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I. INTRODUCCION

1. HISTORIA DE LA AMIBIASIS

En 1875' en la ciudad de San Petersburgo, Fedor Léch describlé por primera vez a
través de una autopsia un caso de fatal de disenterfa humana en el que se identificé a
la amiba, Léch pudo Infectar a un perro con este organismo, sin embargo al no lograr
reproducir la enfermedad no pudo relaclonarla con la amiba.

En 1890, William Osler? reporté un caso letal de un hombre joven que desarrollé tanto
disenterfa como absceso hepdtico. Un afio mas tarde, Councilman y Lafleur? dirigleron
un estudio detallado de pacientes que sufrian disenterfa amibiana y absceso hepatico,
Ambos confirmaron el papel de la amiba e introdujeron los términos “disenteria
amibiana” y “absceso hepéatico amibiano”

En 1905, Schaudinn logré diferenciar Entamoeba histolytica de Entamoeba coll.* En
1913, Walker y Sellards establecieron definitivamente la patogenicidad de £, histolytica
por experimentos realizados en humanos voluntarios, a los cuales se les daban quistes
en el allmento®. En 1925, Brumpt suglere por primera vez que las diferencias en la
sintomatologfa y la distribucidn global de la amiblasis invasiva se debia a la existencia
de dos especies de amiba, las cuales eran morfolégicamente indistinguibles, pero cada
una tenfa un potencial patogénico diferente. EI sugirlé que la amiba patogena fuera
denominada Entamoeba dysenteriae y la amiba no patogénica Entamoeba dispar. Sin
embargo, la propuesta de Brump tuvo poco soporte ya que no pudo ditinguir
morfoldgicamente a ambas especies ademds de que existian evidencias de que quistes
provenientes de portadores asintomaticos podfan producir la infeccién
experimentalmente. Pero cobré fuerza en el momento en el que Sargeaunt y
colaboradores®’ pudieron distinguir las cepas pato{;énicas de amiba de las no
patogénicas con base en la clasificacién de Isoenzimas. A partir de entonces se han
encontrado otros marcadores para lograr distinguirlas como la expresién diferencial de
algunos factores de virulencia y la amplificacién de secuencias especificas.

En 1993“,Dlam9nd y Clark utilizaron toda la evidencla bloquimica, inmunolégica y
: pi distlvngulr a las cepas patogénicas y no patogénicas de la amiba,
sepafdndo forrf,lkélrr'\ente a E. histolytica, la patogénica*, de E. dispar, la comensal®.




Finalmente en 1997, el comité de La Organizacién Mundial de la Salud (WHO) reunido -
en la cludad de México respaldd la separacién de las cepas patogénicas de las no
patogénicas en dos especies diferentes,!"? :

11, TAXONOMIA

E. histolytica era considerada por algunos autores como un eucarionte de evolucién
temprana ya que aparentemente carece de mitocondria, peroxisomas, retfculo
endopldsmico rugoso y aparato de Golgl ademas de un metabolismo glicolitico tfpico.
Muchas de estas caracteristicas se asemejan a las de otros protistas amitocondrados
conocldos como Archezoa'. Sin embargo, &rboles filogenéticos basados en la
subunidad pequefia del RNA ribosomal ubicaron a la amiba como un organismo mas
reciente a otros que tienen organelos y metabolismo tipicos de eucariontes'®!! (Fig. a),
En el mismo sentido, recientemente se ha demostrado la existencia de organelos que
parecen corresponder a una mitocondria rudimentaria, reticulo endoplasmico Y aparato
de Golgl, asf como genes involucrados en el transporte vesicular,!? lo que hace dudar
acerca de la veracidad de su agrupaciéon dentro de los eucarlontes de evotuclén
temprana.

En 1998, Cavalier-Smith revisaron la posicién de E, htsto/ytlca y la colocaron de’ la
sigulente forma'®: -

Reino Protozoa
Subreino Neozoa
Superclase Sarcomastigota
Phylum Amoebozoa
Subphylum Conosa
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“I1; MORFOLOGIA ™
Durante el ciclo de vida de E. histolytica se observan dos formas: trofozoito y quiste.

a) Trofozoito

Es la forma mévll e Invasora de! paréslto con tamaﬁo que varfa desde 12 a 60 pm de
didmetro. : :

Motilidad, En alslados frescos, E, hlsto/ytlca se'mueve a una velocidad de 5 ym/seg.
Los trofozoitos se mueven medlante Ia emlslén de pseuddépodos, protusiones

citoplasméticas que se pueden formar en cualquler punto de la superficle del
organismo.,

Los trofozoitos que se mueven de manera activa, tienen una polaridad o direccién bien
definida. Ei ectoplasma fluye para formar el pseudépodo, seguido del endoplasma. Las
extensiones del pseuddpodo van acompafiadas de reciclamiento del citoplasma y la
formacién de un apéndice posterior, Ilamado uroide. El uroide, por algiin mecanismo
tddavla' ho conocido, acumula ligandos como bacterias, lectinas o anticuerpos para
‘déspués desprenderlos de Ta amiba sin causarle a ésta algin problema. Fendmeno

- conocido como campling.

“a,1) Citoplasma del trofozoito

En el citoplasma se puede diferenciar al ectoplasma, que es claro y refrécﬂl éepafado :
del endoplasma que contiene abundantes vacuolas, lo que le conflere una aparlencla

granular y oscura.
Las vacuolas contienen bacterias o detritos que fueron Ingerld 3
caso de organismos provenientes de pacientes con. dlsenterla
ademds eritrocitos.

or la amlba y en el‘ i
ueden observar- "

Cuando se utilizan tinciones especificas para ADN, es poslble ldentlflcar un cuerpo de
2pm de didmetro que contiene ADN y que corresponde a la mitocondra rudlmentarla o
mitocondrién'®, los ribosomas parecen estar ordenados en arreglos de hélice. - B
El citoesqueleto estd constituido por microfilamentos que generalmente se localizan
adyacentes a la membrana plasmdtica en los sitios de unién de la amiba con el
sustrato y en donde se forman canales fagociticos.



~“La presencia de genes que codifican para protelnas involucradas en el transporte
vesicular y maquinaria para transladarse as| como Imagenes: de . ultraestructura

sugleren la existencia del retfculo endopldmico y aparato de Golgl,!*

a.2) Nucleo del trofozoito

El nucleo no es visible del todo, a penas se logra observar un anillo granular en las
amibas no teflidas. Cuando se tifien con hematoxilina, tricromo o la tincién de Lawless
se observan detalles de la estructura nuclear. El nicleo es esférico de 4 a 7 pm de
didmetro. La membrana nuclear se puede definir nitidamente y su cara interna esté
rodeada por cromatina empaquetada formando granulos. En la parte central del niicleo
hay una pequefia masa de cromatina, el cariosoma (fig. b).

b) Quiste

Por mecanismos aun desconocidos los trofozoitos se pueden condensar y formar masas
redondas u ovaladas con una pared muy delgada denominados quistes inmaduros o
prequistes. Los prequistes de la amiba son Incoloros, mds pequeiios que los trofozoitos
y méds grandes que los quistes, Se pueden distinguir porque presentan un solo un
nucleo y carecen de la pared caracteristica del quiste. El citoplasma generalmente
‘contlene depdsltos de gilcdgeno y ocaslonalmente se observan cuerpos de cromatina,
La morfologia nuclear generalmente es confusa en ésta etapa.

Cuando los quistes maduran siguen siendo redondos u ovalados (metaquistes) con uné
pVared refractil lisa de aproximadamente 0.5 pm de grosor. Los prequistes tienen un
par de divisiones nucleares con la produccidn de cuatro nicleos (fig. c), en raras
ocasiones se producen ocho nicleos y el tamafio de los quistes puede varlar de 10 a
20 pm. de didmetro. Conforme el quiste madura, los- cuerpos cromatoides que
contlenen  &cidos ribonucléicos, acldos deoxiribonucldicos y fosfatasas van
. dgsaparecen.

' Cuando se tifie el quiste con yodo, el citoplasma se observa desde amarillo verdoso
hasta amarillo café mientras la membrana nuclear y el cariosoma se observan de color
café claro, Lés barras cromatoidales no se tifien y aparecen como espacios claros en el
citoplasma. S '



CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de E. histolytica presenta clertas peculiaridades entre las que cabe
destacar; 1) el hombre es el unico hospedero conocido, Il) no existen reservorlos nl
hospederos Intermediarlos, ill} no existen vectores, iv) se inicia con la ingesta de agua
y alimentos contaminados con quistes y v) comprende cuatro etapas:

s Quiste

¢ - Metaquiste
. # "~ Trofozolto
e :Predulste

. La Infecclon se lnlcla cuando el hombre inglere alimentos o agua contaminada con
k‘,qulstes. El qulste, resistente a los acidos gastricos cuando se Inglere y logra pasar
hasta el lntestlno delgado. Algunos quistes se activan en el amblente neutro o
B ‘;a!callno del Intestino delgado. La pared de los quistes es digerida probablemente
’ vfpor las enzimas que se encuentran en el lumen del intestino. Cada uno de los
“nticleos del quiste se divide, dando origen a ocho amibas que siguen su camino al
c!ego, en donde completan su maduraclén y se multiplican por fisién binaria.

“Cuando la amiba Hega al colon, por mecanismos no muy claros, cambia su forma a
.ésférléa formando asf el prequiste. La apariclén de una membrana bien formada de
‘qultlné' y la d_lvlslén nuclear da origen al quiste maduro el cual se secreta en las
"héces. Los :qulstes permanecen vlables e infectivos por varios meses en el medio
amblente’ hasta ser' consumidos por el hombre cerrando el ciclo de vida. Sin
embargo, algunas veces la amiba ‘es capaz de dafiar la mucosa Intestinal,
perforarla y a través de circulacién llegar a invadir casi cualquier 6rgano del ser
humano (fig. d).




Figura b, Figura c.
Trofozoito 10-20 pm diametro. Quiste con 4 nicleos visibles.
Tricromo 100X Tricromo 100X

Figura d. Ciclo de Vida
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VvV, 'METABOLISMO
La principal fuente de energia del pardsito son los carbohidratos, La captacién de
glucosa involucra a un sistema de transporte que proporciona 100 veces més glucosa
. que la adquirida por endocitosis?’, La glucosa se degrada a piruvato por la via de
Embden Meyer generando como productos finales del metabolismo anaeréblico etanol y
CO;; el lactato no se produce y no se le conoce hasta ahora una lactato
deshidrogenasa. En muchas de las reacciones glicoliticas se produce plrofosfatq mas
que ATP, para ser usado como fuente de energfla,
Las amibas son fermentadoras obligadas que carecen de piruvato deshidrogenasa y
enzimas para la fosforilacién oxidativa y el clclo de Krebs,!* Las enzimas fermentadoras
Incluyen a la piruvato-ferredoxin-oxidoreductasa, ferredoxina y alcoho! deshldiogenaéé
que son muy similares a las enzimas equivalentes en bacterias anaerobias'5, La alcohol .
deshidrogenasa y la ferredoxina se encuentran en el cltosol"‘, mientras la plruvato-
ferredoxin-oxidoreductasa se locallza en la membrana plasmética y en la estructura
citoplasmatica que corresponde a la mitocondria rudimentariat’. o
La sintesis de 4cidos nuclelcos depende de la recuperacién de purinas preformadas ya
que E. histolytica carece de la sintesis de novo de purinas. En cambio, pueden
sintetizar bases de pirimidina de novo'® o también se pueden recuperar del medio.
Entre las enzimas metabélicas que se han caracterizado en E. histolytica y cuyos genes
se han clonado se encuentran®®; NADPH-alcohol-desidrogenasa, aldehido-
deshidrogenasa, piruvato-ortofosfato-dicinasa y dismutasa que contiene fierro
(FeSOD).

VI, BIOLOGIA MOLECULAR

vi.1, Genoma amibiano

Como se menciond anterlormente, los nicleos del quiste miden de 4 a 7 pm de
didmetro mientras que los del trofozoito miden de 3 a Sym de didmetro.

La cromatina tlene la estructura en forma de rosario, tipica de eucariontes, en donde
cada esfera o nucleosoma que mide 10 nm de didmetro estd constituida por histonas
que difieren de aquellas de los tipicos eucariontes!®. Por otro lado, exlsten las’
propuestas de que no toda la cromatina se organiza en nucleosomas, 22422

La cromatina periférica se distribuye a lo largo de la capa Interna del niicleo y su ADN
estd Involucrado en la sintesis de RNA. Durante Iarlhterfase el ADN se dispersa dentro

8



" del nucleo Sln embargo, antes de la dlvlslén celular el ADN se concentra formando el o
llamado “endosoma central” y la membrana nuclear permanece lntacta. e ‘

" 'Hasta ahoraslguen hablendo discrepancias en cuanto *al numero exacto de
cromosomas; algunos grupos sugleren 5-8 cromosomas®* Yy otros 4-5 pares de

_cromosomas 2% %,
El contenido total de ADN Indica que cada trofozoito contiene entre 0,4 a 1.5 pg de
ADN con un tamafio del genoma de aproximadamente 8,2 x 107 kb a 3.7 x 10° kb
dependiendo de la metodologfa utilizada?’. Estas diferenclas se pueden atribuir a
diversos factores, entre ellos el ADN repetido que constituye aproximadamente el 20%

del genoma, la ploidia y células multinucleadas. Contlene ademds 38 400 genes
transcripcionalmente activos. La mayorfa de los genes carecen de intrones y tienen
regiones 3’ y 5’ no-traducidas pequefias. En los andlisls de sus promotores se
encuentra la presencia de 3 motivos conservados y varias secuenclas reguladoras rio
arriba. La transcripcion de sus genes difiere de la conocida para eucariontes tipicos ya
que es resistente a a-amanitina (pol 11). ¥

El contenido total de G + C en el genoma es bajo, aproximadamente 22.4% en las
regiones codificadoras y en las no codificadoras 33%.

- & histolytica tiene un carlotipo compuesto de 6 moléculas lineales de ADN (227, 366,
631, 850, 1112, 1361 kb) y mas de 200 moléculas de ADN circular cuyos tamafios van
desde 5 hasta 50 kb (el nimero de coplas de estos elementos varia entre cepas). Cada
uno estd constituldo por dos unidades repetidas de RNAr en poslcién invertida, cada
unidad de ADN circular incluye los genes 16S, 5.8S y 255 que ademas de codificar
para los transcritos ribosomales, codifica para para otro transcrito de 0.7 Kb y para
hemolisinas en un transcrito de 2.6 Kb. Algo de ADN extracelular se encuentra en la
mitocondria rudimentaria, 121628

vi.2. Dos especies

En 1925 Brummpt consideraha que existia tanto una especie patégena como una
comensal®. Desde 1978 surgieron algunos de los criterios (empleados hasta ahora)
para diferenclar a ambas especies utilizado un sistema de migraclén de diferentes
isoenzimas: hexocinasa, fosfoglucomutasa, aldolasa, acetiiglucosaminidasa, peptidasa,
NAD-dlaforasa, Mas recientemente, la divisién se ve reforzada por diferencias de
secuenclas de genes especificos®, analisis de “riboprinting”%3, clonas obtenidas de
librerlas de ADNC™™ y en secuenclas de genes ribosomales 3353637,




Se han encontrado diferencias en secuencia, niveles de transcripcién y nimero de
coplas, entre ambos aislados en los genes de actina, antigenos de superficie, proteasas
de'clstelha, superéxido dismutasa, una serina-treonina cinasa y de amibaporo.

Por lo que en el afio 1997 en la ciudad de México, la Organizacién Mundial de la Salud
) (OMS) declaré que E. histolytica y E. dispar, a pesar de ser dos especies
morfolégicamente iguales son genéticamente diferentes; la primera siendo la especie
patégena y la segunda la especie comensal del intestino,*®

vi.3.

Proteinas de Citoesqueleto

Actina. Los genes de esta proteina fueron los primeros en ser alslados y
3940 Esta proteina ademds de ser la mds abundante en el
trofozoito, muestra 89% y 86% Identidad con sus isoformas humanas

caracterizados

cltoplasméticas y de mlsculo esquelético, respectivamente.

Miosina. Se han identificado los genes de la cadena pesada de esta protefna
4192 cuya secuencia deducida es de 2139 pb. Muestra poca Identidad con las
miosinas de otros protozoarios (30 a 39%) y se localiza en la parte uroidal del
trofozoito, lo que suglere su participacién tanto en el movimlento como en el
“capping” de moléculas extrafias.

Tubulina. Se han aislado clonas de ADNc y ADN gendmico, las cuales
contienen un ORF que codiflca para una protelna de 455 aa homdloga a
tubulina®®, En otros analisis se ha identificado la presencia de dos genes
contiguos.

Moléculas de superficie

Proteina Rica en Cisteinas de 29 kDa de E. histolytica (CREHP). Proteina
con posible actividad de hidroperoxido reductasa*® cuya localizacién es
controversial encontréndose tanto en la superficie***547 como en el citosol*®*
de los trofozoitos, forma dimeros a través de puentes de disulfure y oligomeros
en la superficie>. Su secuencia parcial se aislé de una libreria de cADN
utilizando una fraccién de suero hiperinmune anti-amiba, preabsorbido para
selecclonar antigenos. Sirve también para diferenciar a la especie patégena de
la no patégena por inmunoblot ya que solo esta presente en £, histolytica **
Proteina Rica en Tirosina y Asparagina de 125 kDa. Es una proteina
Inmunogénica encontrada en la superficie de trofozoitos tanto de £. histolytica
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vi.5.

vi.6.

como de £, dispar, Es ademds, una proteina polimérfica con una varlabilldad del
13% entre ambas especies y del 1% entre aislados de |a cepa HM1-IMSS.
Proteina de superficie de 60 kDa. Identificada solo en £, dispar.
P-glicoproteinas. Genes aislados de una libreria de ADNc que codifican para
estas proteinas se han identificado en cepas de E. histolytica resistentes a
emetina.

Transportador de la familia ABC. Incluye a las glicoproteinas P,

Proteina Rica en Serina de E. histolytica.(SREHP) Es una proteina de
superficie, su funcién no se conoce bien. Sin embargo, posee propiedades
quimioatrayentes para otros trofozoitos de E. histolytica *°, El ADNc, obtenido
de una biblioteca de ADNc de esta proteina, codifica para un péptido de 25 kDa,
pero la molécula nativa migra a 47-52 kDa en SDS-PAGE debido a
modificaciones post-traduccionales (fosforilacién y glicosilacién)*® v a la alta
hidrofobicidad de sus residuos de prolina que alteran el movimiento en el gel.

Proteinas con secuencias repetidas

SREHP. Esta proteina ademas pertenece al grupo de proteinas con varlas
secuencias repetidas de la amiba, contlene 52 serinas del total de 233 aa. .
Contiene muitiples repeticiones en tandem de una secuencia de 12 aa :
Eh20RP. Proteina de 20 kDa, abundante en ambas especies y que contlene
cuatro unidades repetidas casi idénticas de 37 reslduos cada una. i :
Familia de transcritos. Con diferencias en las reglones lnte’rn‘as‘:,y :
codificadores de elementos repetidos de 8-12 aa, pertenecientes a ambés
especies.

Otros genes

Una gran cantidad de genes se han caracterizado. Entre las estrateglas usadas estd la
seleccién de clonas provenientes de librerlas de ADNc, tamizaje de bibliotecas con
suero hiperinmune o sondas de ADN, amplificacién de ADN gendmlico usando oligos,

etc.

Entre los genes caracterizados estdn:?

Ferredoxina (6 kDa)
Factor de elongaci6n 1a (49 kDa)
Proteina de unién a calcio (15 kDa)



HSP70 (71.5 kDa)

Ubiquitina (8.5 kDa)

Factor de elongacién 2 (93 kDa)

Proteina de unién a zinc (9 kDa)

Proteina cinasa p34 cdc2 (34 kDa)

Cinasa de treonina/serina (47 kDa)
Oncogene rho (23 kDa)

Oncogenes rap (21 kDa)

Oncogenes ras (21 kDa)

Antigeno rico en cido glutamico (39 kDa)
ATPasa transportadora de protones (subunidad catalitica) (67 kDa)

Vil. PROTEINAS ASOCIADAS A VIRULENCIA (fig. e)

Lectina de unién a galactosa (Gal/GalNAc)., Es una glicoproteina

heterodimérica de 260 kDa constituida por subunidades de 170 kDa la pesada y
31-35 kDa la ligera. Existen multiples isoformas de genes que codlIfican para la

subunidad pesada (por lo menos 3) cuya homologia oscila entre el 89.2 y

95.2% a nivel de aminodcidos, Para la subunidad ligera se han enrcontra’do al

menos 2 genes y la homologfa de sus productos es del 80.6% a nivel de

aminodcidos. . .

La lectina media la adherencla de la amiba a la célula blanco incluyendo la

mucosa del colon, ancldndose por medio de un fosfatldlyllhé‘sltol'de la subunidad

ligera a los residuos de galactosa o N-acetil-D- galactosamlna presentes en las

glicoproteinas de las células blanco. Por otra parte, se considera que esta

lectina es esencial para matar a las células, ademas de impedir {a lsis por el

CAM (Complejo de Ataque a Membrana), -

Se ha reportado que la adherencla de E. h/sto/ytlca es mayor que la adherencla

de E. dispar’™. -Sin embargo, esta‘,capacldad no solo puede Indicar mayor
virulencia, sino también que pueda existir otra funcién ain no estudiada en la

lectina de £, histolytica. .

Se le ha atribuido también una funclén en la sefalizaclén intracélular a la cola

citoplasmética de la.lectina, sgﬁallzaclén que parece ser la que controla la’
adhesion del trofozoltq‘dyelb lnterior al exterior (tipo integrina) %°.
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Amibaporo o péptido formador de poros. Son péptidos de 8,2 kDa
constituldos por 77 aa, se han aislado tres isoformas: A, B y C, Estos péptidos
tienen la capacidad de Insertarse en membranas vy lisar a las células. Se han
encontrado dos péptidos homdlogos en £. dispar. Sin embargo, la capacidad
litica de esta Gltima es tres veces menor.

Los amebaporos son homélogos a muchas otras proteinas, incluyendo las
saponinas (SAPS), a las proteinas citoliticas de las células T y las NK (lisinas y
granulosinas) las protelnas surfactantes del pulmén y las esfingomielinasas
acidas (ADAH). 5!

Proteinasas de Cistefna. Un gran nUmero de estas enzimas con pesos
moleculares que van desde los 16-96 kDa, se han aislado de extractos de £.
histolytica. Seis diferentes genes codifican para las proteinasas de cisteina en £,
histolytica y cuatro andlogos en £, dispar. Las formas predominantes son las
protelnasas de clstefna maduras de 56 kDa con actividad de C3 convertasa,
segulida de proteinasas de 27 a 30 kDa con actividad de histolisina. Al parecer,
la accidn de estas proteinasas in vivo es la de degradar a la matriz extracelular,
facilitando la invasién por el trofozoito, Se ha sugerido que las proteinasas de
cistelna expresadas por E. histolytica (ACP1, ACP2, ACP3, ACP5 y EhCP112) son
capaces de degradar, IgA, IgG, algunas proteinas de matriz extracelular y
activar complemento. Sin embargo, las proteinasas de cisteina de E. dispar
(EJCP1, EdCP2 y EdCp3) no son capaces de hacer lo mismo y tan
especificamente?®

Inductores de Apoptosis. Un estudio utifizando células Jurkat y HL-60
demuestra que la apoptosis es inducida utilizando amibas intactas, Estudlios en
un modelo de absceso hepdtico amibiano (AHA) en ratén sugieren que los
trofozoitos son capaces de induclr apoptosls, incluso sin Involucrar a Fas/Fasl o
RTNF*, Esto indica que la amiba utiliza otras vias alin no caracterizadas.




Fig. e. Representacion esquemitica de algunos
factores de virulencia de E. histolytica

Proteasas de
cisteina

viii. EPIDEMIOLOGIA

E, histolytica es un pardsito cosmopolita, endémico de varlos palses del tercer
mundo. Es la tercera causa de mortalldad a nivel mundial por pardsitos después de
malaria y esquistosomiasis™ y es la cuarta causa de muertes por pardsitos
protozoarios a nivel mundial, después de la malaria, la leishmaniasis y la enfermedad
de Chagas®, )
Antes de la separacidn de las dos especies, se estimaba gque aproximadamente 480
millones de personas, equivalente al 10% de la poblacién mundial, estaba infectada
con E. histolytica con una tasa de mortalidad de 40 000 a 110 000 personas por aiio*,
Ahora se sabe que en zonas endémicas £, dispar es la especie con mayor prevalencia a
una razén de 10:1°%%, El riesgo de que portadores asintomdticos de £. hfstolytica
desarrollen la enfermedad invasiva se estimé del 10% a nivel mundial®,

En Europa y Norteamérica, en donde la amiblasls Invasiva es poco frecuente, los pocos
casos se adjudicaban a E. dispar cuando en realidad la causante era E. histolytica.
Tomando en conslderacién esta Informacion, se piensa entonces que aproximadamente
el 10% de los infectados lo estan con E. histolytica (48 millones) y el resto con £,
dispar (430 millones). k

En México en el afio de 1994 se tenla estimado que aproximadamente el 8% de la
poblacidn mexicana ha sufrido de un eplsodlo de infeccién por E. histolytica.



La lnfecclén ocurre via oro-fecal, a través de agua y allmentos contaminados con
qulstes Asi, los portadores de quistes son la principal fuente de infeccién. Los grupos
con mayor riesgo son los viajeros, los Inmigrantes, trabajadores migradores, individuos
inmunosuprimidos e individuos en instituciones mentales y prisiones.

'Infecclones severas se presentan en nifios de corta edad, mujeres embarazadas e
individuos desnutridos ¢ individuos que toman corticosteroides. Curlosamente los
pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) no tienen un riesgo
mayor de desarrollar una Infeccion severa.

IX. PATOLOGIA

E. histolytica derlva su nombre, por tener la capacidad de destruir casi todos los
. tejidos del ser humano; como la mucosa intestinal, hfgado y en menor grado, cerebro

plel, cartflago y hueso. '

La infecclén intestinal por amibas puede ser desde aslntométlca hasta colltls aguda o

fulminante con perforaciones, :

ix.1. Infeccién asintomatica ]

La mayoria de las infecciones asintomaticas son debldas a E. dispar, que vienen a ser
portadores Inocuos. Los portadores asintomaticos de £, histolytica, de los cuales hay
pocos, son los de importancia en la transmislén de la enfermedad.

En un estudio epidemiolégico realizado en el sur de Africa, se observé que el 90% de
los portadores asintomdticos eliminaron la infeccién y sélo el 10% desarrolio colitis
amibiana ¥, lo que suglere que probablemente solo ese 10% estaba Infectado con E.
histolytica.

ix.2. Infeccién sintoméatica
Se presenta dolor abdominal, evacuaciones constantes o diarrea, la cual puede ‘fr
acompafiada de moco y sangre. En la mitad de los paclentes puede presentarse
tenesimo. :

Algunas veces hay formacién de ﬁ!ceras de 3 5




En raras ocasiones se pueden asoclar vasos sanguineos en la base de la Ulcera
provocando sangrados severos. Incluso la uicera puede llegar a perforarse causando
peritonitis y en casos extremos la muerte

En especimenes quirdrglcos las ulceras tlenen una apariencia ovalada y aplanada,
Histoléglcamente hay una Inflamacién difusa alrededor de las ulceraclones. La ldmina
propia estd Infiltrada por células plasmaticas, linfocitos, neutréfilos y eosinéfilos. Hay
edema, hemorragia focal y frecuentemente exudado en el cual se pueden encontrar
trofozoitos

La colitls amiblana fulmlnante es el resultado de una ulceracién confluente y necrosis v
en el colon, El lntestlno se dllata, partlcularmente en fa porclén transversal Los
pacientes “se’ ponen febrlles v m'éstran “signos , de’ hlpovolemla Y desbalance
electrolltlco. 2 .
Especlmenes obtenldos por clrugla muestran éreas estensas de necrosls y entre ellas
‘porclcnes intactas. - e i :

-"'El'ameboma o granuloma amibiano es causado por invasiones repetidas del colon con
E. histolytica que puede complicarse con una ‘Infec‘clén piogénlca. Los amebomas se
pueden encontrar en el colon pero son més frecuentes en el clego (40%) y en la unién
rectosigmoide (20%). Las leslones regularmente son dnicas e involucran pequefios
segmentos del colon. ;

Hlstoléglcamente el ameboma no es fibroso y contlene tejido granuloso con linfocitos,
células plasméticas, eosindfilos y células gigantes. Hay ligera inflamaclén y mucha de
la hlnchazén es debida al edema. Es dificil demostrar la presencia de amibas. El tejldo
B ﬂbroso se forma después en un Intento de cicatrizacién™,

fx.3. Absceso Hepéatico Amibiano (AHA)

Es la forma extraintestinal mas comin de amiblasis. Se puede encontrar en todas las
edades, pero es diez veces mas frecuente en adultos que en nifios y es mas frecuente
en hombres que en mujeres®®. Es mas comtin en sectores pobres y en poblaciones
urbanas.

Al momento en que se diagnostica a los pacientes con AHA, aproximadamente el 20%
ya tiene una historia de disenterfa previa y alrededor del 10% tienen diarrea o
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disenterla en ese momento, El pardsito se detecta en las heces en menos del 50% de
los casos por microscopia estandar y aumenta hasta 75% si se utiliza cultlvo,

Entre los sintomas mas comunes estan:

i) Dolor. Se localiza en Ia regién del absceso, mas comunmente en la reglén baja -
derecha de los espacios intercostales. El dolor es intenso y constante, se lrradla ala
regidn escapular y el hombro. o N
i) Flebre. La fiebre varfa desde 38°C hasta 40°C y permanece por perlédos hasta
de dlas, : : :
iii)  Otros sintomas. Anorexia, pérdida de peso, nauseas, vémltos yvfatlga.

Las lesiones son Unlcas generalmente y muchas de ellas se localizan en el lobulo
derecho en la regién posterior, externa y superlor™. La incldencia del absceso hepdtico
amibiano en el Iébulo izquierdo va del 5 al 21% de los casos.

El absceso hepatico como tal, estd constituido por una pared capsular delgada con un
centro necrético compuesto de fluido espeso, una zona intermedia que contiene un
grueso estroma y una zona externa que es casi tejldo normal. El fluido del absceso es
tipicamente inodoro y bacterioldgicamente estéril, aunque puede sufrlr invasién
bacteriana secundaria.

Bajo el microscopio, el fluido del absceso muestra detrito granular eosinofilico con
pocas o ninguna células. Las amibas se localizan en la pérlferla del absceso.

La mortalidad estimada del AHA es del 0.2% al 2% ‘en adultos y mas del 26% en
niiios.

Entre otras manifestaciones de amiblasls extraintestinal pero de muy baja frecuencia
estan la amiblasis cutdnea, peritoneal, pericérdica, pulmonar, genital y cerebral.’’

X. INMUNIDAD DE LA MUCOSA INTESTINAL

a.  Respuesta inmune humoral y celular®®

Las células inmunes en el tejido linfatico asociado a mucosa (GALT) estéan distribuidas
a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI) en tres sitios generales: las placas de Peyer
(incluyendo el apéndice y nddulos solitarios), la mucosa y los nodos linfdticos
mesentéricos.

Las placas de Peyer constituyen la parte mas importante del tejido linfoide organizado
del sistema inmune y el sitio inductor de la inmunidad de las mucosas. Se localizan
principalmente en el ileén pero también hay distribuldas en Ias otras partes del
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intestino delgado y del grueso. Se estima que hay 15 placas de Peyer por centimetro
cuadrado (cm?®) en colon, 25 en recto y que estas disminuyen con la edad.

Las placas de Peyer contienen macréfagos, células dendriticas y células linfoldes,
princlpalmete células B (50-70%) y células T (11-40%). La capa externa de las placas
de Peyer consiste de células épitellales columnares y células M. Las células M juegan
un papel importante en la captacién (por endocitosis) y transporte de antigenos a los
linfocitos y los macréfagos de las placas de Peyer. Las células M no tlenen lisosomas y
no modifican al antigeno, solo lo transportan del lumen a las otras células inmunes,

La mucosa intestinal es otro sitio importante del GALT. La ldmina propia contiene
macréfagos y linfocitos (B y T Incluyendo células plasméticas y células null, como las
NK). Ademads de los linfocitos de la lamina hay linfocltos entre las células epiteliales de
la supetficie de la mucosa cuyo origen y naturaleza todavia no se conoce con certeza,
Linfocitos circulantes se encuentran ocasionalmente en el lumen del tracto.

Los nodos linfaticos mesentéricos sirven como puntos de coleccién para la linfa que
drena desde las vellosidades intestinales y las placas de Peyer. Los nodos linfaticos
mesentéricos experimentan constantemente estimulacién antigénica y contienen
muchos centros germinales. La médula de los nodos linfaticos mesentéricos contiene
muchas células plasmaticas maduras, mientras la corteza contiene numerosas células T,

b. Funciones mayores del sistema inmune intestinal 5!

*  Exclusién inmune. Es un proceso no Inflamatorio mantenido por factores
especificos (IgA, IgM) y no especificos (moco, peristaltismo).

* Eliminacién inmune. Proceso mediante el cual los antigenos peligrosos son
eliminados por anticuerpos especificos y mecanismos de defensa innata, tales
como complemento, neutréfilos, macrdfagos, mastocitos y otros.

* Regulacién inmune o tolerancia oral, Es el proceso central por el cual el

tracto Intestinal (mayor drgano imunolégico del organismo) mantlene una: -

homeostasis entre procesos peligrosos y no pellgrosos a nivel local y sistémico.

c. Absorcién de antigeno 5! .

Todo lo que se ingiere tiene su primer encuentro con dcidos y enzimas broteolmcas. En
modelos animales se ha observado que el proceso de absorcién tiene dos fases: La
primera consiste en la incorporacién activa del antigeno por células epiteliales
intestinales. La liberaclén de mediadores promueve la segunda fase de la absorcidn en
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la que se observa pérdida de las uniones herméticas entre las células epiteliales, que
permiten mayor afluencla del antigeno con procesamiento local.

En condiciones normales (cuando se ingieren alimentos), tras ser presentado el
antigeno a los linfocitos, ocurre la supreslén de cualquler respuesta inmune, En
condiciones anormales, ocurre la sensibilizacién y actlvacién de una respuesta alérgica.
Cuando se trata de agentes patdgenos se activa la respuesta Inmune que puede ser
mediada por anticuerpos IgA (humoral) o por células (celular),

d. Transporte y presentacién de antigeno v
Para que tenga lugar la respuesta inmune frente a un antigeno, éste debe ser.
transportado de la luz intestinal a la placas de Peyer. Las células M son las encargaydas
de transportar desde el lumen y a través del epitelio tanto macromoléculas como
particulas y microorganismos a las placas de Peyer. Adentro de sus yes!ctjlas
endociticas las particulas endocitadas llegan a un recepticulo que contiene linfocitos y
unos pocos macrdfagos con los que interactita, siendo éste un paso lmportante para o
iniciar la respuesta inmune. g :
Tras el paso a través de la mucosa y procesamlento por el ‘GALT, el antlgeno es
presentado a través de las moléculas MHCI y MHCII, La present\ ) :
través de las moléculas de clase I, lo que dd Iugar a una actlvaclén e anocltos T
supresores CD8+ e induccion de tolerancla, Por otra parte, Ia presentaclon a través de
moléculas de clase II activa los linfocitos T CD4+ con la consigulente Induccién de
memorla inmunoldgica. Ademés de que existen interacciones reguladoras entre estos
grupos celulares. En ausencia de sefiales coestimuladoras (CD28-CD80; familia B7) se
induce tolerancia o anergia T.

e. Procesamiento del antigeno y presentacion por Células
Epiteliales Intestinales (CEI)®!

Ademas de las células presentadoras de antigeno (CPA) cldsicas como las células
dendriticas, las células epiteliales intestinales también pueden presentar antigenos. En
antigenos administrados oralmente sucede un proceso fisioldgico que puede alterar
drasticamente las propledades quimicas de éste, debido al efecto del pH bajo, de
tripsina, pepsina, bilis, etc, Este procesamiento puede alterar epitopos (exponiéndolos
o destruyéndolos) previo al procesamiento por las CEL



Las CEI expresan una variedad de moléculas en su superficie apical que pueden servir
como receptores de antigenos y que pueden favorecer el procesamiento de los
antigenos por la via de la endocitosis mediada por receptores. La velocidad y eficlencia
de la Incorporacién del antigeno y el procesamiento endocitico por las CEI puede ser
modulada por una variedad de mediadores de la Inflamacién.

La naturaleza dindmica del procesamiento del antigeno por las CEI, que puede ser
modulado por la inflamacién no clinicamente aparente, es una variable muy importante
a conslderar en la evaluacién de la antigenicidad de una proteina ~determlnada.

f. Interaccion de las CEI con células TCD4+

Las células CEl estan en intimo contacto con dos poblaciones de células T, los linfocitos
intraepitellales y los linfocitos de lémina propia. Los linfocltos intraepiteliales (LIE) que
migran a través de la membrana basal, interdigitando entre las CIE adyacentes a lo
largo de la superficie lateral, expresan una integrina af7 que se uné a la E-cadherina
expresada en CEI.

Los LIE son un grupo heterogéneo de linfocitos T cuya funcién en la respuesta inmune
mucosa y/o homeostasls no es bien conoctda., En 'contféste, los linfocltos de lamina
propla (LLP) estan por debajo de la membrana basal y logran contactar con las CEI a
través de proyecclones basolaterales. Las células T CD4+ son muy importantes en el
establecimiento de la tolerancia oral. Dos tercios de los LLP son T CD4+; el nimero es
mas limitado entre los LIE, Se sabe que las CEI son capaces de procesar y presentar
antigeno via HLA II (Human Leucocyte Antigens tipo 1I). %

g. Influencia de la polaridad de las CEI en la presentacién de
antigenos mediante moléculas de MHC II 2

Las CEI son células altamente polarizadas (expresa diferentes tipos de receptores en
cada region basolateral o apical, fenémeno que la caracteriza de las demés CPA)*? con
diferentes dominios apicales y basolaterales que poseen propledades fisico-quimicas
diferentes que las diferencla de otras células presentadoras de antigeno (CPA). In vivo,
la expresién polarizada del complejo de histocompatibilidad humano (HLA II) y de
varlos receptores de superficle en la membrana basolateral, modula el procesamiento

de antigenos; facllitando la incorporacién del antigeno a través del contacto con los:

linfocitos- Intraeplitelilales (LIE) y linfocitos de Idmina propia (LLP). Por lo que este
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'méé’anl'snio ilene gran Importancia en la induccién de respuesta inmune frente a
antigenos administrados oralmente.
En la respuesta normal fisiolégica, la falta de respuesta representa un balance entre Ia
estimulacidn de células T con actividad supresora versus células con papel potencial en
la inflamacién, Cuando la exposicion al antigeno es muy alta el resuitado entre estos
dos grupos celulares depende del grado de inflamacién subyacente y del estado de
activacion de las células CEI, .
En resumen, el tipo de interacclén entre las células CEI-T es determinante para la
decision entre si hay respuesta inmune o tolerancia.

h. Respuesta inmune en superficie de mucosa, IgA secretora,
células T efectoras

Una de las princlpales caracteristicas de la respuesta Inmune humoral de las
superficies de las mucosas es la produccién de IgA secretora por los linfocitos B de las
placas de Peyer. Los foliculos de células B se forman alrededor de las células
dendriticas que les presentan el antigeno a través de las moléculas de
histocompatibilidad de tipo II (MHCII) y cuando éstas Gltimas presentan los antigenos,
las células B migran de las placas de Peyer a ldmina propla y a otros compartimentos
comunes de la mucosa, se diferencian y maduran para finalmente secretar IgA. De
igual forma, en las placas de Peyer se forman linfocitos T CD8+ citotéxicos (LTC) y T
CD4+ ayudadores (LTA) que también migran a la ldamina propia Intestinal o al epitelio
donde, entre otras funciones, contribuyen a la formacién de IgA e IgE y a la activacién
de los macréfagos para el control de gérmenes.. La migracién preferencial de las
células a estos tejidos se genera a través de moléculas de adhesién, entre elias
MadCAM-1 que se encuentra presente en las placas de Peyer, ganglios mesentéricos y
endotelio vascular de la {amina propia.

Las subpoblaciones de células T ayudadoras y las citocinas que producen son criticas
en la iniclacién y maduracién de las respuestas Inmunes }Ven la-mucosa intestinal. La
respuesta IgA secretora estd mediada por las célu(lasbi’hz, y en particular por cltocinas
como IL-4, IL-5, IL-6 y TGF B que de una u otr'h"'m'ahéra"vse han visto involucradas en
su producclén, Al parecer TGF B actiia de méhéfa sinéryica con la IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
1L-10 para promover la produccién de IgA pf)r células B, al mismo tlempo que inhibe la
proliferacién de linfocitos, Se suglerer q'be esta cltocina desemperia un papel Importantev
en la induccién de tolerancla oral. :
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Xl. VACUNAS

Vacuna

Las vacunas son elementos de la tecnologia, disefiados para prevenir las infecciones
causadas por diversos patdgenos a través de la promocién de una respuesta inmune.

Clasificacién y Tipos de Vacunas

Las vacunas se pueden clasificar en:

s Vacunas vivas o atenuadas. Se basa en el uso del agente patégeno vivo
pero con muy poca o nada de virulencia, por i0 que no es capaz de causar
enfermedad.

2ot

« Vacunas de organi muertos, Se basa en el uso del

agente patdgeno muerto.

+ Vacunas antitoxinas. Se usan toxoide o toxinas Inactivadas.

¢« V de subunidades , incluyendo péptidos. Se basa en el uso de
antigenos nativos, antigenos recombinantes o péptidos sintéticos derivados de
dichos antigenos, administrados séios o asociados a adyuvantes.

. Vacun_as con vectores. Se explota a un agente patégeno atenuado que se
“ replica para que a su vez exprese antigenos pertenecientes al agente contra
el cual se quiere Inmunizar (caballo de Troya).

. Vacunas de #cidos nucléicos o vacunas de ADN. Se administra una
construccién en un vector de expresion que contiene todos los elementos
necesarios para transcribir y traducir uno é varios genes del patdgeno
considerados como protectores.

* Vacunas comestibles. Se basa en la expresion de proteinas antigénicas en
plantas transgénicas. En éste caso, la Inmunizacién se dd por consumo de la
planta 6 de su fruto.

En la siguiente tabla se muestran los tipos de vacunas y algunos ejemplos alusivos a
ellas. Las marcadas con (x) alin estdn en etapa experimental.
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Tabla de Vacunas €

Tipos de Vacunas Virales Bacterianas Parasitarias
Polio, varicela, sarampién, paperas, fubéola, .
Organismo vivo 0 H Tuberculosis, tfoidea, colera
flebre amarilla, rolavirus (x).dengue {x),
atenuado hepaliis A (x) (x), shigalosis (x), lopra {x}
Pertussis, tifoidea, colera,
Organismo muerto Palo, nfluanza, n;]!;laélﬁgo:lalms Iapanesa B, lepra (x), enfermedad de Malaria (x)
P hefloabacter {x)
- Difteria, tétanos, shigelosis
Anlitoxina (), E.colientérica {x)
Vacunas de Hepatitis B, herpes simple tipo 2 (), influenza Ha;ﬂ"::i rl‘s“u}: I'g‘;::":ﬁf 8. Malaria (x),
subunidades, Incluyendo {  (x), virus del paploma humano (x}, HIV {x), meni o " § schistosom|asis {x),
péplidos rabla (x) nge mlc,' foéig;: 000000, leishmaniasis (x)
Vacunas por veclores HIV (x), sarampion (x), rabia (x) lub;"czﬁgaia((?)' f:; ';g)"s 0 Malaria (x)
HIV(x), influenza(x), hatpes simple tipe 2(x), Mal aria (x)
Vacunas de acidos rabia(x), hepalitis B8(x), hepatitis C(x), hepatitis Tifoidea (¢, tuberoulosis (X g
nucéicos D{x), virus de papioma(x), HTLV1(x), 4 le)shmanlasns (X)
citomegalovirus(x), encalalilis de St. Louis (x}

Adyuvantes ©

Son sustancias o formulaciones que tienen la capacidad de incrementar la respuesta
inmune a un antigeno.

Entre los primeros mas potentes adyuvantes se encuentra el de Freund constituido por
el bacilo de la tuberculosis muerto mezclado en aceite mineral®. Este adyuvante
promueve la respuesta humora! (formacidn de anticuerpos) y la hipersensibilidad
tardia (DTH). El adyuvante incompleto de Freund que carece del bacilo, solo promueve
la produeclén de antlcuerpos.

Es dlf(cll claslﬂcar a los adyuvantes porque en la préctica muchos de ellos utilizan
dlferentes prlnciplos. Enla sIgulente tabla se menclonan algunos de los mas comunes y
como actuan
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Tabla de Adyuvantes &

Algunos de los factores que

promueven la inmunogenicidad Ejemplos

de los antigenos
Ag prwpllados con aluminio, ﬂagellna polimerizada, HhsAg fiposomas, ,
Liberarlos en particulas 1SCOMs (i p de
superﬂme vualau)
Bl A " Polimeros polioxipropil ¥ pol li de manosa, poli
Pol y de lipepi " i-S-glicerin cistgina

yad (p :
liberacién fenla de Ag) Adyuvante de Fraund, MF59, SAF-1

Microcapsulag biodegradablos: (pofilactido-co-glicdlido=PLG), ciancacriialos

Microencapsulacitn de antigenos {poli but-2-cianoacriato)

M. tuberculosis muerta, Bortedella pertussis muena, Corynobacterium parvum,
Bacterias y produclos baclerianos N-aceld-murami-L-anall-D-isoglulamina, murami dipéptido MOP, MTP-PE, LPS
(de E. coli, Salmonella y Pseudomonas) , monolosforil lipido A (MPA)

Polmudeoudos poli-1.Cy poh -AU, wlamma D3, dextran sullato. mulnna DDA,

Otros adyuvanles quimicos avidina, p de lrealosa, | yla
protalna LelF de Leishmania.
Citocinas IL-2, IL4, IL-6, IL-10, GM-CSF, FLT-3, INﬁvE
Agentes que se difigen a las CPA Fusidn a C3d, CxB
Abreviaciones: HBsAg {Antigeno de hepalitis B), ISCOMs I flidos), MF59 i6n de Quiron), SAF-1

{Formulacion Adyuvante de Sintex-1), MTP-PE ( Porciones de LPS), LPS (Lipopolisacarido), DDA (Dimetil, dioctacil bromuro
de amonlo), LelF (Lelshmania protein), CtxB {Subunidad 8 de Ja toxina del célera)

Factores a considerar para la administracién de una vacuna:

1, La naturaleza del antigeno candidato a vacuna.

2, La ruta de administracién puede conferir compartamentalizacién anatémica a la
respuesta inmune, restrlng[éndola a Inmunidad periférica o inmunidad de la
mucosa. e e

3. Dosls de antfgeno.

4. Frecuencla de adml Istra ién de Ia dosls.

5. Tlpo de adyuvante. -
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Vacunas de mucosa

Las mucosas constituyen la via de entrada de mds del 90% de patdgenos del humano,
principalmente el tracto digestivo. Como tal, la activacién de una respuesta inmune por
via oral constituye la estrategia mas avalada contra muchas Infecclones. De hecho, la
mayorfa de las vacunas efectivas aprobadas en humanos se administran por esa via.
Entre estas vacunas que Involucran a patdgenos atenuados se incluyen la tripie (polio,
tétanos y sarampion), Salmonella typhl y la vacuna tetravalente de rotavirus,
reclentemente aprobada (RotaShield).

El virus de la Influenza adaptado al frio (CAIV) el cual estd en etapa de
experimentacién avanzada, es la primera vacuna de mucosas que se administra por
via nasal a humanos y que ha demostrado generar respuestas inmunes protectivas®®,
Esto sugiere que CAIV es vehiculo promisorio para generar inmunidad protectiva en
nifios en contra de la influenza.

Una forma alternativa es el uso de vacunas de ADN. Se han realizado estudios clinicos
de administracién de ADN en forma de pldsmido para Inducir proteccién en contra de
varios patégenos, entre ellos; el virus de hepatitis B, el virus del herpes simple, HIV y
malaria®®, Sin embargo, en todos los casos se repotd la induccién de anticuerpos y
linfocitos T citotdxlcos (LTC) a nivel sistémico y no en mucosas.

A pesar de que se ha progresado en la induccién de inmunidad de mucosas en
animales de laboratorio con vacunas de ADN utilizando lipidos catidnicos u otros
vehiculos para las vacunas asi como motivos inmunoestimuladores CpG, no existen
reportes de induccién de inmunidad en mucosas con el uso de vacunas de ADN en
humanos.

Otra estrategla prometedora para el desarrollo de vacunas de mucosa es el uso de
adhesinas. Anticuerpos en contra de estas proteinas pueden bloquear la capacidad del
patdgeno de penetrar las barreras mucoides. Las adhesinas son opciones atractivas ya
que son altamente conservadas debido a su asociacién con receptores blen
conservados del hospedero.

Actividad adyuvante de la toxina del célera

La toxina del célera (TC) es un potente adyuvante de respuesta inmune secretora IgA
cuando se administra en forma oral a animales experimentales. La toxina del célera es
una molécula constituida por una subunidad A (holotoxina) asoctada a un pentémero
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de subunidades B, La toxina del célera se une al gangiiésido monoacilado GM1 en las
células epiteliales del intestino via la subunidad pentamérica B, permitiendo la entrada
de la subunidad toxigénica A a la célula que ADP-ribosila la proteina reguladora G
(adenilato ciclasa) activdndola de una forma incontrolada, de esta manera provoca que

57.68  AlGn existen

las células epiteliales secreten grandes cantidades de fluido
controversias en cuanto a que la subunidad de la TC ejerce el efecto adyuvante en
mucosas. Asi, mientras algunos trabajos demuestran que la administracidn de
antigenos expresados en fusién con la subunidad B de !a toxina del célera son capaces
de estimular la inmunidad de mucosas, otros estudios sugieren que la subunidad A es
esencial para el efecto adyuvante. Sin embargo, el uso de la subunidad A es limitado

por su toxicidad.

Plantas transgénicas

El avance rapido en la biotecnologia de plantas resultara en contribuciones a la
produccion de vacunas. Estudlos recientes sefialan que plantas tratadas genéticamente
pueden ser usadas para producir vacunas en contra de enfermedades humanas®®’°, A
principios de 1990 Charles J. Arntzen concibié la tecnologia de las plantas transgénicas
como la manera de resolver muchos de los problemas que lleva consigo la vacunacién
de los nifios de paises en desarrolio. Recientemente, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) hizo un llamado a la comunidad cientifica sobre la urgente necesidad de
vacunas baratas, orales y que no necesiten refrigeracién. El Gnico problema es que las
_ vacunas de plantas tendrén que purificarse de alcaloides y otros productos téxicos de
la planta. Dos estrateglas pueden usarse para resolver este problema, uno es utillzar
vectores de la planta que incorporen a la proteina en un tejido que carezca de estos
téxicos y/o alcaloides (Ej. platano y semilla de soya). Otra solucién seria la de usar la
misma tecnologia para Incorporar construcciones para que genétlcamente se eliminen
los genes para las sustancias toxicas.

El utilizar plantas transgénicas como vectores de expreslén puede proporclonar una
amplia variedad de ventajas con respecto a las tecnlcas de producc!on convencionales.
Entre ellas tenemos: :

1) . Obtencidn de gran cantidad de“p_‘rote'l ( e_ﬁ corto t(empd.
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;2) Abaratamlento de la producclén, almacenaje, distribucién y administracidn de la
vacuna (no requlere refrlgeraclén ni personal especlalizado 6 equipé para su
administracién),

3) vallmlria cbntahilhaclén de‘la vacuna con virus animales.

4) Se puede admlnlstrar de manera natural a través del consumo de la planta,
frutos 6 como preparados. S

5) Como método no agreslvo es ldeal para vacunaclén de nifjos,

6) Los antlgenos en Ia planta se encuentran enun medlo natural de encapsulacién
que los protege de jugos géstrlcos.

7) Se puede vacunar contra varios patdgenos al mismo tiempo.

Uno de los primeros ensayos fué la introduccién del gene de una proteina derivada del
virus de hepatitis B en plantas de tabaco. Interesantemente, la administracién del
antlgeno a ratones logré activar los mismos componentes del sistema Inmune que el
proplo virus puede activar. '

.-Se ha logrado que las vacunas comestibles puedan proveer alguna proteccidn a
animales experimentales en contra del virus de la rabla, Helicobacter pylori y el virus
entérico de MINK,

En cuanto a humanos, en 1997 varlos voluntarios comieron trozos de papas crudas
que contenfan una parte no téxica de la toxina de £, coli (la subunidad B) logrando
activar tanto la respuesta inmune de mucosa como |a sistémica’. En otro ensayo, 19
de 20 voluntarios también activaron su sistema inmune cuando se les dié a comer una
vacuna de papa con el virus Norwalk’? y dos de tres que recibleron (Hilary Koplb'o‘wsklz”
of Thomas Jefferson University) lechuga transgénica expresando un antlgend de la
hepatitis B’3. Aun asi, el que las vacunas transgénicas protejan a humanos contra
enfermedades todavia no esta determinado.
En resumen, los experimentos realizados en animales y en humanos Indlcan que la
estrategla es viable, Todavia hay muchas cosas por resolver, tales como la cantidad de
vacuna que sintetizard la planta. La produccién se puede aumentar de varlas maneras,
una de ellas es ligando a los genes del antigeno con elementos reguladores que se
activen bajo clertas condiciones amblentales o en ciertas o todas las etapas del
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de'sarrt;llo de las plantas, controlando los periédos de sintesis de las protelnas, ya que
se ha observado que en algunas plantas transgénicas la sintesis se presenta casi al
final del desarrolio y la cantidad de proteina que se obtlene es baja. Mientras se
resuelve esto, hay que asegurarse que la cantidad administrada de fruta va a dar la
dosls necesaria de antigeno a través de la cuantificaclén de la misma.

Tolerancia Oral

Como se menciond anteriormente, el sistema inmune de mucosas cumple con dos
funciones opuestas: inmunidad de mucosa y tolerancia. La respuesta normal o comun
del tracto gastrointestinal a antigenos es la tolerancia™. La tolerancla, se plensa ocurre
a través de:

«  Supresién activa. Células o citocinas que inducen la no-respuesta.
*  Anergla. Células vivas que no responden.
¢  Apoptosis. Muerte celular programada de céiulas reactivas,

El tracto gastrointestinal sano estd constantemente en contacto con antigenos, de los
cuales puede distinguir entre patdgenos, flora normal y éflmentds’s. Los agentes
patégenos generalmente provocan que se secreten por parte de las células epiteliales
citocinas y quimiocinas, atraen células Inmunes y/o provocan que las células epiteliales
expresen moléculas de MHC en superficie induclendo la Inmunidad, Los antigenos
carentes de esta actlividad estimuladora se programan para la tolerancia en la cual
generalmente |la IgA secretora no se ve disminuida’ 77, -

La via de vacunacién es un determinante crucial para. inducir ya sea la Inmunidad
periférica o la Inmunidad de mucosas, Los métodos y rutas para inducir la Inmunidad
de mucosas generalmente retardan o previenen la Induccl&n de la inmunidad periférica
y viceversa’™. A este fenémeno se le denomina “Regulacién cruzada® y fué revelado
“por primera vez en su forma bimodal por Plerce»”,v(‘19v78) 79, Koster (1983) % y Hamiiton
et al.-(1979)® cuando estaban probando un candidato no téxico a vacuna contra el
cdlera. Ellos encontraron que la sensibilizacién inicial por una vacunacion via parenteral
redujo ia habilidad de la vacuna de Inducir inmunidad en a mucosa cuando la segunda
inoculacién del antigeno se dié por via entérica. Pero la sensibilizacién parenteral
resulté en una fuerte respuesyt'a Inmune en la segunda dosis administrada también por
via parenteral, La regulaclér'),cruzéda'ho es compatible con las caracteristicas de los
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modos convencionales de vacunacion ya que generalmente se necesita actlvar tanpto la
respuesta inmune periférica como la de mucosas para proteger.

Vacuna vs amibiasis

El disefio de una vacuna contra un pardsito resulta ser mds complicado que en contra
de una bacteria o un virus ya que los pardsitos son organismos con ciclos de vida mas
complejos, algunos hacen uso de vectores como es el caso de la malarla, schistosoma
y trypanosoma, por mencionar los mds importantes. Pero la ventaja que guarda £,
histolytica comparado con estos Gltimos es:

= No tiene vectores.

«  No tiene huéspedes secundarios.

*  Su ciclo de vida es sencillo comparado con el de otros pardsitos, (sélo dos
estadlos). -

*  Esun pardsito extracelular, caracteristica que favorece el uso de una vacuna
que aproveche los antlicuepos en contra de estg agente,

Inmunidad vs E. histolytica

Existen reportes de la adquisiclon de inmunidad protectora después de un episodio
invasivo con E. histolytica, En un estudio epidemiolégico individuos que habfan
padecido de absceso hepatico amibiano tenfan una tasa de riesgo de 0.2% de contraer
absceso hepatico amiblano comparado con pacientes controles que no habian padecido
de absceso hepético amiblano®, sugiriendo asi que una infeccidn previa extraintestinal
resulta ser protectiva. Estos hechos son respaldados por experimentos hechos en
regiones en donde la infeccion es endémica®, Experimentalmente, la inmunidad en
contra de la amiblasis puede obtenerse por la infeccién o vacunacidn; esto se ha
demostrado en diferentes estudios hechos con gerbos, hamsteres o monos vacunados
con amibas intactas o varias formas de antigenos amibianos, en donde se observa
proteccién en contra absceso hepatico amibiano®.

La fuente de ésta proteccion es controversial, con estudios de transferencla pasiva de
anticuerpos que respalda a la respuesta inmune humoral y con otros que demuestran
la vulnerabilidad de la amiba a células fagociticas activadas respaldando a la respuesta
Inmune celular, Sin embargo, una fuerte evidencia de la poca particlpacién de la
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inmunidad celular toma respaldo en los pacientes con SIDA, en donde aparentemente
no hay correlacién positiva entre SIDA y amibiasis, En cualquier caso, es probable que
ambas respuestas sean importantes dependiendo de la localizacidn y el contexto en
que se encuentre la amiba.

Respueta secretora en la amibiasis intestinal

Se ha encontrado respuesta secretora IgA contra antigenos amibianos en leche
materna, calostro, heces y saliva de humanos, asi como en bilis de ratas inmunizadas
con trofozoitos, heces de ratones Inmunizados con trofozoitos fijados en
glutaraldehido® y en heces de roedores inmunizados por via oral con la lectina por
afinidad a N-acetil-D-galactosamina®® 6 con un dodecapéptido de la protefna rica en
serina de E. histolytica (SREHP) acoplado a la subunidad B de la toxina del cdlera
expresado en una cepa atenuada de Salmonella typhimurium'®®. Nuestro grupo de
trabajo fué el primero en demostrar la capacidad de los anticuerpos IgA purificados de
saliva de paclentes de inhibir la adherencia de los trofozoitos a la célula blanco, paso
esenclal en el proceso citolitico de las amibas. Posterlormente, se demostré que los
anticuerpos IgA obtenidos en las inmunizaciones orales mencionadas anteriormente,
también son capaces de inhibir la adhesién a células epiteliales ¢ a lineas celulares de
mamiferos®,

Uno de los eventos que pueden respaldar de manera indirecta el papel protector de la
IgA en la amiblasis en humanos es la baja incidencia de amiblasis Intestinal que se ha
reportado en  nifios recién nacldos en un drea endémica de Africa (Bangladesh),
durante el tlempo en que son amamantados. De igual forma, otro estudio en la misma
drea demuestra clara asoclacidn entre la presencla de anticuerpos IgA contra la lectina
de adherencia GalNAc en nifios y su resistencia a una relnfeccién con E. histolytica,
aunque no por largos perlddos®, .

Estos datos sugieren que se podria desarrollar una vacuna oral a través de [a
estimulacidn de anticuerpos IgA de mucosas anti-amibianos que puedan bloquear la
adherencia de la amiba a células epiteliales lntestlna!es.

Candidatos a vacuna

Los primeros intentos de vacunaclén con en |a administracién de trofozoitos

muertos, asf como de antigeno total y-fracciones antigénicas, La mayorfa de estos
confirieron proteccién contra el desarrbllo de AHA en hamsteres y gerbos que son los
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' modelos - experimentales en que se han realizado !a mayorla de los ensayos de
proteccién hasta ahora.
Tres protelnas de £. histolytica se han utllizado en ensayos de proteccién 'y se han
propuesto candidatos para vacuna:
O La protelna rica en serina (SREHP)
O La lectina de unién a Gal/GalNAc
D La proteina rica en cistefnas de 29 kDa (CREHP)
Las caracteristicas que presenta cada una son:

a) SREHP (25kDa)

b)

Protelna con mditiples repeticiones en tandem que se encuentra en la
superficie del trofozolto,

Es altamente inmunogénica

Posee epitopos muy consevados

Se encuentran anticuerpos contra esta proteina en aproximadamente 80%
de los pacientes que sufrieron de absceso hepético amiblano®®,

La mayoria de los anticuerpos de pacientes con AHA se unen a las
repeticiones de dodecapeptidos y octapéptidos que dicha proteina posee, e
Inhiben la adherencia de la amiba a células epiteliales. '
La proteina recombinante y sus epitopos confleren proteccién contra el
desarrolio de AHA experimental en diversos experimentos* (Ve b1},

El interés en esta proteina ha generado varias patentes, entre ellas de
vacunacién,

Lectina especifica Gal/GalNAc de E. histolytica (260 kDa)

.

.

Es una proteina de superficlie con actividad de lectina.

Es la molécula principal en el proceso de adherencia de la amiba a la célula
blanco. Su bloqueo con azucares o anticuerpos monoclonales inhibe la
adherencia de los trofozoitos y su capacidad citolitica, 8%

Es altamente inmunogénica y tienen epitopos conservados ya que mas del
90% de los paclentes (de diferentes reglones) que desarrollan absceso
hepatico amibiano generan anticuerpos contra esta proteina®!, la mayoria
(89%) dirigidos contra la regién rica en cistefnas de la subunidad de 170
kDa. El 80% de los pacientes con colitis amibiana generan anticuerpos IgA
dirigidos a esta regi6én®2,
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La protelna natlva, Ia recomblnante y: su reglén rica en clste!nas conflere
proteccién contra el AHA experlmental en multlples ensayos* (ver table)

El gran lnterés en esta protelna ha generado multlples patentes, lncluyendo
su use como vacuna. ‘ '

c) CREHP (29 kDa)’

.

4 Localizacidn en superficle en donde es el antlgeno mas abundante Ilbre dei
tio] 929495

Es inmunogénica; aproximadamente el 80% de los paclentes que sufrleron
de un episodio de absceso hepdtico amiblano desarrollaron antlcuerpos en
contra de esta proteina %%, :
Es reconocida por anticuerpos 1gA de paclentes que sufrieron de absceso
hepético amibiano y amiblasis intestinal®® 5 .
Lta protelna recombinante confirld protecclén parclal contra ,A'HA
experimental en hémsteres* (ver tabla) - o
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Tabla de Ensayos de Proteccion
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mlmétopos

Xil. PHAGE DISPLAY

1) Caracteristicas Generales

Phage display se refiere a la expresion de péptidos o protelnas en la superficie de un
fago filamentoso, entre ellos el mas comin es M13. Generalmente, los péptidos
fuslonados o proteinas, se expresan en la parte amino-terminal de las protefnas de
envoltura del fago, Principalmente pVIII del que hay mas de 2000 copias y pllI del que
hay de 4 a 5 coplas por fago. En el sistema plIl se pueden fusionar péptidos o
protelnas grandes, mientras que en pVIII son pequefios (6 a 8 residuos) pero en 2700
copias.
Los sistemas de expresién de “phage display” son amplios y comprenden la expresion
' dé.; péptidos aleatorlos, epitopos/mimétopos definidos (reconocidos por anticuerpos),
bibllotecas gendémicas y de ADNc y fragmentos de ADN genémico,
Esté tecnologia aporta mds ventajas y posibilidades que otras técnicas: se pueden
‘al,slar', péptidos (epitopos) o proteinas de patégenos o anticuerpos monoclonales
usando repertorios de anticuerpos o péptidos expresados en el fago; identificacién de
“moléculas involucradas en la interaccién entre receptor-ligando, proteina-proteina,
k‘pi'otelna-ADN, enzlma-sustrato, entre otras; generacién de fagos capaces de unirse,
entrar y transcribirse en células de mamifero!®,

2) Bibliotecas de fagos para el mapeo de epitopos y el desarrolio de
vacunas!®’

Las bibliotecas de péptidos aleatorios se han utilizado para la identificacidn de péptidos
que son ligandos de ciertos anticuerpos sin conocer el epitopo exactamente. Las
bibliotecas de fragmentos de antigeno (AFL) han servido para identificar epitopos de
un antigeno protelco en especial, En muchos casos, se identifican secuencias
homélogas - al - epltopo orlglnal (mimdtopos) que funcionan en cuanto a
Inmunogenlcldad y reconoclmlento como el original. Sin embargo, la importancia de los
'péptldos ‘omo mlmotopos estructurales .de un epitopo a comparacién de los

funclonales, es que contactan al anticuerpo por interacciones
dlfe‘rgntes a las ,el epitopq orlglnal, pero no es clara todavia.
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La purificacién de un fago con su blanco se puede detectar por el incremento de fago
unido despuds de cada ronda de tamizaje y por ensayos de ELISA (Enzime-Linked
Immunoabsorbent Assay). Las condiclones que afectan afinidad y diversidad de las
clonas seleccionadas son: astringencia de los lavados, nimero de bioselecciones o
tamizajes (biopannings) y la concentracion de la molécula blanco o la densidad de la
molécula inmovilizada. La diversidad de las cionas disminuye después de mdltiples
rondas de purlificacién con alta astringencia. '

3) Fagos como acarreradores inmunogénicos para vacunacién

Una de las caracteristicas mas atractivas de la técnica de Phage Display, es el
identificar epitopos o mimdtopos de antigenos candidatos a vacuna. Una vez
identificados, él bacteriéfago filamentoso se utiliza como acarreador inmunogénico
para generar anticuerpos en contra de los péptidos recombinantes desplegados en el
amino terminal de las protefnas de cublerta. Su ventaja sobre otros acarreadores tales
como ovalbumina, el toxoide tetadnico, etc. es el que los epitopos B del fago estdn
limitados a los residuos externos donde estd expueta la secuencla del antigeno o
péptido. Esto significa que el fago suele inducir una buena respuesta de anticuerpos
contra la secuencia de interés, comparada con ia de otros acarreadores, por lo que no
requiere de adyuvantes.'®®

En 1994, Schellekens y cols.'® demostraron que un péptido proveniente de una
biblioteca aleatoria de fagos (RPL), identificado por -tamizaje con un anticuerpo
monoclonal especifico para la gllcoprotéfna D déi vlfus de herpes simple (HSV)-1 fué
capaz de conferir inmunidad protectiva a la lnfecclén de HSV-1 Incluso la aﬁnldad de
el anticuerpo monoclonal por el péptido RPL ‘derivado y el epftopo Ilneal natlvo fueron,
simllares. N R :

En varios trabajos de proteccién!®!1:12 ytjlizando mlmétopos se ha encontrado que
aquellos que Inducen una respuesta de anticuerpos protectora, corresponden a
epitopos de proteina lineales de los virus patégenos. Folgorl et al. '3 fue el primero en
demostrar que los sueros de pacientes con hepatitis C puede ser utilizado para
identificar mimétopos de epitopos reconocidos comunmente en el virus de hepatitis C.
Ya Identificados tanto mimétopos lineales como conformacionales, se utilizaron algunos
de estos fagos para inmunizar conejos, lo que resulté en una reaccién cruzada con el
virus HCV. Asf mismo, Scala et al. '** identificé varlos fagos que reaccionaron con
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diferentes sueros de personas Infectadas con HIV. Se inmunlzaron ratones con estos
fagos seleccionados y de manera significativa las IgG purificadas neutralizaron alslados
primarios de HIV-1, en un ensayo de infeccién /n vitro utilizando sangre humana
periférica. En pardsitos la técnica se ha empleado con péptidos de Plasmodium
falciparum (P1, P2). El poder utilizar uno o varlos mimétopos de epitopos de patégenos
sin utilizar a los patégenos completos atenuados o muertos o al antigeno completo
para desarrollar vacunas puede ser de gran utilidad, principalmente cuando no se han
identificado muchos de fos antigenos de un agente patégeno o no se pueden obtener
facilmente., Sin embargo hay que tener mucho cuidado en la seleccién de estos
péptidos, ya que pueden existir epitopos que favorezcan la Infeccién'?s,

Incluso ésta técnica es Gtil para dilucidar en parte la etiologia de ciertas enfermedades
autoinmunes, desarrollar métodos que las prevengan o para diagndstico en general.
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Il. HIPOTESIS

Sl se administra la proteina CREHP fusionada a la subunidad B de la toxIna i
del célera se podria generar tanto una respuesta secretora como una
respuesta sIs}émlca127 capaces de bloquear !a invasién de trofozoltos en un

; mo,dgio;de amlblaslﬁ Intestinal,

E jSl utlllzamo su o de paclentes recuperados de un eplsodlo de AHA para
g ‘selecclonar fagos que desplleguen péptidos, haciéndo uso de la técnica de

Phage Dlsplay}‘ se’ podrlan alslar epitopos 0 mimétopos que pueden ser
zados 0 vacuna 0 dlagnostlco de la amibiasis,
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. OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la capacidad de proteccién de la proteina CREHP (identificada por anticuerpos
IgA de saliva de pacientes infectados) fusionada a la subunidad B de la toxina dei
célera (CREHP-CtxB), as/ como de péptidos sintéticos identificados por “phage
display”, en modelos experimentales de amibiasis iIntestinal y extraintestinal
(hepético).

ESPECIiFiCOs

(}  Expresar en bacterias y purificar la proteina hibrida CREHP-CtxB (rlca en
cisteinas + subunidad B de la toxina del cblera) en cantidades suficientes
para realizar ensayos de Inmunizacién oral,

0 Inmunlzar ratones por via evaluar el nivel de protecclén en el modelo

de amlblasls lntracecal reportado por nuestro’ grupo“s

M Evaluar la respuesta lnmune secretor produceldn de',antl'éuerpos igA) y su

posible refacién con protecclén.

1 Alslar e !dentlflcar poslbles peptldo pr ect re ] en una blblloteca de fagos
expresando péptidos al azar (phage dISplay) utlllzando sueros de paclentes
con absceso hepético amibiano (tamlzar la b!blloteca)

(I Identificar los péptidos que portan los fagos alislados con los sueros de AHAh
por la técnica de Phage Display.
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IV. MATERIALES Y METODOS

ELABORACION DE LA CONSTRUCCION PARA EXPRESION
El gene de la proteina rica en cisteinas (-7aa en el extremo amino-terminal) aislado de
una biblioteca de ADNc A-ZAP 11 (Uni-2ap ™ XR Cloning Kit) de E. histolytica
HM1:IMSS, se amplificé por PCR utilizando oligos sintéticos disefiados para permitir la
insercion de los sitios de restriccién EcoRI en el extremo 5° y Ndel en el 3 ademas de
eliminar el codén de paro. El amplificado de 0.7 kb se purificé a partir de un gel de
agarosa al 1% en buffer de corrida TAE (amortiguador Tris 0.04 M-acetato, 0.001 M
EDTA) vy se cloné rfo arriba y en marco abierto con el gene de la la subunidad B de la
toxina del célera (CtxB) en el vector pv1542 usando ligasa del fago T4 a 16° C durante
toda la noche; la clonacion se demostré por PCR '3 (fig. 1),
Para la expresidn en bacterias, la construccién CREHP-CtxB se amplificé por PCR con
oligos que permitieron la insercidn de sitios de restriccién Hind III y EcoRI en los
_extremos 5°y 3' respectivamente, ademds de la eliminaclén del codon de paro de la
. subunidad B de la toxina, El amplificado de 1 Kb se purificé de un gel de agarosa al
0.8%'y se subcloné en los sitios de restriccion HindIII-EcoRI del vector de expresion
pET23a usando ligasa del fago T4 a 16 9C durante toda la noche como se describe en
el manual del fabricante (Gibco BRL). El coddn de paro de CtxB se eliminé para poder
clonar la construccién en marco abierto con seis tripletes del vector pET23a que
codifican histidinas Inmediatamente abajo del sitio de multiclonacién. La cola de
histidinas permite la purificacién de la proteina expresada a partir de los extractos
bacterianos por unién a cationes metélicos como el niquel.
La clonactdn del inserto se demostré por PCR y el mantenimiento del marco de lectura
asi como de la codificacién de la cola de pollhistidinas por secuenciacién automadtica,
Se purificé pldsmido de la construccién en pET23a y se transformaron bacterias de la
cepa de E. coli BL21(DE3) pLysS a través del sistema de choque térmico en CaCl;
(50mM) a 420C por 60 seg (Manlatis). Las clonas transformadas se seleccionaron en
presencia de penicilina (200ug/ml) y cloranfenicol (35 mg/ml) y se confirmaron por
amplificacién de la fusién por PCR en 1.5 ul de cultivo de las bacterias.
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INDUCCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

Cultivos diluidos 1:50 a partir de bacterias BL21(DE3) pLysS transformadas y crecidas
a 379C durante toda la noche en medio LB con los antibiéticos correspondientes, se
crecieron hasta una ODggo= 0.5 (2 h a 250 rpm y 379C) y se utilizaron para Inducir la
proteina recombinante con isopropyl-thio-B-D-galactopyranosido (IPTG), mismo que se
une al represor del promotor Lac en el genoma de la bacteria BL21 liberdndolo y
permitlendo la transcripcién del gen de la Polimerasa T7, el cual a su vez lleva a cabo
fa transcripcién del gen de la proteina de interés (Novagen, pET Manual System). Para
determinar las condiciones éptimas de expresién, se hicieron varlas pruebas con
combinatoria de factores como: medio de cultivo (Caldo Luria y Terrific Broth),
temperatura (37°C, 30°C y temperatura amblente), concentracién de IPTG (0.5 a 10
mM), volumen del cultivo (5, 50 , 100, 150 y 500 ml) y tiempo de induccidn (5, 8 y
24 h), La induccién se determiné por corrimiento de los lisados bacterianos en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15% (2.5ml acrilamida/bisacrilamida 30:0.8, 1.75 m!
Tris 1.5M pH 8.8, 1.25 ml H,0 bd, 50 ul dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20%, 65 ui
persulfato de amonio (APS) al 10%, 6.5ul de N,N,N’N’-tetrametiletilenodiamina
(TEMED) durante 1 h a 100 Voltios 15,

Con la finalidad de determinar si la proteina expresada se almacenaba en el citosol o
se-agregaba en cuerpos de inclusién, las bacterias se lisaron por congelacion y
sonicacién (7 veces en intervalos de 1 min en hielo) y se centrifugaron para separar
las dos fases, el sobrenadante & fraccién soluble (citosol) y el botén o fraccién
insoluble (membranas y cuerpos de Incluslén), La localizacién de la proteina expresada
se determind por corrimiento en SDS-PAGE al 15%.

PURIFICACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE CREHP-CTXB

Para purificar la proteina por cromatografia de afinidad de unién a metales (Chelating
Sepharose Fast Flor, Pharmacia Biotech), la fase insoluble (1ml) de las bacterias
transformadas e inducidas, se aplicd lentamente a las columnas de sefarosa HiTrap
(Pharmacia Biotech, USA) tratadas con NiSO, (10 ml de 50 mM), se lavd y las
proteinas unidas se eluyeron con EDTA 0.05% mM, pH 7.2, La pureza de la proteina se
determind por SDS-PAGE al 15%.
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”,Palr'p obtener los cuerpos de inclusién se cosecharon las bacterias inducldas, se lavaron
\en: buffer de fosfafos (PBS), se resuspendieron en el mismo buffer y se sonicaron, se
centrifugaron 40 min a 15000 rpm, se resuspendleron en 1 ml de Tris 0.05M pH 8.0 y
s desnaturallzaron usando urea 8M. A continuacién, la muestra se centrifugo a 15
‘ ,000 pm durante 15 min y el sobrenadante se vertié lentamente en la columna tratada
" con NISO4; De Igual forma la pureza de la proteina se determino por SDS-PAGE al
15%,
B Coﬁ la fl;nalrldad‘ de incrementar la cantidad de proteina, se purificé adicionalmente por
.{;'dvlfq&‘lén “a partir de geles SDS-PAGE grandes al 12% en los que se corrleron los
i extrattds totales a 100 Voltios durante 14 h, Se cortaron las bandas correspondientes
ala protelna Iinducida, se trituraron por su paso a través de jeringas y se colocaron en
3 mi de PBS a 4°C durante tres dias. Finalmente, la protelna elulda se colecté en los
sobrenadantes que contenfan los restos de los geles por centrifugacién a 5,000 rpm
durante 5 min,

En todo caso se determind la concentracién de proteina por el método de Lowry,
usando BSA como esténdar'3,

FUNCIONALIDAD DE LA SUBUNIDAD B DE L A TOXINA DEL COLERA

La funcionalidad de la subunidad B expresada en fusién con la proteina rica en
cistelnas se demostrd a través de un ensayo de unién a gangliésido GM1 (su ligando
en las células epiteliales), determinado por ELISA. Para ello, placas de 96 pozos se
senslibilizaron con 100 ng de GM1 (Avanti Polar Lipids Inc) en buffer de carbonatos pH
9.6 durante toda la noche a 4°C. Después de bloquear los pozos con PBS-BSA al 1%
durante 1h a 37°C, se agreg6 la protelna de fusién (250 ng/poze), una proteina
recombinante ARF (factor de ribosilacion de ADP) purificada por el mismo método (250
ng/pozo) como control negativo y CtxB (250 ng/pozo) como control positivo. Todos se
incubaron durante 1 hr a 37°C, se lavaron los pozos con PBS-Tween 0.05% y se
afiadlé un anti-suero de conejo policlonal contra la proteina recombinante, un
antisuero de conejo policlonal contra la proteina ARF (factor de ribosliacién de ADP) y
un antisuero de conejo policlonal contra la subunidad B de la TC, respectivamente;
todos diluidos 1:100 durante 1 h a 379C. Después del lavado, se afiadié un segundo
anticuerpo anti-total de conejo peroxidado (Zymed Laboratorios, Inc.) (dilucién
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1:1000) durante 1h a 37°C seguido del revelado con OPD (orto-fenil-enediamina) y
H,0, vy la lectura a 490 nm.

CULTIVO Y COSECHAMIENTO DE E. histolytica

Trofozoitos axénicos de E, histolytica cepa HM-1:IMSS, provenientes de absceso
hepético amiblano de hémsteres, se crecieron en medio de cultivo TYI-S-33'¥
suplementado con 15% de suero bovino adulto a 37°C. Los trofozoitos se cosecharon a
las 72 h de cultivo (fase de crecimiento logaritmica) por enfriamiento en hielo durante
10 minutos y centrifugacién a 150 x g durante 5 min a 4°C. Los trofozoitos se
resuspendieron en amortiguador de fosfatos PBS (15mM pH 7.2), se contaron en
cdmara de nuebauer y se ajustaron para el ensayo de infeccidn.

RATONES

Se utilizaron ratones hembras de 6 semanas de edad de la cepa C3H/He) que son
Insensibles a lipopolisacdrido (LPS) (Jackson Laboratory. Bar Harbor USA), libres de
parasitos que se mantuvieron en jaulas de platico estériles con filtro de aire y con
alimento y agua ad libiturn.

MODELO DE AMIBIASIS INTRACECAL EXPERIMENTAL EN RATONES
C3H/HeJ

Como antesala a los ensayos de proteccién, se procedié a reproducir y mejorar el
modelo de amibiasis intracecal previamente reportado por nuestro laboratorio'?, La
modificacién con respecto al protocolo previamente descrito, comprendié el uso de
trofozoitos axénicos recien recuperados de abscesos - hepaticos en hémsteres
(Incrementa la virulencla) en lugar de monoxénlcos, eliminando con ello todos los
problemas relacionados con la inoculaclén
la flora intestinal,

bacterlas y los cambios que conileva en

Se utilizaron 2 grupos ie§ Ca'da'uno‘.' Uné de los grupos se infecté
con amlbas, mientras, el otro r solo PBS Brevemente, los ratones se anesteslaron
con ketamlna (90 mg/kg) (Revetmex S.A, ) y xllazina (10 mg/kg) (Pisa S.A), se afeité

el area abdomlnal y se reallzé una Iaparotomla bajo condiclones asépticas para
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ekponer el ciego (apéndice entre el intestino delgado y el grueso). Se inyectaron 5x10°
trofozoitos en 0.15 ml de PBS, se selld el orificio con gelfoam (Pharmacia and UpJlohn,
S.A.), se regresé el ciego a la cavidad peritoneal y se procedié a suturar (Vyclil 4-0).
Veinte dias después, se sacrificaron los animales, se les extirpé el ciego, se analizé el
contenido intracecal y se procedié a hacer cortes histoldgicos de los mismos tefiidos
con hematoxilina-eosina.

INMUNIZACION DE RATONES CON CREHP-CTXB

Veinte ratones se dividieron en tres grupos: el grupo ! integrado por 8 ratones
inmunizados con la proteina recombinante (CREHP-CtxB) + toxina del célera (TC) en
PBS, el grupo 11 control consistente de 8 ratones a los cuales sélo se le administré TC y
el grupo 1II control consistente de 4 ratones a los cuales solo se le administrd PBS.

A todos los ratones se les anestesi6 ligeramente con éter y se inmunizaron por via oral
utilizando sondas de pldstico (Standard wall spaghetti tubing. Chemplast Inc. USA). Al
grupo I se le administraron 100 ug de CREHP-CtxB + 10 ug de TC en PBS-NaHCOaV 0.5
M (para neutralizar pH del estémago) los dias 0, 7, 14 y 21, De la misma forma se
traté ai grupo II, solo que a éste se le administaron 10 ug de TC en PBS-NaHCO3 0.5
M y al tercer grupo solo PBS. Se colectaron muestras de heces y suero los dias 0 y 21
(De Vos y Dick, 1991).

INFECCION INTRACECAL DE LOS RATONES CON TROFOZOITOS
DE E. histolytica Y ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE LOS CIEGOS

Slete dias después de finalizado el protocolo de inmunizacidn, todos los ratones se
infectaron intracecalmente como se describié anteriormente. El dia del sacrificio (47
post-inicio de la Inmunizacién) se colectaron muestras de heces y suero y se analizaron
las caracteristicas macroscdpicas de los ciegos antes de ser extirpados como: tamafio,
color, distencién, sangre y presencia de trofozoitos al microscoplo de luz. Una vez
extirpados, el borde libre de los clegos se sellé con hilo nylon, se les inyecté
cuidadosamente formalina al 10% en PBS y se guardaron en suspensién en la misma
solucién. Para el analisis histopatolagico se embebieron en parafina, las secciones del
tejldo se tifieron con hematoxilina-eosina y se fotografiaron bajo microscopla de luz,
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ENSAYOS DE ELISA

Las muestras de heces se pesaron, se resuspendieron en un volumen 5 veces mayor
que su peso en PBS con una mezcla de inhibidores de proteasa, se centrifugaron, se
colecté el sobrenadante y se guardaron a -70°C hasta su uso. Placas de 96 pozos se
sensibilizaron con 200 ng de la protefna recombinante CREHP-CtxB durante toda la
noche a 49C en buffer de carbonatos pH 9.6. Después de bloquear los pozos con PBS-
BSA al 1% a 370C durante 1 h, se les agregd 200 ul de los sobrenadante de las heces
6 200 ul de los sueros diluidos 1:100 y se Incubé durante 1 hr a 37°C. Se lavaron los
pozos con PBS-Tween 0.05% y se affadié un anticuerpo anti-IgA de ratén peroxidado
(Zymed Laboratorios, Inc.) para las muestras de heces o anticuerpos anti-Ig totales,
19G e IgM de ratén peroxidado para las muestras de sueros dilufdos 1:1000. Después
de 1h a 37°C, los pozos se lavaron de la misma manera y los complejos inmunes se
revelaron con OPD y H,02. Finalmente las placas se leyeron a 490 nm. Los ensayos de
ELISA se realizaron por duplicado para todos los casos.

ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR

El dfa del sacrificlo, se extrajo el bazo de los ratones inmunizados asi como controles
bajo condiciones de esterilidad en medio RPMI y los esplenocitos se obtuvieron por
perfusién. Las células se concentraron por centrifugacién, se resuspendieron en
solucién hemolisante durante 5 min en hielo y se lavaron con medio RPMI. Los
esplenocitos se resuspendieron en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal
(BSA) (10%) y antlbidticos (1%), se contaron y se ajustaron para colocar 5x10°
linfocitos/pozo en las placas de 96 pozos. Los ensayos se realizaron por triplicado en
un grupo de pozos a los cuales no se les ailadié nada, un grupo que se estimularon con
1ug/pozo de Concavalina A y otro grupo que se incubd con 5 ug/pozo de antigeno total
de amiba, preparado por calentamiento y enfriamiento en amortiguador con
inhibidores de proteasas. De Igual forma 5x10° esplenocitos se afiadieron a placas
previamente sensibilizadas con anticuerpos (Zymed Laboratories, Inc.) anti-CD3, anti-
CD28 y con la mezcla de ambos, Las placas se Incubaron durante 48 h a 37°C con 5%
de CO; y 95% de humedad. Al cabo de este tiempo, las células se pulsaron con
timidina tritiada (1uCi/pozo) y se continuaron incubaron durante 18 h y se cosecharon .
mediante un cosechador automatico. La incorporacién de timidina tritiada se determln6
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en un contador beta de centelleo y los resultados de las cpm se expresaron como
indices de proliferacion con base en las lecturas de fondo.

SUEROS DE PACIENTES CON ABSCESO HEPATICO AMIBIANO (AHA)

Se utflizaron 2 sueros de pacientes con AHA diagnosticados por ELISA y puncion
hepdtica que se confirmaron en nuestro laboratorio por ensayos de Western blot
contra antigeno total de amiba usando metodologia estandar (Towbin y col, 1979).

WESTERN BLOT DE SUEROS DE PACIENTES CON AHA CONTRA
ANTIGENO TOTAL DE E. histolytica

Se corrié antigeno total de E. histolytica en un gel de acrilamida al 12% (SDS-PAGE)
y se transfirid a una matriz de nitrocelulosa a 0.7 amperios durante 45 min. Tiras de 3
mm se bloquearon con 3% BSA en PBS-Tween 0.5% durante toda la noche a 4°C, Una
vez bloqueadas, las tiras se incubaron con los sueros diluidos 1:100 en PBS-Tween-
BSA 1% durante toda la noche a 4°C, Después de los lavados con PBS-Tween 0.3%,
las tiras se incubaron durante 2 h a atemperatura ambiente con un anticuerpo de
cabra anti-Ig total (Zymed Laboratorios, Inc,) de humano acoplado a peroxidasa en
dilucién 1:1000. Las tiras se lavaron Igual y los complejos inmunes se revelaron con 4-
cloronaftol y H,0, (Towbin y col. 1979),

BIOSELECCION

Utilizando el protocolo del fabricante (Phage Display Peptide Library Kit, New England
BloLabs, Inc.), se sensibilizaron 8 pozos de una placa de 96 pozos (Maxisorp) con 2 ug
de anticuerpo monoclonal anti-Fc de IgG humano (Zyme_d Laboratories, Inc,) en 100 ul
de PBS por pozo durante 1 h a 37°C. Después de 10 lavados con 100 ul de PBS/pozo,
éstos se bloquearon con 200 ul de PBS-BSA 3% durante 90 min a 37°C, Los pozos se
lavaron de la misma manera, se les agregd uno de los sueros de absceso hepdtico
amiblano (AHA) humano diluido 1:100 en 100 ul de PBS a cada pozo y se incubaron
durante 1 h a 379C., Después de repetir los lavados se guardd la placa a 49C durante
_toda la noche, Al dia slgulente se afadié a cada 4 pozos, 100 ul/pozo de una dilucién
v'1 14 en PBS- BSA 0.1% de las dos bibliotecas de fagos M13 que se utliizaron (C7Cy D7:
'concentraclén. 2x10'! fagos/ml y diversidad: 10° fagos/ml; New England Blolabs, Inc.)

= y se dejo Incubando a 49C durante 270 min. Después de 10 lavados con PBS frio, los
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fagos adheridos se eluyerdn por incubacién con 100 ul/pozo de glicina 0.2M /HCI pH
2.2 por 10 min a temperatura ambiente y después 10 min a 379C. Los sobrenadantes
de - las bibliotecas ‘(400 ul/ biblloteca) se recolectaron en un tubo eppendorf y se
neutralizaron con 25 ul de Tris base 2M pH 8.0, Con la finalidad de incrementar la
especlflcldad’de los fagos adheridos a los anticuerpos AHA, se realizaron un par de
rondas mds (la segunda con el mismo suero y la tercera con otro) sigulendo el
protocolo anterlormente descrito, '

TITULACIéN DE LOS FAGOS

- Se | lnoculé una colonia de E. coli cepa ER2537 F* (con pili) en 10 ml de medio 2YT
‘(169 ‘bactotriptona, 10g de extracto de levadura, 5g NaCl por litro) y se dejé
incubando durante toda la noche a 37°C en agitacién a 250 rpm. Al dla siguiente, se
Incubaron 200 ul de estas bacterias con 1 y 500 ul de una dilucién 1:1000 de los fagos
‘obtenidos por cada biblioteca en presencla de X-gal/IPTG (1.25 g IPTG, 1g Xgal (5-
Bromo-4-cloro-3-idolil-p-D-galactosido)) para Identificar por color azul "aquellas
bacterlas infectadas por los fagos. Esta mezcla se sembré en medio sélido LB Top-
Agar (10g bacto-triptona, 5g de extracto de levadura, 59 de NaCl, 1g de MgCl,-6H,0,
7g de agarosa por litro) y se incubé a 37°C durante toda la noche. i

AMPLIFICACION DE LOS FAGOS

A partir de un cuitivo nocturno de bacterias ER2537 F* se inocularon 500 ulydel cultivo
y 390 ul de los fagos eluldos en las diferentes rondas de bioselecclén en 50 ml de
medio 2YT y se dejaron incubar a 37°C durante 270 min a 280 rpm. Una vez
infectadas, las bacterias se centrifugaron a 6000 rpm durante 15 min a 4°C, se
recolectd el sobrenadante, se le agregé 1/6 de PEG/NaCl (20% w/v polietilén-glicol-
8000, 2.5 M NaCl) para precipitar a los fagos y se dej6 durante toda la noche a 4°C. -
Al tercer dia, se centrifugaron los fagos-PEG a 14000 rpm durante 10 min, se
resuspendieron en 1 ml de buffer TBS y se repitié la centrifugacién a.14000.rpm -
durante 5 min a 4°C. Se tomé el sobrenadante y una vez mds se agregd 1/6 de
PEG/NaCl y se colocé en hielo durante 1 h. Se centrifugaron los fagos durante 15 min a
14000 rpm a 4°C y el botén se resuspendié en 200 ul de TBS Restos de detrltos
bacterianos se eliminaron_ con ot o‘clclo de centrlfugaclén . :

Se hizo una dlluclon 10‘J del fago y se procedié a titular utlllzando eI metodo ya
descrlto Al cuarto d!a y qulnto dlas se determlné el titulo de los ampllflcados y se
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calculd el volumen adecuado para tener 2x10'? ufp (unidades formadoras de placas)
por amplificado de cada biblioteca.

CARACTERIZACION DE LAS CLONAS OBTENIDAS POR
BIOSELECCION

A.  Amplificacién de las placas

Se tomaron 20 clonas aleatorias de la segunda y tercera rondas de bioseleccién
“biopanning” por cada biblioteca y se transfirié cada una a 10 ml de medio 2YT con
bacterias ER2537 provenientes de un cultivo nocturno y diluidas 1:100, Después de
una Incubacién a 37°C y 200 rpm durante 5 h, se tomo 1 mi del cultlvo para
purificacién de ADN de cadena sencllla y a los 9 ml restantes se les agregé 1/6 de
PEG/NaC! y se dejaron a 4°C para la titulacién como se describié anteriormente.

B, Purificacién de ADN de cadena sencilla y secuenciacién

A 14ml/’,'clona de las muestras amplificadas, se le agregd 400 ul de PEG/NaCl y se
incubd Incubar a temperatura ambiente durante 10 min. La mezda se centrifugé a
14000 rpm durante 10 min a 4°C, se deseché el sobrenadante, se repitié este
procedimiento y finalmente se resuspendié en 400 ul de buffer de yodo 4M (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA', 4M Nal). El ADN se preclpité por adicién de 500 ul de etanol
absoluto durante 10 min a temperatura ambiente y centrifugacién a 14 000 rpm
durante 10 min. El botén de ADN se lavé con etanol al 70%, se secd, se resuspendid
en 15 ul de H,O megapura y se guardé a ~20°C hasta su uso, La pureza y la
concentracién del ADN de cadena sencilla se comprobd por electroforesis en geles de
agarosa al 1% y finalmente se secuencié en un secuenciador automatico con el uso de
los oligos ~28gI1I y -96 glIII (Phage Display Library Kit, New England Biolabs, Inc.).

C.  Andlisis computacional de las secuencias de ADN de cadena sencilla

El analisls computacional en busca de secuenclas homoélogas se realizé en la base de
datos del National Center of Biotechnology and Ingeniery (NCBI), usando el servicio de
alineamiento y analisis de homologla BLAST (Short Peptides) y ademds con secuenclas
de E. histolytica de la base de datos TIGR (The Institute of Genome Research).
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V. RESULTADOS

ELABORACION DE LA CONSTRUCCION PARA EXPRESION

La amplificacidn por PCR del gene completo que codifica para la proteina CREHP de 29
kDa mostré una banda de 0.7 kb en un gel de agarosa 1% (Fig. 1A). La clonacién en
el vector pv1542 que contenla la CtxB fue comprobada por PCR mostrando una banda
de 1 kb correspondiente a la asociacion de CREHP con CtxB (Fig. 1B). El
mantenimlento del marco abierto de lectura entre los dos genes se comprobd por
secuenclacién automdtica con oligos de los extremos e internos. A continuacién, la
fusién CREHP-CtxB se subclond en el vector de expresién pET23a y al igual que la
anterior se demostré por PCR (Fig. 1C). La Fig. 2 muestra la secuencia de la proteina
de fusién y su seguimiento con la secuencia de la cola de poli-histidinas aportada por
el vector. Para su expresién, se transformaron bacterlas BL21 (DE3) plys que son
resistentes a cloranfenicol gracias a el pldsmido pLys. Las clonas transformadas se
Identificaron por resistencia adicional a ampicilina y se confirmaron por amplificacién
de la banda de 1 kb directamente a partir del medio de cultivo (Fig. 1D).

PURIFICACION DE LA PROTEiNA RECOMBINANTE CREHP-CTXB

La fase insoluble se pasd directamente por columnas de sefarosa tratadas con cloruro
de niquel; sin embargo, no se pudo recuperar la proteina de los sobrenadantes lo que
suglirié que ésta pudo haberse acumulado como cuerpos de incluslén. A partir de esta
deduccion, se desnaturalizaron los cuerpos de inclusién usando urea y el preparado se
pasé por la columna, obtenlendo asi la proteina purificada demestrado en SDS-PAGE
 (Fig. 3C). La cantidad méxima de protelna obtenida por columna fue de 50 ug.

Con la finalidad de incrementar la cantidad de proteina para Inmunlzacién oral, se
purificé adiclonalmente por difusién a partir de geles SDS-PAGE grandes (Fig. 3D).
Este sistema permitid la obtencidn de una mayor cantidad de proteina por lo que se
utilizd en el resto del protocolo de purificacién hasta obtener la cantidad necesaria
para las inmunizaciones.
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Fig. 3. Induccion y purificacién de la proteina recombinante CREHP/CtxB.
PM. Posos Moleculares, A. BExtracto de bacteria no inducido, B, Extracto
de bacteria inducido, C. Proteina purificnda por afinidad, D. Proteina
purificada por elucién.
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Fig. 4. Funcionalidad de Ia subunidad B de la Toxina del Célera demostrada a través de un
ensayo de unidn a Gangliésido GM1, determinado por ELISA. La proteina no relacionada ARF
se usd como control de especificidad.
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FUNCIONALIDAD DE LA SUBUNIDAD B DE LA TOXINA DEL
COLERA (CTxB)

La funclonalidad de CtxB expresada en fusién con CREHP se demostré a través de un
ensayo de unién a gangliésido GM1 (su ligando en las céluias epiteliales), determinado
por ELISA. Los resultados de las lecturas demostraron efectlvamente la unioén de la
proteina recombinante a GM1 a diferencia de un control no relacionado como la
proteina recombinante ARF de E. histolytica purificada por el mismo método (Fig 4).
Con este ensayo se demostrd que CtxB expresada en fuslon con la CREHP mantuvo su
capacidad de unirse a GM1 y por lo tanto, como se ha reportado, podia ejercer su
funcién de adyuvante de la respuesta secretora al facilitar la toma de CREHP por la
células M de las placas de Peyer y su presentaclén a las células inmunes adyacentes,

MODELO DE AMIBIASIS INTESTINAL EXPERIMENTAL EN
RATONES C3H/HEJ

La reproduccidn de la infeccién amibiana en clegos de ratones C3H/He) por inoculacién
Intracecal de trofozoltos axénicos recién recuperados de abscesos hepéticos amiblanos
en hdmsteres resultd en aiteraciones macroscépicas de los clegos asli como de la
Integridad de epitelio cecal determinado en cortes tefiidos con hematoxilina-eosina
similares o aln mds severos que los observados con los trofozoitos monoxénicos
(Tabla I). Los:clegos de los ratones infectados mostraron sefiales de inflamacion,
mucosidad, dlarrea y trazas de sangre, mismos que se correlacionaron con el dafio
general. de la ‘superficie’ de la mucosa y la presencla de abundantes trofozoitos
adheridos a los enterocitos o en la luz intestinal, incluso algunos de ellos con
eritrocitos fagocitados (fig 5). Estos resultados comparados con aquelios de controles
no infectados, demostrardn la reproduccién del modeio de Infeccién que afios atrds
reporté, nuestro grupo de trabajo'?. pero ahora con cultivos de amibas axénicas en
lugar de monoxénicas. SUTE T R
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Tabla I. Caracteristicas macroscdpicas de los ciegos de los ratones infectados

At ST L sy e e ST

egalix

Ratones Ciego Contenido Intracecal Trofozditos | Esplenom
Inflamado  Palido Amarlilento y diarelco
1 v v v v
2 v v J
3 o ]
4 ¥ N
5 + N
| RN v
7. v N
8 ¥ )
9 < N]
Inflamado: Aumento de tamafio
Espl lia: Tamado de bazo ado




Fig. § Cores histolagicos de ciego de ratones. A. de un raton normal. B. Infectado con troforoitos asociados a la superficie de la

mucosa. Los trofozoitos estin sciialados con una flecha
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n. rio. D. Con trofozoit

Fig 5. Cortes histologicos de ciego de ratones. C. Con trolozoitos ¢n la luz intestinal ¢ infiltrado i
erilrofagociticos (*) y crosion de la superficic epitelial. Los trofosoitos estan scfialados con una flecha.
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Fig 6. Determinacion de anticuerpos IgA anti-CREHP-CtxB en sobrenadantes de heces de los ratones
Inmunizados por ELISA. Grupos: P = PBS, TC = Toxina del Célera, C=CREHP-C1xB + TC.
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Fig 7. Determinacion de anticuerpos Ig's totales, IgM e 1gG anti-CREHP-CTXB en suero de ratones inmunizados
por ELISA. Grupos: P = PBS, TC = Toxina del Célera, C= CREHP-CixB + TC.
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EVALUACION DE RESPUESTA INMUNE SECRETORA (IgA) POR
ENSAYOS DE ELISA

Una vez inmunizados los ratones como se describié en materiales y métodos, se
procedid al andlisis de la respuesta inmune humoral local y sistémica. La determinacidn
de anticuerpos IgA secretores anti-CREHP/CtxB se determind en heces de los ratones
por ensayos de ELISA. Como era de esperarse, sélo el grupo experimental al cual se le
administré la proteina recombinante CREHP-CtxB generd anticuerpos IgA especificos
aunque con niveles variables entre los diferentes ratones iInmunizados (Fig. 6). Los
grupos controles a los cuale\s sblo se les admistré PBS y toxina del célera (TC) no
mostraron reaccién en el ELISA antes ni después de la inmunizacidn.

EVALUACION DE LA RESPUESTA SISTEMICA (INMUNOGLOBULINAS
TOTALES, IgG E igM) POR ENSAYOS DE ELISA

La determinacién de anticuerpos totales, IgG e IgM anti-CREHP/CtxB se determind en
suero de los ratones por ensayos de ELISA. El grupo experimental al cual se le
administrd 1a proteina recombinante CREHP-CtxB por via oral, generé altos titulos de
anticuerpos séricos especificos en todos los ratones (Fig. 7). Interesantemente, el
andlisis de isotipo demostré que se trataban de anticuerpos IgM presentes atn
después del protocolo de inmunizacién de 4-5 semanas, con poca o casl nula respuesta
del isotipo 1gG. El suero de los ratones controles inmunizados con TC o a los que sélos
se les administré PBS no mostraron reaccién en el ELISA antes ni después de la
Inmunizacién.

ENSAYOS DE PROTECCION DE RATONES CON CREHP-CTXxB

El andlisis de los ciegos de los ratones en términos generales mostré que no hubo
proteccidn significativa contra la Infeccidn intracecal por inmunizacién con la proteina
de fusién, bajo el protocolo de inmunizacién que se asumlid para este experimento. Se
tomaron en cuenta caracteristicas de los ciegos a simple vista como: tamafio, color,
contenido def gasés, mucosidad, sangre y presencia de trofozoitos al microscopio de
luz. Los cle§_bs de la mayoria de los ratones de los diferentes grupos, incluyendo el
Irirh_unlzadg' fcor‘\k‘f‘ CREHP/CtxB, mostraron caracteristicas asociadas a la Infeccién
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Intracecals - inflamacién, distencién, vascularlzacién, abunadante moco, . sangre y"
trofozoitos en el contenido intracecal bajo el microscopio (Tabla'n) La ﬂnlca

excepclén, no significativa, fue el ratén inmunizado no, 7 de CREHP-Cth que mostrd ;
las caracteristicas del ciego de un ratén normal. i

Al lgual que las observaciones macroscéplcas de los ciegos, el anéllsls deilos cortes‘
histolégicos demostré la presencia de trofozoites en la luz Intestlnal 1] aso a
enterocitos y/o dafio de la superficie del epitelio intestinal (Flg. 8) »En nlngun caso se .
observé invasién de la submucosa o de organos extraintestinales como el h{gado :

PROLIFERACION CELULAR

Una vez sacrificados los ratones post-Inmunizacién e infeccién, se ex‘tréjefon'ylbs bazos
de manera individual, se procesaron y se reallzaron los ensayos de‘ proliferacién con
concavalina A (ConA) que es mitogénico por excelencia, antigeno total de E. histolytica
(AgT) y anticuerpos antl-CD3 y anti-CD28, moléculas esenclales en las vias de
activaclén primaria y secundaria de los linfocitos T. Los resultados mostraron qué l‘os‘
esplenocitos de los animales inmunizados con CREHP/CtxB, a diferencia de Ids otros
grupos controles (PBS y TC), mostratron una reduccién significativa o ausencla de la
proliferacién ante todos los estimulos ensayados (Figs. 9 y 10) ,-a excepclén de los
esplenacitos del raton no, 5 que proliferaron ante el anticuerpo anti-CD3, Por su parte, .
los esplenoditos de los grupos controles proliferaron ante todos los estimulos, con la
excepcidn de los anticuerpos antj-CD28 como era de esperarse, ya que involucra la via
secundaria de activacién de los linfocitos que por si sola, sin la participacién de la via
principal (CD3), no es capaz de inducir proliferacién. En el caso de proliferaclén
utilizando ambos anticuerpos se observd el mismo patrén que utllizando el anticuerpo
anti-CD3 (Fig.10).
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Tably i, Curncteristicas Generales de fos Ciegos de Ratones Inmunizados
con CREHP-CtxB e Infectados con E, histolytica

Ratén | Trofozoito Ciego
Inflamado | ,,... . Flatulento | Adherencias
(imayor tamaiio) Pélido | Amarillento (gas)__ [ (ciego pegndo)
TPBS | +++tr J v |
3 PBs 0
4 PBS 0 v v v
116 1 v J v
2TC | v v
dre 1] N J
41C + v v
6re 1 v
77C 0 Vv Vv
8TC 0 v J
| C-CLxl3 +++ v J
2C-Ctx3 0 N v v
3C-Cuxl3 et v v
16-Cuali + v v
6C-Cil3 0 v v
6 C-Uxl 0 v v
7C-CIxB 1
8 C-CixB 4t J v
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Fig. 8. Cortes histologicos de cicgo de ratones. A. de un raton normal. (N). B. de un raton al que s¢ Ic administro PBS
infectado con trofosoitos de £ fustolytica Los trofosoitos cstan sefiatados con wna flecha
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Fig 8. Cortes Instologicos de cicgo de ratones. € de un raton al que se le administrad toxina del colera (TC) infectado con trofozoitos
de I husiolyica y de un raton inmunizado con CRENP-CixB +TC ¢ infectado con Iroforoitos de E. histolylica¢ 0 )
Los troforvitos estin scialados con una flccha.
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Fig 9. Ensayos de proliferacion de itos de ratones i s ¢ infectados en p ia de ConA
y antigeno total (AgT) de amiba por incorporacion de timidina tritiada (11* ~ Timidina) .
Grupos: PP = PBS, TC = Toxina det Colera, C = CREHP-Cixl3 + TC.
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Fig 10. Ensayos de proliferacion de esplenocitos de ratones i izados ¢ infectados en pi ia de anti-CD3 y anti-
CDB8 por incorporacion de de timidina tritiada (H? - Timidina) . -
Grupos: P = PBS, TC = Toxina del Célera, C = CREHP-CtxB + TC.
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SELECCION DE SUEROS DE PACIENTES CON AHA POR WESTERN
BLOT PARA PHAGE DISPLAY

Para identificar péptidos predominantemente reconocidos en pacientes que se aliviaron
de un episodio de absceso hepatico amibiano (proteccion a largo plazo), se
selecclonaron sueros de paclentes con AHA por Western blot contra antigeno total de
amiba, Los 7 diferentes sueros de pacientes que sufrieron de un episodio de absceso
hepético amibiano, reconocieron una amplia variedad de antigenos de la amiba en
todos los rangos de peso molecular. De todos elios, se seleccionaron dos sueros, los
mas altamente reactivos para ser utilizados en la técnica de phage display (sueros #17
y #28) (Fig. 11).

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE PEPTIDOS POR PHAGE
DiISPLAY UTILIZANDO SUEROS DE PACIENTES CON AHA

El primer suero que se utilizd para el “panning” de la biblioteca de fagos fue el #28.
Los anticuerpos IgG de este suero se fijaron en placas de ELISA a través de
anticuerpos anti-Fc de IgG humana y la seleccidén se realizé sobre un par de bibliotecas
de fagos M13 de 7 y 9 aminoacidos, segun el caso (diversidad de 10%), Los fagos que
reconocieron los anticuerpos se recuperaron en buffer TBS, se titularon y se
amplificaron a través de la Infeccién en bactertas £. cofi y por reconocimiento a través
de tincién azul con X-gal. Posteriormente con la finalidad de lncrementa'r la-:
especificidad de los fagos seleccionados se realizdé un segundo "blopannlng 0
bleseleccion con el mismo suero 28 y un tercero con el suero # 17, lo que restrlnglé laf e
posibilidad de elegir fagos que se unieran lnespeclficamente alos antlcuerpos de AHA 'i:‘

En la Tabla I1I se muestran los resultados de los titulos obtenldos en Ias tres rondas de L

bioseleccidn, en donde se observa claramente un aumento del tltulo confor e se

lncrementan las rondas Io que se relaclona con un aumneto de la especlflcldad. S
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PM 17 28

21 kDa

Fig. 11. Western blot de suero de pacientes con
AHA en contra de Antigeno total de amiba,
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Tabla . Resultadoy de las 3 Rondas de Bioseleccion

Bibliotecal IR (ufp)* | 2R (ufp)* | IR (ufp)*
7an axiob 6x10° 2.16x10"

9 aa 6x10° axe® 1206

* ufp: unidades formadoas de placas

CARACTERIZACION DE LAS CLONAS DE FAGOS A TRAVES DE
LA SECUENCIACION DE ADN DE CADENA SENCILLA

Se aislé el ADN de cadena sencilla de 10 clonas de fagos elegidos al azar provenientes
de la segunda (10 clonas por biblioteca) y tercera (10 clonas por biblioteca) rondas de
bioseleccién de ambas bibliotecas (C7C y D7). Se secuencié cada una de las 40 clonas
en secuenclador automatico y se analizé la similitud entre las secuencias asi como
también con las secuencias reportadas para protelnas de £, histolytica'utlllzando el
sistema de andlisls computacional del NCBI Blast Short-Peptides y la base de datos
TIGR (The Institute of Genome Research),

Al hacer un alineamiento de las secuencias obtenldas de Ia biblloteca de 7aa, . se
encontrd la secuencia NHWASPR presente en 7 de fas 20 clonas secuencladas, Otra de
las secuencias SPLHATL se encontré en 2 de las 20 secuenclas, En total se obtuvieron
13 secuencias diferentes. La comparacién de las secuenclas, basada en la frecuencia
de aminodcidos en las diferentes posiclon'es, permitid establecer la siguiente secuencla
consenso: SHWAR/APN/A/R/T, La frecuencia de los diferentes aminoacidos fue de 4/13
secuencias presentaron serina (S) en la primera posicidn; 4/13, histidina (H) en la
segunda posicion; 4/13, triptofano (W) en la tercera posicién; 3/13, alanina {(A) en fa
cuarta posicién; 5/13, prolina (P) en la sexta posicién. En la Tabla IV se muestra
cada una de las secuencias obtenidas y el nimero de aminodcidos que al alinearlos
coinciden con los aminoacidos de ta secuencia consenso.

Al hacer un alineamiento de las secuencias obtenidas de la biblioteca de 9aa, se
encontraron 16 diferentes secuencias. Ninguna de las secuenclas se encontré repetida
y tres resultaron ser fago - silvestre. milentras que una secuencia provenfa
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Tabla I, Resultados de las 3 Rondas de Bioscleccion

Biblioteca] 1R (ufp)* | 2R (ufp)* { 3R (ufp)*
7an 4x10* 6x10° 2.16x10"

9aa 6x10° 3axte® | 7.2x10°

* ufp: unidades formadoas de placas

CARACTERIZACION DE LAS CLONAS DE FAGOS A TRAVES DE
LA SECUENCIACION DE ADN pDE CADENA SENCILLA

Se aislé el ADN de cadena sencilla de 40 clonas de fagos elegidos al azar provenientes
de ta segunda (10 clonas por biblioteca) y tercera (10 clonas por biblioteca) rondas de
bioselecciéon de ambas bibliotecas (C7C y D7), Se secuencié cada una de las 40 clonas
en secuenciador automdtico y se analizé la similitud entre las secuencias asi como
también con las secuencias reportadas para protelnas de £, histolytica utilizando el
sistema de andlisis computaclonal del NCBI Blast Short-Peptides y la base de datos
TIGR (The Institute of Genome Research), )

Al hacer un alineamiento de las secuencias obtenidas dezla'b‘lﬁllot'eca de 7aa, se
encontré la secuencla NHWASPR presente en 7 de las 20 dlonas secuencladas. Otra de
fas secuenclas SPLHATL se encontré en 2 de [as 20 seciencias, En total se obtuvieron
13 secuencias diferentes. La comparacién de las secuencias, basada en la frecuencia
de aminodcidos en las diferentes posiclones, permitié establecer la siguiente secuencia
consenso: SHWAR/APN/A/R/T. La frecuencia de los diferentes aminodcidos fue de 4/13
secuencias presentaron serina (S) en la primera posicién; 4/13, histidina (H) en la
segunda posicién; 4/13, triptofano (W) en la tercera posicidn; 3/13, alanina (A) en la
cuarta posicién; 5/13, prolina (P) en la sexta posicién. En la Tabla IV se rhUestra o
cada una de las secuenclas obtenidas y el nimero de aminodcldos que al allnearlos Iy
coinciden con los aminodcidos de la secuencia consenso. :

Al hacer un alineamiento de las secuencias obtenidas de |a biblioteca de 9aa, se.
encontraron 16 diferentes secuencias. Ninguna de las secuencias se encontré repetlda
y tres resultaron ser fago silvestre mientras que una secuencla provenfa‘
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aparentemente de un fago mutante. La comparacién de las secuenclas basada en la
frecuencia de aminodcidos en las diferentes posiciones permitié establecer |a siguiente
secuencia consenso: CL/SA/NQ/T*S/L/PLA/TC (*= R/P/T/S/G/Q/Y). La frecuencia de
los diferentes aminodcidos fue de 3/16 secuencias presentaron lisina (L) o serina (S)
en la segunda posiclén; 3/16, alanina (A) o asparagina (N) en la tecera posicién; 3/16,
glutamina (Q) o treonina (T) en la cuarta posicidn; 4/16, lisina (L) en la séptima
posicidn, 3/16, alanina (A) o treonina (T) en la octava posicién,

En la Tabla V se muestra cada una de las secuenclas obtenidas y el nimero de
aminodcidos que al allnearlos coinciden con los aminodcidos de la secuencia consenso.

El analisis computacional en la busqueda de homédlogos (Blast y TIGR) no mostrd
simititud significativa con ninguna proteina de E, histolytica, sin embargo se
encontraron en la biblioteca de 7aa (D7) dos secuencias consenso. En el caso de la
biblioteca de de 9aa (C9C) también se encontré una secuencia consenso pero
constituida por aminodacidos variables.
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obtenidas a partir de clonas de fagos aisladas en diferentes rondas de bioseleccion

Tabla 1V, Sccuencias de péptidos de 7aa

Clona Secuencin oy | Clona Secuencia Hoocl
CONCENS)
720 SPLHFPF n 7.0 YSPLUATL m
720 | NHWASPR sn 231 TIVARSA n
722 | NHWASPR ] .32 TDALRLT n
723 [NHWASTPR n 133 HDTVALG 1]
7214 | suwinen sn 7.34 NHWACPR s
725 | NHWASPR s 7.38 ‘NHWASPR s
736 | WDTRANN m 7.3 INHWASPR s
721 [ sLPOPVH 1 7.37 ‘NHWASPR 7]
7 |YSPLUATL n 738 HHAPGEPM 7]
7.2% PPWHNRDA n 130 TSISLFP on
Concensa H ¥ A RA P WART Sec. Dif, 13
12345 6 7

® y v ge refieren a la misma sccuencia, rospectivamente

Tabla V, Secuencias de péptidos de 9aa
obtenidas a partir de clonas de fagos aisladas en diferentes rondas de bioseleccién

Clona Secucncia Homoto | Clona Sccuencia Homolo
gia con see. gls con
Con, e, Con.
9,20 WT - 930 |CKKTQPLTC mw
9,21 CLTSRGSAC 59 931 |cscaeyYyTQC s
9,22 CQADPAALC m 932 [CPAQBSQSC 6%
9,23 WT - 93] |cPOQPGLHAC L]
CYMRTIMNC 3 934 |JCAGRYSHHNMC 4
CSFOHSRAC ) 9,35 WT .
CRNFGLL/ATC 1 93 [CNLALRFNGC w
CLATSLRRC m 937 |eNNATNKSC an
cC8SNUPEAGC L) 938 |C L 8V F VLILQC? B
CLLTQPLTC L] 939 |lCCUHRRPLLC m
¢ = R/P/T/S/G/Q/Y
Comeensn | € LIY AN QIT 5 M/L/F L AT Sec. 16
Dit.

WT: fago silvestre
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VI, DISCUSION Y CONCLUSIONES

El gen de Ia proteina rica en cistefnas de 29 kDa (CREHP) se logré fusionar al gen de la

“subunidad B de la toxina del célera (CtxB). La proteina de fusién de 40 kDa se expresé
en un sistema bacterlano y se purificd en suficiente cantidad para los ensayos de
Inmunizacién, La funcionalidad de CtxB se demostrd por ensayos de union a GM1 por
ensayos de ELISA. Con este ensayo se demostrd que CtxB expresada en fusién con la
CREHP mantuvo su capacidad de unirse a GM1 y por lo tanto, como se ha reportado,
podria ejercer su funcién de adyuvante de la respuesta secretora al facilitar la toma de
CREHP por la células M de las placas de Peyer y su presentacién a las células efectoras
adyacentes, Por otra parte, la infeccién intracecal en el modelo murino de amlbiasis
Intestinal con cultivos de amibas axénicas, mostré caracteristicas macroscépicas que
se relacionan con una infeccién severa; ademas en el examen microscépico de los
cortes histolégicos se observé dafio del epitelio Intestinal en diferentes grados. La
reproduccion del modelo sin la asociacién de las amibas con E. colf representa un paso
importante en la obtencion de un modelo experimental de amiblasis. intestinal
conflable, controlable y reproducible.

Teniendo los elementos necesarios para la inmunizacién, se administré la proteina :
recombinante combinada con TC por via oral a un grupo de ratones C3H/HeJ, mlebntra"sf_
que los controles sélo recibieron TC y PBS, El protocolo empleado resulté e‘ﬁ. la
generacién de una respuesta IgA secretora anti-CREHP en solo 5 de 8 an,lr’nalgrs. Slh
embargo, la generacidn de la respuesta es clara; especlalmente en dos de 'lros ratones
que mostraron niveles elevados de IgA, cuando se compara con los® controles,
Concomitante con la respuesta secretora, se generé una alta respuééta sérica
especifica antl-CREHP representada por anticuerpos de lisotipo IgM.en todos los
ratones inmunizados. El hecho de que la respuesta sérica fuera uniforme entre los
diferentes ratones a diferencia de la respuesta secretora, sugiere que CREHP/CtxB fue
absorbida en el intestino, pero que por razones desconocidas no fue capaz de generar
una repuesta secretora IgA en algunos ratones. Esto podria estar asociado a variables
dificiles de controlar cuando se administra preparados por via oral y de manera
m,ecénlca (rejurgitacién, niveles de absorcién, etc). Es importante sefialar que ambos
tipos de respuesta parecen estar dirigidos contra la CREHP en lugar de la CtxB, ya que
fos animales inmunizados solo con TC (que contlene CtxB) no mostraron reaccién
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significativa en ninguno de los ELISAS contra CREHP/Cth. Por otra parte, la
presencia de anticuerpos del isotipo IgM después de un protocolo de lnmunlzaclén de.
un mes, sugiere una falta de maduracién de isotipo que se relaclona con los resultados
obtenidos de las proliferaciones celulares. '

Los ensayos de proliferacién celular llevados a cabo sobre 'los esplenocitos de los
ratones Inmunizados y después del reto con E, histolytica mostraron una falta de
respuesta (anergia) de las células de los ratones Inmunizados con CREHP/CtxB a los
diferentes estimulos que se emplearon: ConA (lectina mitogénica por excelencia),
antigeno de amiba y anti-CD3. El hecho de que la respuesta celular estuviera abatida
en los ratones inmunizados por via oral con CREHP/CtxB, pero no en los controles
incluyendo los que recibieron TC, asi como el hecho de que a pesar de estar infectados
con amibas los controles si respondieron (hay reportes de inmunosupresién por
Infeccién con E. histolytica'?®), demuestra que la falta de respuesta estd asoclada a la
administracion de CREHP. La deficiencla en la respuesta celular Involucra fa via
principal de activacion y sefializacion de la célula T (MHC:TCR-CD3) ya que los
esplenocitos no respondieron ante el estimulo de los anticuerpos anti-CD3. Como era
de esperarse no hubo respuesta a través de anti-CD28 ya que este es un correceptor
que participa en la segunda via de activacién del linfocito T a través de su unién
natural con correceptores de la familia B7 presentes en las células presentadoras de
antigeno. La via de CD28 contribuye a la expresién de los receptores para las citocinas
autécrinas de las células T'2, Ante la ausencia de respuesta a través de estas vias, las
células T no proliferan ni producen citocinas, algunas de ellas necesarias para otros
fenémenos como la maduracién de isotipo de anticuerpos. Esto podria explicar la
presencia de los anticuerpos IgM en los sueros de los ratones inmunizados con
CREHP/CtxB, ya que éstos no habrian madurado a I1gG debido a la ausencia de
citocinas de células T CD4+ ayudadoras.

La respuesta de anticuerpos IgA secretores con ausencia de respuesta celular
sistémica, se ha relacionado con un estado de tolerancia oral, un fenédmeno fisiolégico
frecuente a antigenos y otras moléculas que penetran por esta via. La tolerancia oral
es el mecanismo por el cual el organismo regula la respuesta a nivel de la mucosa del
tracto gastrointestinal, inhibiéndola en el caso de la gran cantidad de moléculas que -
penetran con los alimentos o activandola en el caso de agentes patégenos. El
mecanismo que controla esta dualidad no es del todo conocido, pero se sugiere que es

. dependiente del grado de inflamacion que la molécula o el microorganismo es capaz de
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causar en el epitelio Intestinal**, Asi, se sugiere que existe un cierto umbral de
inflamacién que sl es sobrepasado desplerta la respuesta inmune y en caso contrario la
apaga a través de la tolerancia oral. Con respecto a la tolerancia (falta de respuesta)
son varios los mecanismos que se han propuesto: i) la generacién de TGFp por células
Th3 reguladoras'®1, ii) la generacion de linfocitos B provenientes del peritoneo que
producen IgA de una manera Independiente de células T'¥, iii) la generacién de
linfocitos B que fagocitan gran cantidad de antigeno soluble'*?, iv) la participacién de
correceptores MHC CD1 y gp180 presentes en enterocitos!®® y v) por un mecanismo de
migracién del antigeno al higado con activacién de células de Kupffer locales'™3,

Se ha documentado ampliamente que la administracién de la TC o de su subunidad
CtxB no producen tolerancia y que incluso Impiden el desarrollo de la misma contra
antigenos que se administren con ellas, Fue por esta razén y por su actividad
adyuvante de IgA, que se decidié fuslonar la CREHP con CtxB, Sin embargo, existen
algunos reportes recientes de generacidn de tolerancia periférica por administracién
oral de algunos antigenos acoplados a un adyuvante como CtxB''¢, De igual forma,
existe discrepancia entre si la TC abroga ia tolerancia o no, ya que uno de los primeros
experimentos realizados afirma la reversién de tolerancla con TC'8, mientras que uno
muy reciente reporta que en su caso TC no revirtié la tplerancla contra una protelna
recombinante fusionada a CtxB, algo muy'sem‘ejanté alo qué se observé en nuestro
caso'!”. Asi, en nuestro caso parece ser que se generé una tolerancia oral a pesar de
que la' proteina estaba fusionada aCtxB y que ademds se administrd TC.

Dentro de los tipos de tolerancia Qral descritos hasta ahora, el de supresién parece ser
el qug se [ndujo con CREHP/CtxB. En este caso, se puede generar una respuesta local
con ausencla de réspuesta periférica generalmente deblda a la administracién de dosis
repetldas de bajas concentraclones de antigeno (hasta 5 mg). En el otro caso de
tolerancla oral anérglca o de deleclon clonal, no hay respuesta en ninguno de los
compartlmentos Inmunes asoclado a la administracién de altas dosis de antigeno (25-
500 mg)na : :

La generaclon de tolerancla oral por supresién podria tener que ver con los resultados
‘negatlvos de proteccidn, ' Asl, la mayorfa de los ratones inmunizados desarrollaron la
lnfecclén al lgual que los’ controles, incluso en aquellos que desarrollaron respuesta de
: tlpo IgA especlﬂca La clave podrla ser la necesidad de la generaclén de la respuesta
IgA en mucosas ‘ademas de la activacién de la respuesta celular sistémica, ya que en

experimentos previos se habia logrado obtener cierto nivel de proteccién contra la
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amiba utilizando un protocolo que bloqueaba fa posibilidad de generar una tolerancia
(administraclén de una dosis intraperitoneal del antigeno). Esta observacién
correlaciona con el hecho de que sélo los pacientes recuperados de absceso hepdtico y
que por lo tanto ya desarroilaron una respuesta periférica humoral y celular contra la
amiba, muestran clerto nivel de inmunidad protectora a la reinfeccién.

El establecimiento de un protocolo para ensayos de proteccién no es algo facil. Queda
claro que es sumamente importante establecer un protocolo de inmunizacién muy
detallado tomando en cuenta multiples variables como la proteina candidato, el
adyuvante que se usard, la via de administracién, las dosis empleada, el ndmero de
veces de estas y su intervalo de aplicacién. La mayorfa de las veces estos protocolos
se van estableclendo de manera empirica debido a la gran cantidad de variables que
deben ser tomadas en cuenta. Basados en estos resultados y en algunas otras
.- observaclones, el grupo de trabajo se encuentra anailizando nuevos protocolos y
fbrnias de administrar los antigenos, entre ellos el consumo de plantas y frutos
fransgénlcos, asi como la Inmunizacién en mucosas con ADN,

Otra posibilidad es la identificacion de nuevos antigenos o de manera mas especifica
sus epitopos, sobretodo pertenecientes a pro_tglnas de superficie. En este sentido, la
técnica de Phage Display es una de las opciones mds adecuadas. En este trabajo,
adicional a el intento de proteccién con la proteina recombinante, hemos identificado
varlos epitopos a través de la técnica de Phage Display utilizando sueros de pacientes
con absceso hepdtico amibiano (AHA). Se aislaron 40 diferentes clonas a partir de dos
bibliotecas de fagos (C7C, D7), que reacclonaron con anticuerpos comunes de dos
pacientes con estas caracteristicas. Interesantemente, de la biblioteca de 7 aa se
identificé un péptido presente en 7 de las 20 clonas, lo que implica que se trata de un
epitopo 6 mimétopo (secuencia diferente al epitopo, pero con semejante estructura)
real, contra el cual estd dirigida buena parte de la respuesta humorai de AHA. De la
- librerfa de 9 aa no se pudo identificar ninguna secuencia repetida entre las clonas, sin
yembargo, al lgual que’ la de 7 aa, el alineamiento mostré varios aminoacidos
: : conservados en las dlferentes posiciones dentro del péptido, lo que permitié establecer
un par de secuenclas consensw SHWAR/APN/A/R/T para la de 7 aa y
: : < RIPIT/SIG/Q/Y) para la de 9aa. La busqueda de

/ "Lelshmama ma}or y Trypanosoma cruzi, pero no con proteinas de E. histolytica. De
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igual forma, la busqueda de homologla en la base de datos TIGR para E. histolytica
(proyecto de secuenciacién del genoma de E. histolytica) a nivel de nucleétidos, que es
lo que ellos reportan, no mostré homologias significativas. Esto podrfa indicar, que las
secuenclas identificadas son en realidad mimétopos mas que epitopos y que por lo
tanto no muestran homologia con las proteinas reportadas. También es posible, que
sean epltopos de antigenos de la amiba ain no identificados y cuya secuencla
gendmica es también aun desconocida. Cualquiera sea el caso, el hecho de que al
menos una de las secuencias sea tan ampliamente identificada abre la posibilidad de
utilizarla como candidato a vacunacién o como herramienta de diagnéstico que es otra
drea de sumo interés en el campo de la amibiasis ya que el kit que actualmente se
emplea (Entamoeba histolytica Kit 11, TecLab Virginia, USA) es sumamente costoso y
por lo tanto dificil de adquirir, sobretodo en poblaciones de tercer mundo, entre las
cuales estd México, La caracterizacion completa de estas clonas sigue su curso en
nuestro grupo de trabajo, para que en un plazo no muy lejano sean empleadas en
experimentos de proteccion en mucosas o blen para desarrollar un método de
diagnéstico de la amibiasis practico y a un bajo costo.

Hasta ahora no se han reportado trabajos de vacunacion efectiva contra la gran
cantidad de parésitos protozoarios patégenos para el hombre con excepcién de
malaria, en donde la vacuna sigue en experimentacién. Ain mds érido es el campo de
la vacunacidn oral contra parasitos protozoarios, entre ellos la amiba. Por otro lado, no
hay que perder de vista que gran parte de los sistemas de vacunacion vigentes tanto
contra virus como contra bacterias emplean a los organismos vivos o atenuados®?,
pero también los riesgos del uso de organismos atenuados son consliderables,
Desafortunadamente, el uso de trofozoitos completos no es una opcidn, sin embargo,
el uso de membranas totales o proteinas recombinantes de las cuales se puedan‘ :
eliminar (por diferentes técnicas) las proteinas o epitopos que favorezcan la infeccién

podria ser otra estrategia a considerar, O bien, buscar compuestos naturales como la ;.

leche materna y sus elementos con actividad anti-microbiana, cuyo efecto al parecer
va mas alla que solo los anticuerpos IgA. Asi, se sugiere que sus carbohidratos podrian
también tener un papel en la proteccién observada contra algunos patégenos'?'. En
ese sentido, estudios como el descrito en esta tesis contribuyen a la comprensién del
fenémeno Inmunoldgico asociado a la administracién de una vacuna oral contra £,
histolytica y con ello a los probable mecanismos de proteccion contra éste y otros
parasitos.
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