó con un anticuerpo anti-IgG de 

conejo conjugado a HRP (Zymed laboratories, San Francisco, CA. USA) durante 1 h a 

37°C. Finalmente, la membrana se lavó 3 veces y los complejos inmunes se revelaron por 

quimioluminescencia usando el Kit ECL Plus Western Blotting Detection System (GE 

Healthcare). Los anticuerpos se utilizaron a una dilución de 1:1000. 

Protocolos de inmunización con AcNPV-LC3, sangría y reto intra-portal con E. 

histolytica 

Hámsteres machos Syrian golden (Mesocricetus auratus) de 4 a 6 semanas de edad 

se mantuvieron en condiciones libres de patógenos con agua y alimento ad libitum, 

siguiendo un protocolo aprobado por la comisión para el cuidado y uso de animales de 

laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los animales se dividieron en 8 

grupos de hámsteres: dos grupos no tratados (grupos sham no infectados e infectados) y 



seis grupos inmunizados. Los grupos inmunizados comprenden: dos inmunizados por vía 

oral, uno con baculovirus WT (O AcNPV-WT) y el otro con baculovirus recombinantes 

LC3 (O AcNPV-LC3), dos grupos inmunizados por vía nasal, uno con baculovirus WT (N 

AcNPV-WT) y el otro con baculovirus recombinantes LC3 (N AcNPV-LC3) y dos grupos 

inmunizados por vía intra-muscular, uno con baculovirus WT (IM AcNPV-WT) y el otro 

con baculovirus recombinantes LC3 (IM AcNPV-LC3) (Tabla 4).  

 

Los hámsteres de los grupos inmunizados, recibieron tres dosis de 1x108 PFU de 

AcNPV-LC3 a intervalos de dos semanas; la administración de los baculovirus 

recombinantes se realizó con el vehículo 200 µl de 0.2M NaHCO3 a un pH 8.3 para la vía 

oral y 20 y 50 µl de PBS pH 7.4 para la vía nasal e intramuscular respectivamente (Fig. 10). 

Para la inmunización oral, previa sedación con Sevorane, se utilizó una sonda de 

alimentación neonatal a través de la cual se administró la dosis señalada previamente vía 

intra-gástrica. Por otra parte, para la inmunización nasal se colocaron 10 µl en cada nostril 

con una micropipeta y para la vía intramuscular, se inyectó 50µl en el muslo derecho. 

Todos los animales de los grupos sham recibieron 200 µl de NaHCO3 vía oral y 20 y 50 µl 

de PBS vía nasal e intramuscular, respectivamente. Dos semanas después de la última 

inmunización, todos los animales excepto el grupo sham no infectado, se retaron 



inoculando vía intra-portal trofozoítos virulentos de E. histolytica de la cepa HM1-IMSS. 

En breve, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (50 mg/kg; Anestesal, 

Pfizer). Una vez en anestesia quirúrgica, se realizó laparotomía en condiciones asépticas 

para exponer la vena porta en donde se inyectaron 106 trofozoítos en 100 µl de PBS. El 

sitio de la inyección fue inmediatamente ocluido con una almohadilla de gel foam, las asas 

intestinales se regresaron a la cavidad abdominal y se cerró la pared con grapas quirúrgicas 

(Reflex 9, USA). 

Se colectaron muestras de sangre antes del tratamiento (día 0), previo al reto (día 

35) y antes del sacrificio (día 49); de éstas muestras, se obtuvo el suero por centrifugación y 

se almacenó a -70°C hasta su uso. 

 

 Siete días después del reto, los hámsteres se sacrificaron bajo sobredosis anestésica 

y el hígado fue extirpado para evaluar características macroscópicas como peso, 

distribución y tamaño de los abscesos producidos por la infección con trofozoítos de E. 

histolytica. Se realizaron cortes coronales de la totalidad del órgano y un fragmento del 



mismo se fijó en formaldehido-PBS al 4% durante 24 horas. Posteriormente, estos 

fragmentos se pasaron en sacarosa a concentraciones crecientes del 10 al 30% para crio-

proteger el tejido y posteriormente, se incluyeron en Tissue Freezing Medium (Leica 

Mycrosystems) para obtener secciones de 10 µm para su tinción con Hematoxilina-Eosina. 

A partir de la observación macroscópica y microscópica de los hígados, se determinó el 

grado de protección conferida por la inmunización y se clasificó de la siguiente manera: i) 

protección total, para los hígados en los que no se encontró evidencia de absceso hepático, 

ii) protección parcial, para la presencia de lesiones ≤20% de la totalidad del órgano e iii) 

infectados, para los hígados que desarrollaron abscesos en ≥21% de la totalidad del órgano. 

ELISA  

Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas durante 12 horas con 500 ng/pozo de 

extracto total de trofozoítos axénicos de E. histolytica obtenido mediante la técnica de 

calor-enfriamiento en buffer de carbonatos, pH 9.6 a 4°C. Después de bloquear con 1% 

BSA-Tween 20, se agregó a los pozos el suero de hámster diluido en 1% de BSA (dilución 

1:50) y se incubó durante 1 h a 37°C. Después se eliminó el exceso con buffer PBS-Tween 

20, se añadió a cada pozo anticuerpo anti-IgG de hámster conjugado a HRP (Becton 

Dickinson, USA) (dilución 1:1000) y se incubó por 1 h a 37 °C, posteriormente se 

realizaron 4 lavados con PBS-Tween 20. Finalmente, los complejos antígeno-anticuerpo se 

revelaron con OPD y se leyó a 490 nm en un espectrofotómetro. 

Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas durante 12 horas con el anticuerpo de 

captura anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IL-12 y anti-IFNγ de ratón (BioLegend, USA) (dilución 

1:200) en solución de sensibilización (8.4 g NaHCO3, 3.56 g Na2CO3/L pH 9.5) a 4°C. Se 



realizaron 4 lavados con 300 µl/pozo de solución de lavado (PBS + 0.05% Tween 20), se 

bloqueó la unión inespecífica con 200 µl/pozo de solución diluyente (PBS + 10% de suero 

bovino fetal (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se incubó durante 1 h a temperatura ambiente con 

agitación de 200 rpm; pasado este tiempo, se realizaron 4 lavados como se describió 

previamente. Después de eliminar por completo los residuos de la solución de lavado de las 

placas, se agregó 50 µg/pozo de extracto soluble de hígado obtenido por sonicación en 100 

µl de solución diluyente; además, en cada placa se corrió una curva estándar de calibración 

preparada con diluciones seriadas de 125 a 2 pg/ml  para IL-4, 1000 a 31.3 pg/ml para I-10, 

250 a 7.8 pg/ml para IL-12 y de 500 a 15.6 pg/ml para IFNγ en solución diluyente y se 

incubó por 2 h a temperatura ambiente y en agitación. Pasado este tiempo, se realizaron 

nuevamente 4 lavados y se agregó el anticuerpo de detección anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IL-

12 y anti-IFNγ de ratón (BioLegend, USA) (dilución 1:200) en 100 µl/pozo de solución 

diluyente y la placa se incubó 1 h a temperatura ambiente en agitación. Se lavó la placa en 

4 ocasiones y se agregó 100 µl/pozo de Avidina-HRP en solución diluyente (dilución 

1:1000) (BioLegend, USA) y se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente en 

agitación. Se lavó nuevamente la placa 5 veces y se agregó 100 µl/pozo de la solución 

substrato TMB (BioLegend, USA), la placa se incubó protegida de la luz 30 minutos a 

temperatura ambiente en agitación y pasado este tiempo, se leyó la absorbancia a 650 nm. 

Todas las muestras se analizaron por triplicados. 

Ensayo de proliferación celular 

Después del sacrificio a los 7 días del reto, se extirparon los bazos de todos los 

animales y se colocaron en una caja de cultivo de 24 pozos en 2 ml de medio RPMI. La 



fracción celular fue obtenida por perfusión del órgano con una malla fina en condiciones de 

esterilidad y recolectada en tubos falcon de 15ml. Para eliminar los eritrocitos de la 

suspensión celular, se agregaron 2 ml de solución de lisis (0.1 g de KHCO3, 0.83 g de 

NH4Cl y 0.0035 g de EDTA a pH 7.4 en 100 ml de H2O bi-destilada) y se incubó a t.a 

durante 5 minutos. Al término de este tiempo, se agregaron 3 ml de medio RPMI 

suplementado para parar la reacción; se centrifugó a 2000 rpm a 4 °C durante 5 min y se 

decantó el sobrenadante. Para retirar los restos de la solución de lisis, se lavó el pellet con 3 

ml de medio RPMI en tres ocasiones. Las células restantes, linfocitos en su gran mayoría, 

se resuspendieron en 2 ml de medio RPMI suplementado y se contaron en cámara de 

Neubauer. Posteriormente, se lavaron las células 3 veces en PBS y el pellet se resuspendió 

en una relación de 1x106 células/ml de PBS-0.1% de BSA; posteriormente, se agregó 0.5 

µM de CFSE (CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit –C34554. Invitrogen, USA) y se 

incubó a 37 °C durante 10 minutos. Para parar la reacción de marcaje, se agregó medio 

RPMI y se incubó en hielo durante 5 minutos. El pellet se lavó en tres ocasiones con medio 

fresco y se cultivaron 105 células/pozo en placas de 96-pozos en medio RPMI solo, en 

presencia de Concanavalina A (1 µg/pozo) o en presencia de extracto total de amiba (50 

ng/pozo), a 37 °C con 5% CO2 y 95% de humedad por 72 h. Finalmente, las células se 

cosecharon y fijaron con formaldehido al 3.7%. Las muestras fueron analizadas en un 

FACSCanto II flow cytometer (BD). Un mínimo de 10,000 eventos fueron leídos y 

analizados con el software DIVA. 

Pruebas bioquímicas de función hepática 

Al momento del sacrificio (día 49), se obtuvieron muestras de suero que se enviaron 

al servicio de Patología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia para obtener la 



determinación de alaninoaminotransferasa (por sus siglas en inglés ALT), aspartato 

aminotransferasa (por sus siglas en inglés AST), colesterol y albúmina. Estas 

determinaciones se realizaron en sueros de hámsteres inmunizados con AcNPV-LC3 por 

vía oral con diversos grados de protección (total y parcial) y en animales infectados. 

Análisis estadístico 

La comparación entre los grupos inmunizados y sus respectivos controles se realizó 

mediante la prueba exacta de Fisher. Para determinar las diferencias entre los grupos en los 

ensayos de proliferación celular y ELISAS, se realizó la prueba Kruskal-Wallis con el 

programa SPSS versión 19.0. Un valor de p <0.05 fue considerado estadísticamente 

significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

Producción de baculovirus recombinantes de expresión AcNPV-LC3, AcNPV-CREHP 

y AcNPV-SREHP 

Los baculovirus recombinantes de expresión fueron generados co-transfectando los 

plásmidos de transferencia pBlueCMV-LC3, pBlueCMV-CREHP y pBlueCMV-SREHP 

con DNA de AcNPV en células de insecto sf9. La recombinación homóloga se llevó a cabo 

entre las secuencias ORF 1629 y lacZ contenidas en el plásmido de transferencia 

pBlueCMV (Fig. 11A) y el DNA linearizado de AcNPV (Bac-N-Blue DNA). Las proteínas 

amibianas clonadas en el vector pBlueCMV están bajo el control del promotor de CMV con 

la finalidad de conducir una alta expresión de dichas proteínas en células de mamífero y de 

esta manera, permitir su reconocimiento por el sistema inmunológico. Los plásmidos 

pBlueCMV-LC3, pBlueCMV-CREHP y pBlueCMV-SREHP liberaron los fragmentos 

clonados en los sitios HindIII/XbaI con el peso molecular esperado, 1062 pb para LC3, y 

699 pb para CREHP y SREHP (Fig. 11B). 

 



 

Identificación de baculovirus recombinantes de expresión de LC3 y transducción de 

células de mamífero 

Baculovirus recombinantes AcNPV-LC3 se identificaron mediante un ensayo de 

placa lítica a partir de la cual se aislaron seis clonas virales distintas. Con cada clona se 

infectaron células sf9 durante 5 días; posteriormente, se agregó al sobrenadante X-gal, que 

por acción de la β galactosidasa reconstituida en las clonas recombinantes da lugar a una 

coloración azul del medio (Figura 12A y B). De esta manera, encontramos que todas las 

clonas ensayadas excepto la número 4 reconstituyeron el gen de lacZ durante el proceso de 



recombinación homóloga (Figura 12B). Adicionalmente, para determinar si los baculovirus 

que expresan la β-galactosidasa contienen la secuencia de LC3 en su genoma, se purificó 

DNA a partir de cada clona recuperada del ensayo de placa lítica y se amplificó por PCR la 

secuencia de LC3 (Figura 12C) todas las clonas excepto la número 4 amplificó la secuencia 

LC3. 

 Por otra parte, con la finalidad de evaluar la capacidad de AcNPV-LC3 de 

transducir células de mamífero y conducir la expresión de LC3, partículas virales 

recombinantes se utilizaron para conducir la expresión de la proteína amibiana LC3 en 

células de mamífero HepG2. Mediante Western blot, con un antisuero policlonal anti-

lectina de E. histolytica, se demostró el reconocimiento de una banda de masa molecular de 

50 kDa, que corresponde a la masa esperada para LC3 (Fig. 12D, línea 3). 

 



Producción de baculovirus recombinantes de despliegue AcNPVdisplay-LC3, 

AcNPVdisplay-CREHP y AcNPVdisplay-SREHP 

Los baculovirus recombinantes de despliegue se generaron clonando las secuencias 

de las proteínas amibianas mencionadas previamente en marco de lectura abierto con la 

secuencia de la glicoproteína GP64 en el plásmido pGP64display (Figura 13A). 

Posteriormente, el cassette de las secuencias GP64-CREHP, GP64-LC3 y GP64-SREHP 

obtenido por la restricción de los plásmidos pGP64display-CREHP, pGP64display-LC3 y 

pGP64displaySREHP en los sitios EcoR1/Sal1, se separó por electroforesis y se purificó a 

partir del gel de agarosa (Figura 13B). Finalmente, este cassette se subclonó en el plásmido 

de transferencia pBlueBac4 (Figura 13C). La obtención de los baculovirus se realizó de la 

manera descrita anteriormente para los baculovirus de expresión. En este sistema de 

despliegue, las proteínas amibianas se expresaron fusionadas con la glicoproteína GP64 de 

los baculovirus, de esta manera, están expuestas en la superficie de los viriones para ser 

presentadas al sistema inmune del animal inmunizado. 
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Inmunización oral y nasal con AcNPV-LC3 confirió protección contra el reto de AHA 

Con la finalidad de evaluar el grado de protección en relación al desarrollo de AHA, 

documentamos una descripción macroscópica comparativa de los hígados de todos los 

grupos experimentales: abscesos diseminados, parciales o ausencia de lesiones. Así, 57.9% 

(11 de 19) de hámsteres del grupo O AcNPV-LC3 (oral) y 21% (4 de 19) del grupo N 

AcNPV-LC3 (nasal) no desarrollaron lesiones macroscópicas de AHA, sugiriendo 

protección total en estos animales (Tabla 5). Por otra parte, se encontraron numerosos 

abscesos diseminados en el parénquima hepático en el 100% de los animales del grupo 

sham (19 de 19), en el 89.4%  (17 de 19) del grupo O AcNPV-WT (baculovirus silvestre 

oral) y en el 100% (14 de 14) del grupo AcNPV-WT (silvestre nasal) (Tabla 5). 

 

 Similares características se observaron en los 4 y 15 hámsteres inmunizados con 

AcNPV-LC3 y no protegidos por vía oral y nasal, respectivamente. Por otra parte, cuatro 

animales del grupo O AcNPV-LC3 mostraron diferencias en el desarrollo de AHA 



comparándolos con el grupo sham y control WT; en particular, los abscesos se localizaron 

en su mayoría en un lóbulo y fueron de menores dimensiones. El porcentaje y el número de 

animales protegidos, parcialmente protegidos y no-protegidos, se muestra en la figura 14A. 

 

 Las diferencias en el desarrollo de AHA se observaron también al comparar el peso 

del hígado de todos los grupos, debido a que el AHA está directamente relacionado al 

desarrollo de hepatomegalia. En promedio, un peso de 6 g fue observado para un hígado en 

el grupo O AcNPV-LC3 de animales inmunizados, mientras que en el grupo N AcNPV-

LC3 el promedio fue de 9 g. Estos valores son significativamente menores cuando los 

comparamos con el grupo sham en el que el peso promedio fue de 15 g (p<0.001 contra la 



vía oral y una p<0.005 contra la vía nasal; Fig. 14B). Por otra parte, el peso promedio del 

grupo O AcNPV-LC3 también fue diferente al grupo O AcNPV-WT (p<0.005). No se 

observaron diferencias significativas entre los grupos inmunizados por vía nasal con 

AcNPV-LC3 y AcNPV-WT. En conjunto, estos resultados muestran que los hámsteres 

inmunizados principalmente por la vía oral, mostraron una protección ante el desarrollo de 

AHA. 

 Las observaciones macroscópicas se confirmaron por análisis microscópico de todos 

los hígados; de esta manera, corroboramos la ausencia de daño en el parénquima hepático, 

de infiltrado inflamatorio y de trofozoítos en cortes de diferentes fragmentos de los hígados 

que presentaron protección total (Figura 15A y B). Por el contrario, múltiples lesiones 

macroscópicas se observaron en todo el parénquima hepático de animales inmunizados no 

protegidos e infectados del grupo sham (Figura 15E y G), en los cuales a la observación 

microscópica se encontraron múltiples zonas de necrosis extensiva, licuefacción de tejido y 

trofozoítos dispersos (asterisco), rodeadas de infiltrado inflamatorio (flecha) (Figura 15F y 

H). Por su parte, los hámsteres protegidos de manera parcial mostraron una considerable 

reducción en el número y esparcimiento de los abscesos (≤20% del parénquima hepático), 

como también en el número de trofozoítos con respecto a los grupos sham (Fig. 15C y D 

contra recuadros E a H). 



 

 Si consideramos el porcentaje de protección total (57.9%) y el parcial (21%) 

observado en hámsteres inmunizados por vía oral con AcNPV-LC3 y retados, podemos 

sumar un 78.9% de protección final (total más parcial) en este grupo. Sin embargo, el 

porcentaje cae a 68.4% si consideramos que 10.5% de los animales inmunizados con el 

baculovirus silvestre se protegieron (Tabla 5). 

 

Vacunación oral y nasal con AcNPV-LC3 induce anticuerpos anti-amiba en sangre 

Anticuerpos IgG anti-trofozoítos fueron observados en el suero post-inmune de los grupos 

O AcNPV-LC3 y N AcNPV-LC3 mediante ELISA. Por el contrario, sus respectivos 

controles inmunizados con AcNPV-WT no desarrollaron anticuerpos IgG anti-amiba (p< 

0.001 y p< 0.005 para la vía oral y nasal, respectivamente). Debido a que los sueros pre-

inmunes y los inmunizados con el baculovirus silvestre no mostraron anticuerpos 

específicos contra el extracto amibiano, nosotros asumimos que los niveles de anticuerpos 



detectados en los hámsteres inmunizados con AcNPV-LC3 por ambas rutas son anticuerpos 

específicos contra LC3, y por lo tanto, contra la subunidad pesada de la lectina de E. 

histolytica. No observamos respuesta humoral sistémica en los grupos sham y control no 

infectados (p< 0.001) cuando los comparamos con los grupos inmunizados con AcNPV-

LC3. Interesantemente, no se observaron diferencias en los niveles de anticuerpos entre los 

animales de los grupos inmunizados (vía oral y nasal con AcNPV-LC3 p>0,05) ni entre los 

animales del mismo grupo con diferentes grados de protección. La producción de 

anticuerpos IgG sin diferencias significativas en hámsteres inmunizados por ambas rutas  

sugiere que los anticuerpos IgG anti-amiba pueden no estar relacionados con la protección 

contra AHA, en comparación con las claras diferencia que se observan entre los niveles de 

protección en animales inmunizados con AcNPV-LC3 administrado por vía oral y nasal 

(Tabla 5., Fig. 16). 

 

       



 

 

La vacunación oral y nasal con AcNPV-LC3 induce respuesta inmune mediada por 

células 

La activación de linfocitos asociada a la inmunización con AcNPV fue cuantificada 

en todos los animales por ensayos de proliferación celular de células de bazo estimuladas 

con extracto total de trofozoítos de E. histolytica y teñidas con CFSE. Como se muestra en 

la figura 18, todos los animales protegidos por inmunización con AcNPV-LC3 mostraron 

alto porcentaje de células proliferantes con la exposición antigénica de extracto total de 

amiba, independientemente de la ruta de inmunización. El porcentaje promedio de 

proliferación en estos grupos fue de 15 y 22% del total de las células de bazo analizadas 

para la vía oral y nasal, respectivamente. Por el contrario, solo se observó fondo de 

proliferación en todos los animales no protegidos, incluyendo los sham, los inmunizados 



con AcNPV-LC3 que desarrollaron AHA y los inmunizados con AcNPV-WT. 

Interesantemente, los esplenocitos de los dos hámsteres inmunizados con AcNPV-WT y 

protegidos no proliferaron ante el antígeno de amiba, sugiriendo que en estos casos la 

protección fue debida a una respuesta celular inespecífica. Al comparar el porcentaje de 

proliferación entre los animales de los grupos inmunizados por vía oral, encontramos una 

respuesta proliferativa significativamente mayor en el grupo O AcNPV-LC3 protegido 

(15%) comparándola contra los no protegidos del mismo grupo (2%) y contra el grupo O 

AcNPV-WT (4%) con diferencias estadísticamente significativas (p<0.005). En la 

comparación de la respuesta proliferativa entre los animales inmunizados por vía nasal, se 

observó un porcentaje de proliferación mayor en el grupo N AcNPV-LC3 protegido (22%) 

con respecto a los no protegidos del mismo grupo (1.5%) y contra el grupo N AcNPV-WT 

(1%), diferencias estadísticamente significativas (p< 0.001) (Figura 17). El fondo de 

proliferación descrito anteriormente fue también observado en los grupos sham y control 

sin infectar. Estos resultados sugieren que la protección total contra el AHA en hámsteres 

por inmunización en mucosas con el baculovirus recombinante AcNPV-LC3 está 

directamente relacionada con la respuesta celular específica ante el parásito y es 

independiente de la respuesta humoral.  



 

 

El grado de protección contra AHA en inmunizados con AcNPV-LC3 visto por 

microscopía, se corroboró con pruebas de función hepática 

Suero obtenido al momento del sacrificio fue empleado para determinar 

transaminasas hepáticas como la ALT y AST de los hámsteres inmunizados y retados que 

mostraron diversos grados de protección (infectados, parcialmente protegidos y protegidos) 

con respecto a sueros de animales no infectados de la misma edad (Tabla 6). 

   

 



 Al evaluar los valores reportados para cada animal, representante de cada uno de los 

grupos, encontramos que el suero del hámster sham sin infectar tiene valores funcionales 

dentro del intervalo de normalidad, mientras que el animal del grupo sham infectado supera 

2.38 veces el peso de referencia (sham no infectado), 15.8 veces el valor de ALT y 22.5 

veces el de AST. De la misma forma, el hámster infectado perteneciente al grupo O 

AcNPV-LC3, tuvo un peso 0.3 veces superior, ALT 13.5 y AST 6.7 veces superior a la 

referencia. Por otra parte, el hámster con protección parcial del grupo O AcNPV-LC3, tuvo 

un incremento de 15.7 veces de ALT y 20.7 veces de AST en comparación con  el animal 

del mismo grupo con protección total que tuvo un incremento de 13 veces de AST, pero  

valores  de ALT dentro del parámetro de referencia (Tabla 6). Estos datos indican que las 

pruebas de función hepática están directamente relacionadas con el grado de protección y la 

hepatomegalia observada en los animales estudiados.  

 

La inmunización intramuscular con AcNPV-LC3 confirió protección contra el 

desarrollo de AHA en hámsteres retados 

Con la finalidad de comparar la eficacia de protección conferida por la 

inmunización en mucosas con el AcNPV-LC3 contra una inmunización parenteral, 

decidimos incluir un grupo inmunizado por vía intramuscular, ya que esta vía de 

inmunización fue ampliamente reportada en ensayos de protección con baculovirus 

recombinantes. La evaluación del grado de protección se realizó de acuerdo a los criterios 

establecidos para la vía de mucosas. De esta manera encontramos que el 30% del grupo IM 

AcNPV-WT (6 de 20) y 55% del grupo IM AcNPV-LC3 (11 de 20), no desarrollaron 

AHA, lo que sugirió protección total en estos animales (Tabla 7).       



           

 

 Por otra parte, se encontraron numerosos abscesos diseminados en el parénquima 

hepático en el 80% de los animales del grupo sham (8 de 10), en el 65% del grupo IM 

AcNPV-WT (13 de 20) y en el 25% del grupo IM AcNPV-LC3 (5 de 20). Por otra parte, 

animales del grupo IM AcNPV-WT e IM AcNPV-LC3, mostraron protección parcial en el 

5 y 20 %, respectivamente. Al sumar los porcentajes de protección parcial y total tenemos 

una protección final de 35 y 75% para el grupo IM AcNPV-WT e IM AcNPV-LC3, 

respectivamente (Figura 18A). Sin embargo, es de hacer notar que en esta ocasión el grupo 

sham infectado desarrolló AHA solo en el 80%. De este modo, tras un ajuste con el grupo 

sham, podemos decir que la protección final fue de 15 y 55% para los grupos IM AcNPV-

WT y AcNPV-LC3, respectivamente. Finalmente, el análisis estadístico con la prueba de 

Fisher indica que existen diferencias estadísticas al comparar el grupo IM AcNPV-LC3 con 

los grupos sham y AcNPV-WT (p<0.02 y 0.002, respectivamente) (Tabla 7). 



            

 

 El desarrollo de hepatomegalia medido en el peso del hígado de todos los animales, 

nos indicó que el promedio del grupo sham fue de 14.5 g (±6.5), mientras que el peso del 

grupo IM AcNPV-LC3 fue de 7 g (±2). En comparación a este grupo, el inmunizado con el 

baculovirus WT tuvo un peso promedio de 13.5 g (±4). Con estos datos encontramos 

diferencias estadísticamente significativas al comparar el grupo IM AcNPV-LC3 contra IM 

AcNPV-WT y el grupo sham (p<0.001) (Figura 18B). 

 

 



Determinación de daño hepatocelular en relación a la protección (total o parcial) 

Dado que el parámetro más preciso en relación al daño hepatocelular es la 

determinación de ALT, decidimos evaluar el nivel de esta enzima en 5 animales de los 

grupos sham infectado e IM AcNPV-LC3 con protección parcial y total (Tabla 8). La 

determinación de ALT muestra claras diferencias entre los animales del grupo sham 

infectado con respecto al grupo IM AcNPV-LC3 con protección total y parcial. Es de hacer 

notar que todos los valores de ALT en el grupo IM AcNPV-LC3 con protección total están 

dentro del valor de referencia 32.2 U/L (±10.1), mientras que el grupo con protección 

parcial tuvo determinaciones de 169.4 U/L (±112.3) y el grupo sham infectado tuvo los 

valores más elevados de ALT, con 258.8 U/L (±163.2) (Tabla 8). 

 

 

Expresión de IFNγγγγ e IL-4 en parénquima hepático de hámsteres inmunizados y 

retados para AHA con diversos grados de protección 

 Con la finalidad de caracterizar la respuesta inmunológica asociada a la protección 

conferida por la vacunación parenteral con AcNPV-LC3, se determinó la expresión de IFNγ 

como citocina de la respuesta Th1 y la molécula determinante en la respuesta inmune 

protectora en ensayos de vacunación ante el reto intestinal y hepático. Adicionalmente, se 

determinó la expresión de IL-4 como una citocina clásica de la respuesta Th2. De manera 

interesante, encontramos que la expresión de IFNγ e IL-4 están directamente relacionadas 



con el grado de protección conferida, al comparar la expresión de ambas citocinas entre el 

grupo sham infectado (50 y 15 pg/mL de IFNγ e IL-4, respectivamente) y el grupo 

inmunizado vía intramuscular con el baculovirus recombinante AcNPV-LC3 con 

protección total, es decir, sin desarrollo de abscesos (430 y 80 pg/mL de IFNγ e IL-4, 

respectivamente) hay diferencias estadísticamente significativas con respecto a (p< 0.05). 

Sin embargo, al comparar la expresión de estas citocinas entre los hámsteres del grupo 

inmunizado con AcNPV-LC3 con protección parcial (desarrollo de AHA ≤ 20% del 

parénquima hepático) contra el grupo inmunizado con AcNPV-LC3 con protección total y 

el grupo sham infectado, no encontramos diferencias estadísticamente significativas (p> 

0.05) (Figura 19). 

          

 

 A manera de resúmen y utilizando los elementos que nos permitieron evaluar las 

diferencias entre los diferentes grados de protección conferida por la inmunización 

intramuscular con el baculovirus recombinante AcNPV-LC3, en la figura 20, se muestran 

las fotografías macro y microscópicas de los hígados de animales pertenecientes a los 



grupos sham y al grupo inmunizado con AcNPV-LC3 con diferentes grados de protección. 

Además, se incluyeron los valores del peso, ALT e IFNγ documentados para cada órgano 

(Figura 20). 

    

Es clara la relación directamente proporcional entre el desarrollo de AHA, la 

hepatomegalia desarrollada medida por el peso del órgano y elevación del nivel de ALT por 



encima de los valores de referencia y la relación inversa que existe entre el desarrollo del 

AHA y la producción de IFNγ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Discusión 

 La lectina de E. histolytica es una molécula indispensable en la patogénesis de este 

parásito y el principal candidato a vacuna. Se ha sugerido que anticuerpos IgAs anti-lectina 

de E. histolytica confieren resistencia a la reinfección de amibiasis intestinal en humanos y 

que este antígeno, utilizado en ensayos de protección, es efectivo ante el reto de AHA 

experimental. Estos hallazgos, llevaron a los expertos de la OMS a emitir la recomendación 

para el desarrollo de una vacuna contra E. histolytica dado que este parásito es endémico en 

países en vías de desarrollo y es una importante causa de morbi-mortalidad. Sin embargo, el 

desarrollo de vacunas contra microorganismos que infectan la mucosa intestinal tiene una 

limitante común: la falta de un adyuvante seguro y eficaz para la administración de 

antígenos en humano. En este trabajo proponemos el empleo del baculovirus recombinante 

AcNPV-LC3 como un vector de vacunación, que a diferencia de otros vectores empleados 

en ensayos de protección contra E. histolytica, es un vector inocuo, incapaz de replicarse en 

células de mamífero y por ende, de causar efectos citopáticos (Shoji y cols, 1997), sin 

inmunidad pre-existente conocida en humanos (Georgopoulos LJ, 2009), con riesgo 

ambiental nulo y aprobado por la FDA como bioinsecticida para el control de plagas, tanto 

en cultivos agrícolas como en ecosistemas forestales granos de consumo humano (Koppers-

Lalic D y Hoeben R. 2011) y para la producción de proteínas recombinantes de uso clínico. 

Adicionalmente, este virus tiene propiedades de adyuvante, lo que le permite inducir una 

respuesta humoral y celular antígeno-específica.  

 Por las características descritas previamente, se ha propuesto al baculovirus como 

un atractivo vector para vacunación, terapia génica y sistema de expresión de proteínas para 

uso clínico (Madhan y cols, 2010). 



 Para demostrar la capacidad adyuvante del baculovirus recombinante, se realizaron 

ensayos preliminares inmunizando por vía oral y nasal a ratones Balb/c con diferentes dosis 

de baculovirus que expresan la proteína de fluorescencia verde (GFP) fusionada en el 

extremo amino-terminal de la glicoproteína de superficie Gp64. En estos ensayos se 

estandarizó la dosis para inducir una respuesta inmune antígeno específica en 1x108 pv y se 

documentó la cinética de producción de anticuerpos en los animales inmunizados por 

ambas vías, encontrando que el mayor título de anticuerpos IgG séricos e IgAs anti-

baculovirus en sobrenadante de heces se observó a los 14 y 21 días para la vía oral y nasal, 

respectivamente. Por otra parte, encontramos anticuerpos IgG séricos e IgAs anti-GFP en 

los animales inmunizados por vía oral, demostrando que la inmunización por vía de 

mucosas con los baculovirus recombinantes es capaz de generar una respuesta sistémica 

(Meneses-Ruiz DM, Laclette JP, Luz-Madrigal A, Vaca L y Carrero JC, datos no 

mostrados). 

 Al momento que se inició este estudio, la eficacia de baculovirus recombinantes 

administrado por vía oral para inducir una respuesta antígeno-específica no había sido 

reportada en la literatura. Sin embargo, múltiples trabajos habían propuesto al baculovirus 

como un vector y adyuvante eficiente dada su capacidad de activar CPA y producir una 

respuesta antígeno-específica (Abe T y Matsuura Y, 2010). Recientemente, se documentó 

la eficiencia de baculovirus administrados por vía oral en ratón de inducir una respuesta 

inmune (Prabakaran y cols, 2010; Madhan y cols, 2010; Syed y Kwang, 2011) y se ha 

propuesto un modelo del mecanismo de inducción de dicha respuesta (sistémica y en 

mucosas), soportando el uso de baculovirus recombinantes como un vector de vacunación 

con capacidad de adyuvante seguro y eficiente (Madhan y cols, 2010). 



 Una vez demostrada la propiedad de adyuvante de los baculovirus por mucosas, se 

construyó el baculovirus recombinante AcNPV-LC3, el cual contiene un casete con el 

promotor temprano del CMV y la región codificante del fragmento LC3 de la lectina de E. 

histolytica. Para demostrar que el baculovirus AcNPV-LC3 es capaz de transducir células 

de mamífero y expresar eficientemente el péptido LC3, células HEPG2 (la línea celular con 

más alta eficiencia de transducción; Hofmann y cols, 1995, Luz-Madrigal y cols, 2007) 

fueron transducidas con el baculovirus recombinante AcNPV-LC3 y mediante western blot 

se demostró la expresión de la LC3 amibiana (véase en resultados). 

 Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunización y reto en el modelo 

experimental de AHA. En estos ensayos, encontramos protección total, es decir ausencia de 

amibas y daño, en el 57.9%, 21% y 55% para los animales inmunizados con AcNPV-LC3 

por vía oral, nasal e intramuscular, respectivamente y protección parcial, con ≤20% de daño 

hepático, en el 21% y 20% de los animales inmunizados por vía oral e intramuscular, 

respectivamente (Tablas 5 y 7, figuras 14, 15 y 18). El hecho de que los animales 

inmunizados con AcNPV-LC3 desarrollaron una respuesta humoral y celular anti-amiba, 

sugiere que el virus fue capaz de transducir células del epitelio intestinal y nasal y/o células 

inmunes de los animales in vivo. Estas células expresaron el péptido LC3 bajo el control del 

promotor de CMV que posteriormente fue procesado y presentado al sistema inmune de 

manera eficiente, generando así inmunidad protectora. Al comparar los porcentajes de 

protección final conferidos por el AcNPV-LC3 administrado por diferentes vías, 

encontramos que la vía de inmunización más efectiva fue la vía oral (78.9%) seguida por la 

vía intramuscular (75%), y la vía menos eficiente fue la nasal (21%). Sin embargo, es 

indispensable mencionar que la protección parcial observada en este trabajo no implica que 

la inmunización permita al animal retado resolver la infección parasitaria, para resolver esta 



interrogante, será necesario evaluar este grupo a mayor tiempo del reto para determinar si la 

respuesta inmune inducida por el baculovirus recombinante AcNPV-LC3 es capaz de 

eliminar o limitar el desarrollo del AHA inducido experimentalmente. En este sentido, el 

aumento de la expresión de INFγ en el parénquima hepático de estos animales, sugiere que 

el sistema inmune puede ser capaz de limitar el crecimiento del absceso y eventualmente 

resolverlo debido a que esta respuesta se ha relacionado ampliamente a protección en este 

modelo experimental (Martínez y cols, 2009). 

 En este sentido, Soong CJ y cols reportaron que la inmunización intraperitoneal con 

la proteína LC3 recombinante con Titermax como adyuvante, fue capaz de inducir 

producción de altos títulos de IgG séricos y protección ante el reto de AHA en gerbos con 

una eficacia de 71% (Soong y cols, 1995). Este trabajo es el único antecedente del empleo 

de LC3 en ensayos de protección contra AHA, sin embargo, no es del todo comparable con 

el proyecto presentado en esta tesis debido a que los trofozoítos de E. histolytica 

aparentemente son menos virulentos en gerbos que en hámsteres (Tsutsumi y Shibayama, 

2006), a que la carga parasitaria que emplearon para el reto de AHA fue de 5x105 

trofozoítos (Soong y cols, 1995), lo que representa el 50% de la dosis empleada en este 

trabajo y a que la vía de inmunización es distinta, lo que implica una diferencia en el 

reconocimiento antigénico y presentación al sistema inmune. 

 La determinación de la protección conferida por la inmunización con el baculovirus 

recombinante AcNPV-LC3 se realizó mediante el análisis macro y microscópico de 

múltiples segmentos del hígado. Sin embargo, el estudio histológico no precisa el efecto 

inducido por el reto a nivel celular en la totalidad del órgano; por este motivo y con la 

finalidad de tener parámetros específicos de daño hepatocelular, se realizó la determinación 



de pruebas de función hepática en el suero de hámsteres inmunizados y retados. De los 

analitos determinados, el que aporta mayor información es la determinación de la ALT, 

debido a que valores mayores de 87 U/L indican lisis hepatocelular y por lo tanto, indica de 

manera más precisa daño hepático por mínimo que este sea. A diferencia de este analito, la 

elevación de la AST se puede producir también por daño en otros tejidos como el muscular, 

pancreático, renal, cerebral y pulmonar, lo que hace que la elevación de esta enzima por si 

misma sea inespecífica (Harrison, 1998). Por esta razón, decidimos tomar como parámetro 

bioquímico de daño hepático la elevación de la ALT y emplearla también como una 

herramienta para clasificar el grado de protección conferida por la inmunización con 

AcNPV-LC3. De esta manera, encontramos una elevación en el nivel sérico de ALT en los 

animales del grupo sham (258.8±163.2) y del grupo O AcNPV-LC3 parcialmente 

protegidos (169.4±112.3); por el contrario, los valores del grupo O AcNPV-LC3 con 

protección total están dentro de parámetros fisiológicos ≤87 U/L (32.2±10.1) (Tabla 6 y 8). 

Estos datos indican una clara correlación entre el grado de protección (determinado por 

hallazgos histológicos) y el nivel sérico de ALT (parámetro bioquímico que indica de 

manera específica daño hepatocelular).  

 La capacidad de inducir una respuesta inmune humoral y celular con baculovirus 

recombinantes de expresión fue documentada por primera vez por Yoshida y colaboradores 

en el 2009. Este grupo empleó un sistema de baculovirus con expresión dual (despliegue y 

expresión) denominado AcNPV-CMV-PbCSP. En este ensayo, encontraron que los ratones 

inmunizados por vía intramuscular con este baculovirus recombinante, desarrollaron una 

respuesta protectora tipo Th1/Th2 determinada por altos títulos de anticuerpos séricos IgG 

anti-PbCSP y la expresión de IFNγ por esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados 



como marcador de proliferación antígeno-específica (Yoshida y cols, 2009). Con la 

finalidad de evaluar que componentes de la respuesta inmune adaptativa están relacionados 

con la protección conferida por el AcNPV-LC3, se determinó la presencia de anticuerpos 

IgG anti-amiba en suero y la respuesta linfoproliferativa de esplenocitos extraídos de los 

animales inmunizados y estimulados con extracto total de amiba. 

 Anticuerpos séricos IgG anti-amiba se observaron solo en los animales inmunizados 

con AcNPV-LC3, por lo que su presencia correlacionó con la protección; sin embargo, el 

título de los mismos no mostró una correlación con el grado de protección obtenido (Figura 

16). Este resultado es opuesto a aquel reportado por Lotter y cols en el 2000, quienes 

encontraron correlación entre el grado de protección y el título de anticuerpos producido en 

gerbos inmunizados con péptidos derivados de la CDR de la lectina de E. histolytica. 

Además demostraron que la inmunización pasiva con estos anticuerpos confirió protección 

a ratones SCID ante AHA (Lotter y cols, 2000). Sin embargo, para el 2008, el mismo grupo 

reportó que la protección ante AHA conferida por la inmunización oral con Yersinia 

enterocolítica recombinante atenuada, expresando diferentes fragmentos de la lectina de E. 

histolytica, fue mediada por mecanismos celulares e independiente del título de anticuerpos 

(Lotter y cols, 2008), coincidiendo con los resultados de nuestro trabajo (Figura 16 y 17). 

En general, la mayoría de los trabajos de inmunización contra AHA concuerda en que la 

respuesta inmune humoral no es la principal mediadora de protección (Mortimer y Chadee, 

2010), aunque esto no significa que no participe en dicho proceso. A pesar de que los 

anticuerpos IgG aparentemente no son relevantes en la protección contra el AHA, los 

anticuerpos IgAs se han relacionado con protección en la infección intestinal (Carrero y 

cols 2007 y 2010, Mortimer y Chadee, 2010). Aunque en este estudio no se determinó la 

producción de anticuerpos IgAs debido a que el modelo de infección fue sistémico (AHA), 



por estudios previos sabemos que la inmunización oral con baculovirus recombinantes 

induce la producción de anticuerpos IgAs antígeno-específicos (datos no mostrados y en 

proceso de publicación), los cuales podrían proteger contra la infección intestinal 

(actualmente en estudio). 

 Al contrario de lo observado con el título de anticuerpos séricos, encontramos una 

clara correlación entre el grado de protección conferida por la inmunización con AcNPV-

LC3 y la respuesta linfoproliferativa. Esta respuesta fue más eficiente (en relación al 

porcentaje) en los animales que mostraron protección total (15 ± 2 y 22 ± 4 % para la vía 

oral y nasal, respectivamente) con respecto a los protegidos parcialmente (13 ± 1), y estos 

dos grupos a su vez mostraron mayor porcentaje de proliferación con respecto a los 

animales no protegidos (2 y 1.5%, respectivamente) (Figura 17). La respuesta 

linfoproliferativa en los esplenocitos de hámsteres inmunizados y protegidos sugiere que 

clonas linfocitarias antígeno-específicas respondieron proliferando al estímulo con extracto 

total de amiba. Por otra parte, no se observó respuesta linfoproliferativa ante antígeno 

amibiano en los hámsteres inmunizados con AcNPV-WT protegidos ni en los no 

protegidos, lo que sugiere que la escasa protección ante el AHA observada en este grupo no 

fue antígeno-específica, sino debido a la estimulación de clonas inespecíficas por el virus. 

Este hallazgo de protección inespecífica, fue documentado previamente en ensayos de 

protección contra el parásito Plasmodium berghei y el virus de Influenza (Yoshida S y cols, 

2009 y Abe y cols, 2003). En este sentido, los autores han sugerido que esta respuesta 

protectora inespecífica puede deberse a la actividad adyuvante del AcNPV-WT, que es 

capaz de inducir maduración de células dendríticas, producción de citocinas pro-

inflamatorias, quimiocinas e IFNs tipo I (Hervas-Stubbs y cols, 2007). 



  La ausencia de proliferación de esplenocitos obtenidos a partir de hámsteres 

inmunizados y no protegidos ante el estímulo con extracto total del parásito y el mitógeno 

policlonal Con A (datos no mostrados), sugiere un fenómeno de inmunosupresión que 

podría estar condicionado por la activación de células Treg en animales con AHA crónico. 

En este sentido, se ha sugerido que la respuesta inmune en animales con AHA es regulada 

por el parásito hacia una respuesta Th2/Treg, lo que impide al sistema inmune eliminar a la 

amiba  una vez establecida la infección (Mortimer y Chadee, 2010). Por lo tanto, es 

probable que la protección contra el AHA dependa de la rápida generación de una respuesta 

celular, que a su vez inhiba el desarrollo de células Treg. 

 Numerosos reportes apoyan la noción de que la inmunización por vía oral con 

diferentes antígenos confiere protección ante el reto de AHA (Mann y cols, 1997, Lotter y 

cols 2000,  2004 y 2008). Dicha protección está mediada por la respuesta inmune celular, 

en la que destacan, clonas linfocitarias antígeno-específicas y células de la respuesta 

inmune innata, como las células iNKT. De acuerdo a lo reportado por Lotter H y cols, las 

células iNTK tienen un papel fundamental en la inmunidad del hígado ante el reto de AHA, 

esto es porque su activación está acompañada de la expresión de IFNγ, molécula que tiene 

un papel preponderante en el control temprano de la invasión por E. histolytica tanto a nivel 

intestinal como a nivel hepático (Lotter y cols, 2008, 2009 y Guo y cols, 2009, 2011). En 

este sentido y con la finalidad de determinar si el IFNγ tiene alguna relación con el grado de 

protección conferido por la inmunización vía intramuscular con el AcNPV-LC3, se 

cuantificó su expresión en muestras representativas del hígado de hámsteres inmunizados y 

retados mediante ELISA (Figura 19). Los datos mostraron una correlación directamente 

proporcional entre la expresión de IFNγ y el grado de protección conferido por la 



inmunización con el baculovirus recombinante, lo que corrobora con los hallazgos 

histológicos descritos previamente. El incremento en la expresión de INFγ en el hígado de 

los hámsteres que mostraron protección total (ausencia de abscesos), está relacionado con 

la capacidad del sistema inmune del animal de prevenir la invasión inicial del trofozoíto 

amibiano al parénquima hepático. El mecanismo propuesto acerca del papel protector del 

IFNγ en amibiasis intestinal y hepática es que ésta citocina activa macrófagos y neutrófilos 

promoviendo así su actividad amebicida (Ivory y cols 2006; Lotter H y cols, 2000, 2008, 

2009; Guo y cols, 2009; Martinez y cols, 2009). 

 Los ensayos de inmunización en este trabajo se realizaron empleando únicamente el 

baculovirus recombinante de expresión AcNPV-LC3, debido a que la lectina de E. 

histolytica y los fragmentos derivados de su subunidad pesada, como el LC3, son el 

principal candidato a vacunación. En este sentido, diversos trabajos han demostrado que 

esta molécula participa en procesos fundamentales del trofozoíto amibiano involucrados en 

la colonización, citólisis y sobrevivencia mediante los mecanismos de adherencia (Ravdin y 

cols, 1985), citotoxicidad mediada por contacto (Teixeira y Mann BJ, 2002), fagocitosis 

(Sateriale y Huston, 2011) y enquistamiento (Aguilar-Díaz y cols, 2011). Sin embargo, 

consideramos que el empleo de una mezcla de los baculovirus recombinantes AcNPV-LC3 

con otros, como los que se desarrollaron en esta tesis (AcNPV-SR y AcNPV-CR) y que aún 

no se utilizan en ensayos de protección, podrían potenciar la respuesta inmune ante E. 

histolytica e incrementar el porcentaje de protección ante el reto de AHA.  

 Por otra parte, es necesario probar si la inmunización en mucosas con el baculovirus 

recombinante AcNPV-LC3, es capaz de conferir protección en el modelo experimental de 



amibiasis intestinal, debido a que es la forma inicial de infección por E. histolytica y la 

entidad clínica más común en la población. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusiones 

 

  El baculovirus recombinante AcNPV-LC3 utilizado como vector de vacunación sin 

adyuvante y administrado por mucosas (nasal y oral) y por vía intramuscular, es capaz de 

inducir una respuesta humoral y celular antígeno-específica. 

 

  La inmunización con el baculovirus recombinante AcNPV-LC3 confirió protección 

ante el reto de absceso hepático amibiano con mayor eficiencia en los hámsteres 

inmunizados por vía oral e intramuscular. 

 

  El grado de protección obtenido por la inmunización en mucosas con AcNPV-LC3 

está directamente relacionado con la respuesta linfo-proliferativa antígeno-específica, por el 

contrario, la respuesta humoral no parecen estar relacionada a dicho fenómeno. 

 

  En los hámsteres inmunizados y retados, el valor sérico de ALT y la expresión de 

IFNγ e IL-4 es inversa y directamente proporcional, respectivamente, al grado de 

protección conferida por la inmunización intramuscular con AcNPV-LC3. 
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