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Resumen

La amibiasis es la infeccién ocasionada por elgtr Entamoeba histolyticy
puede provocar infeccion intestinal o extra-intestide esta ultima localizacion, el absceso
hepéatico amibiano (AHA) es la forma mas frecueme acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, la amibiasis es consideradarahlema de salud publica en paises en
vias de desarrollo, por este motivo, recomiendatesérrollo de una vacuna oral. En este
sentido, el principal candidato antigénico pardedarrollo de dicha vacuna es una lectina
de union a galactosa & histolytica sin embargo, hasta el momento no se cuenta con un
adyuvante que sea eficiente y seguro para indespuesta inmune protectora en mucosas
para uso humano. En este trabajo, nosotros demmustnaor primera vez proteccion contra
el desarrollo de AHA en hamsteres producido porinmunizacion oral, nasal e
intramuscular con un baculovirus recombinante AcNg)£ conduce la expresion del
fragmento LC3 de la lectina d&. histolyticaen células del hospedero. Nuestros datos
muestran que todas las rutas de inmunizacion damegaltado una respuesta humoral y
celular antigeno-especifica que confiere protectodal (sin abscesos hepéticos) en 57.9,
21 y 55% de los animales inmunizados (via oralalnasntramuscular, respectivamente) y
proteccion parcial (absceso hepéatico<@0% del parénquima hepético) en el 21y 20% en
la administracion oral e intramuscular, respectieat®. Por otra parte, una alta proporcion
de células proliferantes por exposicion a antiggadrofozoitos, independientemente de la
ruta de inmunizacion fue observada. Ademas, aliadas de anticuerpos IgG séricos anti-
lectina deE. histolyticafueron solo parcialmente responsables de la mdteccontra

AHA.



También, el grado de proteccién se relaciond comXpresion de interferon gamma
(citocina relacionada a respuesta protectora ebiasié hepatica) y con niveles normales
de alaninoaminotransferasa (transaminasa cuyacébeviendica dafio hepatocelular). Estos
hallazgos sugieren que el baculovirus recombin&usPV-LC3 induce una respuesta
inmune celular, capaz de conferir proteccion ahtete de absceso hepético, por lo que
podria ser utilizado como un vector y sistema teréicion para la inmunizacion en

mucosas contra la amibiasis.



Abstract

Human amoebiasis is the infection causedbtamoeba histolytiggparasite that produced
intestinal or extra-intestinal damage, where theel@m liver abscess (ALA) is most
common. According to the World Health Organizatig??HO) the amoebiasis is
considered a public health problem in developingintees, for this reason they
recommend the development of an oral vaccine. is ribgard, the leading antigen for
vaccine development is a galactose-binding lettinyever, currently no exists an efficient
and safe adjuvant to human use that induced agbnetenucosal immune response. In this
work, we demonstrate for the first time protectiagainst the development of ALA in
hamsters induced by oral, nasal and intramusculanunization with an AcNPV
recombinant baculovirus driving host cell expressod theE. histolyticaLC3 Gal-lectin
fragment. Our data showed that all routes immuitratesulted in humoral and cellular
antigen-specific responses that conferred totakptomn (without liver abscess) in 57.9, 21
and 55% of immunized animals (oral, nasal and mtiscular respectively) and partial
protection (liver abscess id 20% of liver parenchyma) in 21 and 20% in oral and
intramuscular administration, respectively. In tbéher hand, a high proportion of
proliferating cells upon exposition to trophozasteintigens, independent of the route of
immunization was observed. In addition, high lewdl IgG antibodies in hamsters
immunized by all routes was obtained; suggestdhétGal-lectin 1gG antibodies may be

only partially responsible for protection againdtAd

Also the degree of protection was associated with éxpression of interferon gamma
(cytokine-related protective response in ALA) andthwnormal levels of alanine

aminotransferase (transaminase elevation indidepatocellular damage). These findings



suggest that the recombinant baculovirus AcCNPV-ii€lRices a cellular immune response
capable of conferring protection against the chagkeof ALA, and could be used as a

vector and delivery system for mucosal immunizatigainst human amoebiasis.



Antecedentes

La amibiasis es considerada como uno de los pates problemas de salud publica
por parésitos en paises en vias de desarrolloddestanundo. Esta enfermedad es causada
por Entamoeba histolyticaE. histolyticg, un parasito protozoario que es capaz de
colonizar la mucosa del intestino grueso del humaan pocos casos, el parasito es capaz
de invadir y esparcirse a otros érganos, ocasianandbiasis extra intestinal. Ya que es un
parasito que se adquiere con la ingesta de aglimgnéos contaminados, la transmision de
la enfermedad esta asociada a deficientes condiisanitarias prevalentes en paises en
vias de desarrollo, por lo que la implementaciomaglidas sanitarias, el diagnostico y
tratamiento oportuno son, en teoria, las medidaumtlas para controlar la morbi-
mortalidad de esta enfermedad (Carrero y cols, R0R6r otra parte, aun cuando el
tratamiento farmacolégico con nitroimidazoles, @mlayoria de los casos es efectivo, los
efectos secundarios condicionan su abandono y gdarito, falla terapéutica en los
portadores, lo que culmina en la prevalencia dedgi® en la comunidad. Como suele
suceder con muchas enfermedades infecto-contagiosassfuerzos que se han hecho en
algunos paises en vias de desarrollo a través mpafas para la implementacion de
medidas sanitarias, de diagnéstico y de tratami@nioacol6gico oportuno, no han logrado
su propdsito debido a la falta de consistencia gplacion extensiva (Alcantara y cols,
2008). Por estas razones, el desarrollo de unangamntra la amibiasis se mantiene como
una alternativa viable y tal vez, la herramienta refiectiva para el control y erradicacion

de esta enfermedad.



Historia de la amebiasis

A pesar de que el primer registro proviene de efi@s (460-377 A.C), la primera
descripcién de la amibiasis data de 1875 y fuézasdad por el doctor Fedor Aleksandrovich
Lesh en la revist&irchows Archiv fur pathologisch Anatomie und Pbiagie und fir
Klinische Mediziren donde publico el articulo titulado “Desarrollasivo de amibas en el
intestino grueso”. En este trabajo, describio elgganiento de J. Markow, un granjero que
presentd multiples evacuaciones diarréicas col@s-rgjizo acompafiadas de coagulos
mucosanguinolentos que al microscopio describiooctygran cantidad de células moviles”
gue reconoci6 como “parasitos animales o amibad&nes, describidé los sintomas
relacionados con la enfermedad como anorexia, ddddominal y tenesmo. Después de
varios episodios de remision, el paciente fallemé “sintomas de anemia acentuada y
agotamiento general”. Lesh le realiz6 una autopsita que encontro “edema y congestion
en la mucosa de la mitad inferior del ileon y ertiebo lesiones semejantes pero mas
extensas y cubiertas por una capa mucosanguinosatee las areas de ulceracion y
cicatrizacion”. Al realizar una observacion histgitta de las lesiones describi6 “infiltracion
celular en la submucosa y amibas”, semejantesentamtradas en las heces. De acuerdo a
esta observacion, ilustré y describié de manera pmegisa a los parasitos observados y al
comparar las caracteristicas de estas con las suaébaspecies conocidas, concluyo que las
amibas que encontr0 en Markow pertenecian a unsanespecie a la cual propuso
denominar Amoeba coli A pesar de que Lesh describidé una relacion direehte
proporcional entre el nimero de amibas encontradalss heces y la intensidad de los
sintomas y de que logré infectar a un perro corbasnprovenientes de heces de Markow,
no pudo resolver la interrogante de si la enfermdda producida por las amibas que él

aislé o si fue resultado de otra causa y las amiiiifastaron posteriormente al sujeto y



mantuvieron el proceso. Finalmente, concluyé quekMa inicialmente enfermé de
disenteria y las amibas constituyeron una infecsiécundaria que prolongé el proceso
inflamatorio. Por otra parte, el médico griego &tews Kartulis, public6 en 1886 un
articulo sobre el papel patdégeno de las amibassArthivesde Virchowy asegurd haber
encontrado 150 casos de disenteria; posteriormemt&387 realizé un estudio del absceso
hepéatico tropical en 20 pacientes en donde encamiibas en la totalidad de los mismos
(Romero-Caballero R, 2008).

El nombre deEntamoeba histolyticdue dado al parasito por Fritz Schaudinn en
1903. Por su parte, el parasitologo francés EmBitiempt en 1925, sugirio la existencia de
dos especies de amibas, una causante de enferimedat/a Entamoeba histolytigay
otra especie morfolégicamente indistinguible pepopatégenaHEntamoeba dispdr Esta
teoria estuvo basada en la observacion de un éhdivinfectado durante 8 afios con lo que
hasta ese momento se considefabhistolytica que no desarrollé enfermedad durante este
tiempo, ademas de la incapacidad de los quistesstdesujeto de producir infeccidon en
gatos (modelo considerado como susceptible a lkecdidn en ese tiempo). Ademas,
Brumpt observé la existencia de estudios epidemiot® que reportaban un porcentaje
importante de infeccion, aparentemente ir histolytica, en paises en donde la
enfermedad invasiva no se conocia. Por estos gaazoncluyé que la infeccion en estos
paises estaba dada por una especie diferentd ddidistinguir deE. histolyticaa la que
nombroE. dispar sin embargo, su teoria no fue aceptada en eseentonPor otra parte,
para 1919 se aceptaba la existenciaEdénartmannicomo una especie distinta &
histolytica(Romero-Caballero R, 2008).

La teoria de Brumpt quedo en el olvido hasta qué&éS¥3 el Dr. Martinez Palomo

publico un trabajo en el que encontro diferenciasaglutinacion entre aislados @&



histolyticade individuos con manifestaciones clinicas, dectog obtenidos de pacientes
asintomaticos. Este fue el primer indicio de urfardincia bioquimica entré. histolytica
patdgena y no patégena (Martinez-Palomo y cols)1973

Otro hallazgo publicado por Sargeaunt y cols er8lén la revista Transactions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygierajelo la posibilidad de diferenciar a
E. histolyticainvasiva y no invasiva por electroforesis de izias. En este trabajo, 85
muestras deE. histolytica fueron comparados por patrones de electroforesisres
enzimas: la glucosa fosfato isomerasa, la fosfaeghutasa y la L-malato NADP+
oxidorreductasa. Encontraron que las muestrasdiarpdividir claramente en dos grupos:
el primero que incluia aislados de los de paciecv@samibiasis invasiva y de portadores
asintomaticos, y el segundo grupo solo de portadasentomaticos (a este aislado lo
denominarork. histolyticano-patdégena; Sargeaunt y cols, 1978).

Este estudio fue apoyado por el trabajo de Stragheols publicado en Lancet en
1988, en el cual describieron diferencias antigenentre aislados de dos grupos (Strachan
y cols, 1988). Para 1989, Tannich y cols publicanontrabajo en el que encontraron
diferencias gendmicas entie. histolytica patogénica (HM-1:IMSS) y no patogénica
(Tannich y cols, 1989). Por otra parte, Martineze@ay cols en 1990 publicaron un
trabajo en el que encontraron zimodemos distingds. dhistolyticapatdégena y no patdgena
en areas rurales de México; interesantementetéinpde zimodemos patdégenos no mostro
correlacion con serologia positiva pdta histolyticapor inhibicion de hemaglutinacién
(IHA) (Martinez-Garcia y cols 1990). En ese misniim,ade Meeste y cols encontraron
diferencias entre las proteasas de cisteink.dastolyticapatdgenas y no patogenas (de
Meester y cols, 1990) y Petri y cols demostrarom cgpas patdogenas y no patogenas.de

histolyticapueden diferenciarse por anticuerpos monoclor@ata la lectina de unién a



galactosa (Petri y cols, 1990). Numerosos trabag@$ublicaron en los siguientes afios
describiendo diferencias entre estas cepas, hastarg1993, Diamond y Clark publicaron
el trabajo titulado “A redescription dntamoeba histolytic&chaudinn, 1903 (Emended
Walker, 1911) separating it from Entamoeba dispamipt, 1925” en la revista Journal of

Eukaryotic Microbiology(Diamond y Clark, 1993).

Sin embargo, no fue sino hasta 1997 durante dl S&minario sobre Amibiasis
realizado en la Ciudad de México, que un comit@&xjeertos de la Organizacion mundial
de la salud (OMS) aceptd la hipotesis de Brumptadexistencia de dos especids:
histolyticay E. dispar,determinado por los trabajos descritos anterioreneoh respecto al
analisis de isoenzimas, estudios bioquimicos, mtdees, inmunologicos y genéticos

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

Epidemiologia de la amibiasis

A mediados de los afios 80, se reportd que la asmbbcasionaba hasta 100 mil
muertes anualmente (Walsh, 1986). Una década despuéeporte epidemioldgico de la
OMS posicion6 a la amibiasis como la segunda calesamortalidad por parasitos
protozoarios, antecedida por la malaria (WHO, 198if) embargo, es necesario considerar
gue a partir de 1997, afio en que fuera aceptagai@m de Brumpt de la existencia de dos
especies d&ntamoebaidénticas morfologicamente pero diferentes en apacidad de
producir enfermedad en el hombie fistolyticay E. dispa), fue necesario replantear la
epidemiologia de la amibiasis pBntamoebatomando en cuenta que la mayoria de los

casos asintomaticos documentados podrian deb&rseispar.



Ademas, es indispensable mencionar la existenciatide amiba indistinguible
morfolégicamente de estas dos esped@gamoeba moshkovsKiE. moshkovsKij a la
cual solo hasta hace poco se le empezé a conselerstudios epidemiolégicos y no fue
encontrado asociada a amibiasis invasiva. La bigtion de estas especies de amibas es
cosmopolita; sin embargo, de manera general setaacgeE. histolyticay E. dispar
prevalecen en los paises en vias de desarrollotnasequeE. moshkovskie distribuye en
paises industrializados (Ximénez y cols, 2011)aEsportado qué&. histolyticaocasiona
manifestaciones clinicas en aproximadamente el5%9-8e las personas con amibiasis y
fue propuesto que el porcentaje restante cursanéeccion asintomatica; es frecuente que
estos individuos no reciban tratamiento, y por dmtd, se conviertan en eficientes
portadores y transmisores de la enfermedad. Simegyopya que estos datos no consideran
la infeccién porE. dispar el porcentaje de manifestaciones clinicastdristolyticadebe

aun de ser determinado (Ximénez y cols, 2009, &algtPPetri 2011).

El panorama se complica si consideramos la rexigniblicacion acerca del
aislamiento d&. dispara partir de pacientes con manifestaciones clirdeaamibiasis. En
Brasil, la cepa ICB-ADO d&. disparfue aislada de un paciente con colitis sin disémter
(Costa y cols, 2006), y se demostré que es caparodelcir absceso hepatico amibiano en
el modelo de amibiasis en hamster (Shibayama y 2067). Por otra parte, en México, se
demostrd la presencia de .dispara partir de ADN obtenido de material de absceso

hepético de seis pacientes (Ximénez y cols 2010)

Actualmente, la epidemiologia de este parasitoest®& redefiniendo mediante
técnicas inmunologicas (deteccion de antigeno iguweTpo) y moleculares (amplificacion

de la subunidad pequefia de rARN, ADN circular egteamosomal y 18s ARN) que han



mejora por el diagndstico para distinguir entreagsspecies (Ximénez y cols, 2011); de
esta manera, se pretende conocer de manera placiseidencia y prevalencia de la

amibiasis intestinal asociadd&abhistolytica.

Con respecto a México, la amibiasis sigue siemdproblema de salud publica, la
tltima encuesta seroepidemioldgica nacional masti@ seroprevalencia del 8.4% en la
poblacion general mediante ensayos de hemaglulimaodirecta (Caballero-Salcedo y
cols, 1994). Datos publicados en el cuaderno de JAINUD No. 36 dedicado a las
parasitosis intestinales en México publicado esriel 2002, mostraron que la incidencia de
la amibiasis durante el periodo comprendido entrafi®@ 1995 al 2000 disminuy6 de
manera importante en nifios menores de 4 afios,raseqie en el resto de la poblacién se
mantuvo en la misma tasa (Figura 1). Al compartarsedatos con la incidencia reportada
en el 2010 en el portal del Centro Nacional de Isfigiia Epidemiol6égica y control de
Enfermedades (CENAVECE), es considerable la disondmude la incidencia en todos los
grupos de edad en donde el intervalo es de 26410@®00 habitantes con una incidencia

de 426 por 100 000 habitantes (Tabla 1).
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Figura L. Incidencia de amibiasis intestinal por grupo de edad en el periodo de 1995-2004.
Fuente. Sistem: Unico de Informacion para Ia Vigilancia Epidemiologica/Direccion General de Epidemiologin/ SSA

A pesar de que la incidencia de esta parasitagistinal va en disminucién, la
amibiasis intestinal ocup6 la novena causa de taati durante el 2010, con mayor

predominio en adultos de 25-44 afos con un totdb@e 767 casos reportados (Tabla 2).

La amibiasis intestinal en el territorio naciotighe una mayor incidencia (990-
61288/100 000 habitantes) en los estados de Oaxd&&aerrero, seguidos por Nayarit,
Hidalgo, Chiapas, Yucatan, Campeche y Tabasco 969800 000 habitantes), después
por Baja California Sur, Sinaloa, Zacatecas, Sais Pwtosi, Veracruz, Morelos, Puebla,
Colima, Aguascalientes y Quintana Roo (396-693/000 habitantes), en el resto de los
estados del norte y centro del pais se preseriteitéencia mas baja (97.4-395/100 000

habitantes) (Figura 2).



Tabla 1. Incidencia de amibiasis intestinal por grupo de edad en México durante el 2010, Fuente CENAVECE, 2010,
http:/www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html

Incidencia de los casos nuevos de enfermedades por grupo de edad
Segun registro semanal de casos probables
Estados Unidos Mexicanos 2010
Poblacion General

odigo de la lista rupos de edad
Padocimionte Rakots: Tasa <1 1.4 5.9 10-14 15-19 20-24 25-44 45.49 50-59 60-64 65y+
CIE10a. Revision
JAssidum s e ramepeacta mm mendesics sum S 15 /w00 0 7535 1759 2368 2482 3524 10106 14073 9570 9710 7019 7509 4026
[ mohiams mtastimat 106.0-A06.3, A06.9 42692 104293 114624 65353 43192  297.68 29925 26475 35062 35807 45280  41580|
Anencetaiia™* 00.0 0.07 0.07 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Ascariasis B77 80.48 56.67 273.24 207.45 12124 64.12 44.60 29.93 48.36 35.75 49.45 38.58




Tabla 2. Principales causas de morbilidad por grupo de edad a nivel nacional durante el 2010 en México. Fuente CENAVECE, 2010,
http://www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html

Nomero Padecimiento U N — s
FIE1S. Reiin < 14 5.9 10-M  15-19 2020 25-M  45-49 5050  60-64  65y+  Igm Tota
1 Infeccons ospratonas agucas mng;go;%;gm 269152 6202461 4082598 2482922 1595030 148413 4803710 1167774 1789319 75316 1360050 14950 28366695
2 o matiespromsopmsnosysmaanss POV AVISIH sy qmuig segln %000 3@ 3R 10063 2434 M99 WG 9T 307 4923450
3 occonce vsumaras N30,N34,N390 2610 UG TR0 19S5 27497 3434 120402 28049 45229 188166 40396 5768 3671340
4 Uems gty ovoents K25 K29 NA NA NA 80353 128063 150843 54004 160554 20116 96731 177399 163 1664669
5 Outsmoga aqun HE5.0-H651 28618 110503 109054 6917 49760 4522 128511 36630 30819 16381 20444 645 654034
6 Gngwisy crmomonaoes perodoniaes K05 B0 12344 MM 42483 57724 63106 180808 55000 67891 30388 4132 1214 591881
7 Hpotonsin el noAs NA. NA. NA. NA 1680 562 113593 6606 1415 68350 140119 1424 539078
8 Copnivs B30,H100 B0 G476 53789 4367 36 34920 109819 31263 e1  16784 TG 945 499666
9 Anebiss et ADGO-AOG3A69 19801 87051 66430 46T 31117 20280 g1302 2190 32268 1365 26666 42 d627s]
10 Dioeos montus no mssmoaependerte (Tpo ) BN n 0 ) 20 M2 3420 8815 5138 1230 6072 004 863 420032




Estos datos estan claramente relacionados cossatrdllo socio-econémico de los
estados lo que indica que el uso de medidas hagiétietéticas es importante en el control

de la transmision; a pesar de ello, la amibiagisstmal es una enfermedad endémica y la

novena causa de morbilidad en México.

¢ Incidencia* de Amebiasis Intestinal
Ml México 2010

Tasa de Incidencia
97.4-395.1 (14)

396.0-693.0 (10)

- 693.1 - 990.5(6)
- 990.6 - 61288.2 (2)
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-
FUENTE: SUAVE/DGE/SALUD. SUIVE/ INEGI 2010
* Tasa por 100 000 habitantes

Figura 2. Incidencia ¥ distribucion de la amibiasis intestinal en la Republica Mexicana durante el 2010,
Fuente CENAVECE, 2010.

http:/www.dgepi.salud.cob.mx/anuario/html/anuarios.html

Por otra parte, de acuerdo a los datos publicadddJNSALUD en el afio 2002, la
incidencia de la amibiasis hepéatica se mantuvordera periodo comprendido entre el afio

1995 al 2000 y de acuerdo a este reporte, el glepedad mas vulnerable es el de nifios

menores de 5 afios (Ximénez C y cols, 2009) (Figura
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Figura 3. lnci(lenfia de ahsceso hepatico amibiano por grupo de edad en el periodo de 1995-2(HN).
Fuente. Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemioldgica/Direccidn General de Epidemiologia/ SSA
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Datos recientes obtenidos de la Direccion GerdgdEpidemiologia al 7 de agosto
del 2010, reportaron 48 casos de absceso hepatidmaao (AHA) en los estados de
Guerrero y Oaxaca, lo que coincide con la mayordemcia de amibiasis intestinal
reportada durante el 2010 en esos estados. Adesa&®g hacerse notar el aumento en el
namero de casos con respecto a los 9 casos reportacante el 2009 en los mismos
estados. Desafortunadamente, no existen reportel® decidencia del AHA a nivel
nacional; sin embargo, actualmente, se estima gumddencia del absceso hepatico
amibiano es de 10 por cada 100,000 habitantes @m& cols, 2009) lo que indica la

incidencia del AHA se mantuvo estable en nuestie @a los ultimos 15 afios.



Clasificacion taxonémica
Reino: Protista
Phylum Sarcomastigophora
SubphylaSarcodina
Claselobosea
Familia:Endamoebidae
Género y especiEntamoeba histolytica
El subphylum sarcodinasté constituido por organismos que tienen locaingaor
protrusiones citoplasmaticas denominadas seudopodo mas nucleos dependiendo del
estadio y que se multiplican por fision binaria. &sta clasificacion se encuentran las
amibas de vida libre, las amibas no patdégenas glemizan el intestino JEntamoeba

histolytica(Ravdin, 1988).

Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico deE. histolyticaes considerado monoxénico (Tay-Zavala, 2008)
y por lo tanto, la Unica fuente de infeccién y diggacion es el hombre; sin embargo, se
considera que los perros y los simios son res@y@unque su papel en la diseminacién
aun es demostrado.

La forma movil deE. histolyticadenominada trofozoito es el estadio vegetativo que
coloniza el lumen del intestino grueso en dondengétiplica y en algunos casos puede
invadir la mucosa coldnica ocasionando amibiagestmal (Al) y eventualmente, a traves
de diseminacion sanguinea por vena porta, lesierga-intestinales como el AHA, el
absceso cerebral y el absceso pulmonar (FigurAldynos trofozoitos durante su paso a

través del colon transverso y descendente, medigEanismos poco conocidos, se



diferencian a quiste, el estadio de resistenciaegpansable de la transmision entre
individuos. Estas estructuras de resistencia sere@das en las heces de los portadores
contaminando el agua y alimentos de consumo huntan@ndo el ciclo biolégico cuando
son ingeridos de nueva cuenta. Otra via de trar@m®co frecuente es por contacto
directo de trofozoitos de persona a persona lacaziona la amibiasis mucocutanea (Tay-

Zavala, 2008).
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Figura 4. Ciclo de vida de Entamocha histelyiica. Tomado de Carrero y cols, 2006,



Formas clinicas

Se define a la amibiasis como el desarrollo yagypeccion dekE. histolyticaen el
hombre y a la enfermedad amibiana, como la prodoccie lesiones tisulares con
manifestaciones clinicas (amibiasis invasora).m@msis intestinal se clasifica en 4 tipos:

amibiasis aguda disentérica, la colitis fulminatdegpendicitis amibiana y el ameboma.

La disenteria amibiana se caracteriza por evammesi mucosanguinolentas,
generalmente de tres a cinco por dia, o francantbateeica, las cuales se acompafian de
dolor en marco célico de leve a moderado y tenggmda disenteria no diarreica). Por otra
parte, la colitis fulminante se caracteriza poio2@as evacuaciones al dia acompafadas de
sangrado intenso, colico severo, tenesmo constambeexia, ndusea e hipertermia de 39 a
40 °C. En ocasiones, se describe un cuadro fraecqetitonitis por la perforacion
intestinal provocada por las lesiones ulcerosasitieas y confluentes encontradas en esta
patologia (Figura 5A). En cuanto a los amebomas) Esiones seudo-tumorales
constituidas por edema, fibrosis e infiltrado inflorio localizado en mucosa y
submucosa ulcerada y necroética de ciego, rectoosilgis, colon ascendente o angulos
hepéatico o esplénico del colon. Por udltimo, la aetis amibiana es clinicamente
indistinguible de la bacteriana excepto por disgatemibiana que acompafa el cuadro. En
estas formas clinicas, el diagndstico histopatotbgs indispensable (Alcantara y cols,

2008).



|

Figura 5. Amibiasis intestinal ¥ extra-intestinal. A Praza quunrgica de paciante con colitits amibiana. Se observan varias lesiones
noculares con centro nacratico. rodeadas de areas 2levadas de nmicosa edematosa e liperémica. B, Teleradiogratia de torax patognomaonica
de AHA que mnestra elevacion del henudiatragima derecho v plewnitis reactiva del nusme lade. O Tomogratia axial computatizada de
paciente con AHA en lobulo derecho. Tomado de Espimosa-Castellano M v Martinez-Palomo A, 2000 v Kamshka W, Garvin v James H.
Willig. 2010,

Por otra parte, la amibiasis extra-intestinal ss@nta en érganos como el higado,
pulmén, corazén y cerebro. La forma mas comun dbiasis extra intestinal es el AHA, el
cual se produce por diseminacion hematdgena deaarailtravés de la vena porta a partir
de un foco de amibiasis invasora en el intestimmegalmente, en estos pacientes no hay
antecedentes de disenteria amibiana o0 deteccion pmhasito en estudios
coproparasitoscopicos. Las manifestaciones clinisas malestar general, anorexia,
hipertermia de 39-40°C, hepatomegalia dolorosapalpacion, pérdida de peso y anemia.
La biometria hematica evidencia anemia, leucodtagsineutrofilia, sin embargo, el
diagnostico se realiza habitualmente a través debais de imagen como radiografia,
ecografia, tomografia axial computarizada, gamniigsaresonancia magnética (Figura
5By C). El diagnostico se confirma con serologisifiva y/o aislamiento del parasito en el
contenido aspirado de la lesion. Las complicacigmuesnciales del absceso hepatico son la

ruptura al mediastino, pleura pulmonar, pulmoén,icaedio, corazén, peritoneo o la



formacion de una fistula percutanea. Otras forneaprdsentacion extra-intestinal son la
amibiasis pulmonar y cardiaca, generalmente porptioation de la amibiasis hepéatica.
Por su parte, la amibiasis cerebral se diseminalpplexo venoso vertebral o a partir del

pulmén (Alcantara y cols, 2008), pero al igual tpenucocutanea es poco frecuente.

El tratamiento de la amibiasis intestinal asintoc@thabitualmente se basa en
medicamentos con accion amebicida en el lumen mielstino, como el furoato de
diloxanida, el iodoquinol, la paramomicina. En lafeccion intestinal sintomatica y
extraintestinal (AHA) se utilizan farmacos comaredtronidazol y el tinidazol (Gonzalez y
cols, 2009). En los casos de falla terapéuticageistencia al metronidazol (Orozco y cols,

2002), se adiciona cloroquina al tratamiento otdieaitinidazol.

Respuesta inmune en la infeccion por amiba

El conocimiento de los mecanismos patogenicosraiezoito dekE. histolyticay su
estrecha relacion con la respuesta inmune del Hespes indispensable para emplear las
herramientas adecuadas en el desarrollo de unaaaottosa para prevenir la amibiasis.

Una recopilacion de estos mecanismos, se muestaalabla 3.



Tabla 3. Mecanismos patogénicos de la amiba y respuesta inmune del hospedero. Modificada de Mortimery

Chadee, 2010

Meclécula

Mecanismo patdgeno

Respuesta del hospedero

Lectina de E. histolytica

LhLFPG/LELPG

Proteasas de cisleina

LhCFS

Superoxide dism.atas:
NADPH: Flivin
oxidorreductis:

Peroxiredoxina
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Eharginasa-1

Adherencia
Apoatasis
Fzgoritosis
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Dep eta aargin na cel ~edio

Rar pe wnioncs estrechas enoe CE
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Reconocidopor TLS 2y TLR4
Activacionde b kB

Monautosy macrofagos cxpresan:

TN -8, 0-1A -0 ¢ -2

Presen:ado aor CNda NT< exprezas: [Ty

Producc onde citocinas pro-inf amator as

Produce ende NOSy ROS por roac-Glagus ¥ neutrofilos

o
?

Induee respuesta nfla - atoria

PGEZ e - -
Inh be exzresian ce MHC Iy TNF Activaciénde CD hacic Thl7
Amebaporo Pentidos for~adn-es ce poros o
KFEP1 Lontacta Lo hozpedero an AHA Lesencadonainfle macion durante AHA

Resistenic a comaene~Los sanguineas v respocsta inf amalar a

Distr buc on, formezcidny liberacion de los “Caaping”.
EhROM1 Rorpe el duminio trans-membra ~al ce ¢ suburidad pesada de ¢ ?
Gal- ecti~, para el escape del sistema inmune,

Lalfcn aparesds a flantegnma similara receptor de
[SEhI NR fibro~eciina favorree lainteraccion con la matriz extra-eelu ar, 1o !
invasion v destruccia - del tejida

Abreviaturas: CRD, dominio rico en carbohidratos; PRR., Receptores de reconocimiente de patogenos; EhLPPG,
lipofosfopgptidoglicanc de £. listolvtica; EDLPG, lipopeptideylicano de £. trstanyuca: IL. interleucing; MUCZ, Mucina 2 MEC,
matriz extra celular; AHA, aksceso hepatico amibiano; ERCPS. Cisteinproteas 5 de Enmamceba histolytiva: H;Q;. peroxido de
hidrégzno; ERROMA, sennproteasa intra-memlzranal; ERSERF, sennproteasa de £, histolytca; POEZ, Prostaglandina Es;
EhROM1, proteasa romboide 1 de E. Afsteditica; MHC 1. complejo mayer de histocompatibilidad  clase 1l; CD, <élula
dendrntica; KERF1, proteina rica en acido glutamico y lisina.

Respuesta inmune innata en amibiasis intestinal

La mucosa intestinal posee una respuesta inmulaenexite regulada que es
indispensable para evitar la activacion de una uestp inflamatoria ante diversos
antigenos de la flora comensal y la dieta, dichdutazion permite mantener la barrera del
epitelio intestinal y evitar la invasién de micrganismos patégenos a la circulacién

sistémica. Esta regulacion inmunolégica esta dadangiltiples mecanismos como son: la



facultad de las células del epitelio intestinal (Ci#fe secretar enzimas bacterioliticas y
péptidos antimicrobianos que protegen a las supesfmucosas de microbios (Mortimer y
Chadee, 2010), la presencia de microorganismosadiota comensal que estimulan
constantemente la tolerancia inmunologica a unaliandpsersidad de antigenos (Artis,
2008), la presencia de sub-poblaciones de céldadriticas (CDs) que conducen a la
diferenciacion de linfocitos T a Treg y Treg indales (Trl, Th y T Foxp3) productoras de
IL-10 y el factor de crecimiento transformante b@&HM3) (Belkaid y Oldenhove, 2008) y
la expresion constitutiva de IL-10 y T@Gpor parte de las células epiteliales y de la
respuesta inmune (Hamano y cols, 2006). Por ste,plar IL-10 favorece la produccion
de mucina 2 (MUC2), el cambio de isotipo en célutagle IgM a IgA, suprime la
activacion de células presentadoras de antigenAg)Cf junto con TGB, promueve la
induccién de células T reguladoras (Treg) y tieneefecto anti-apoptético en células

epiteliales (Grazia y cols, 2001; Schwerbrock, 2Q@0%bu y cols, 2004; Ruiz y cols, 2005).

A pesar de estos mecanismos de regulacién, cudanbdarrera epitelial se rompe
ante estimulos potencialmente nocivos, las CEétida capacidad de presentar antigenos a
traveés del reconocimiento por receptores tipo TOLR) 2, 4, 5, 9 y por receptores tipo
NOD (1y 2) y son eficientes presentadoras de antignediante la expresion de moléculas
como el complejo mayor de histocompatibilidad (CMEIMH I, CMH I, CD1d, TL y
MIC-A/B (William, 2008; Mortimer y Chadee, 2010).| Eeconocimiento antigénico a
través de estos receptores, dispara en las CEptason de citocinas y quimiocinas como
las interleucinas (IL) IL-@, IL-1(3, IL-15, TNFa, IL-6 e IL-8 que reclutan células de la

respuesta inmune y crean un micro-ambiente prasmdtorio.



Durante el proceso de invasion de la barrera lgitpor el trofozoito deE.
histolyticg éste libera moléculas que afectan su integridadocla prostaglandina E2
(PGE) que tiene la propiedad de romper las unionesabstsede las CIE a través de su
union al receptor EP4 (Dey y cols, 2003) y la mste de cisteina 5 de E. histolytica
(EhCP5) (sin expresar p&:. dispa)), una proteasa de cisteina localizada en la membrana
gue al ser secretada rompe la matriz extraceluraembranas que se encuentra a su paso.
Ademads, esta proteasa contribuye indirectamentea axpresion de citocinas pro-
inflamatorias en células de la respuesta inmuneEy, @mplificando asi la respuesta

inflamatoria (Mortimer y Chadee, 2010).

El inicio de la invasion del epitelio intestinabrptrofozoitos deE. histolytica,es
marcado por inflamacion de la mucosa y reclutamientb-epitelial de células de la
respuesta inmune innata inducido por la activadiérCEl. A continuacion, se describira

brevemente el papel de estas células en la regpast la infeccion pdg. histolytica

Neutréfilos

Los neutrdfilos se observan desde la etapa indgala invasion amibiana y son
reclutados por quimiocinas expresadas por CEI danio-8 (Yu y Chadee, 1997), por las
anafilotoxinas C3a y C5a producidos por la actidadel complemento (Sengelov, 1995) y
por un péptido de unién a membrana del trofozodt.chistolytica(Salata y Ravdin, 1986;
Chadee y cols, 1987pe acuerdo a un modelo en raton SCID con xenoinpet epitelio
intestinal humano, el contacto del parasito cofEl estimula la produccién de 113%k
IL-8, lo que conduce al reclutamiento de neutréfijoaumento de dafio tisular (Seydel y

cols, 1997). Por lo descrito anteriormente, sedmsiderado que los neutrdéfilos tienen un



papel perjudicial al facilitar la entrada del p@éas la lamina basal. Sin embargo, se ha
documentado en modelos murinos naturalmente regésta la infeccion pdg. histolytica
como las cepas CBA y Balb/c, que la deplecion detréflos con anticuerpos
monoclonales Gr-1 incrementé dramaticamente la emtibilidad y severidad de la
infeccion intestinal, lo que sugiere que la resfau@smune innata es crucial para eliminar

al parasito y en particular la mediada por nedt$fiAsgharpour y cols, 2005).

El mecanismo mas importante del neutréfilo comtrdarofozoito amibiano es la
generacion extracelular de especies reactivas dgermx (ROS); sin embargo, se ha
documentado que cepasHBehistolyticaaltamente virulentas son menos susceptibles a este
efecto (Murray y cols, 1981; Ghadirian y cols, 1986n este sentido, el trofozoito Ee
histolyticase defiende de las moléculas producidas por a&llidstrespiratorio mediante la
expresion de enzimas como la superédxido dismutpsa,dismuta este radical altamente
reactivo (Bruchhous y Tannich, 1994, 1995), una NAD flavin oxidorreductasa, que
convierte aniones superoxido a peroxido de hidrodehO,) (Bruchhoust y cols, 1998) y
una peroxiredoxina de 29 kDa, que detoxifica d@Hy es expresada 50 veces magen
histolytica con respecto &. dispar(Choi y cols, 2005). Otro mecanismo descrito de la
amiba contra el neutrdéfilo es la expresion de weragroteasa d&. histolytica(Ehserp),
gue se une e inactiva a la catepsina G, producta degranulacion (Riahi y cols, 2004) y
la induccién de apoptosis asociada con la actimaclé ERK1/1 y mediada por la
generacion de ROS (Sim y cols, 2005). Finalmemtejdstruccion de neutrofilos phr
histolytica da lugar, a la destruccion del epitelio a conseciaede la liberacion de su

contenido.

Macréfagos



Estas células tienen un papel similar a los neldasyfsu actividad amebicida esta
dada por el reconocimiento de moléculas de la fiajgedel parasito como la lectina &e
histolytica y el lipopéptidofosfoglicano (EhLPPG) (ambas imabhdas en adherencia),
mediante los receptores TLR2 y TLR4, que inducexjaresion de citocinas y quimiocinas
como TNFx, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-10 en monocitos y macrofag expuestosn vitro
(Maldonaldo-Bernal y cols, 2005). EI mediador amia mas importante producido por
los macrofagos es el 6xido nitrico (NO) porque asaz de inhibir importantes factores de
virulencia de la amiba como las proteinasas deiaiaty la alcohol deshidrogenasa 2

(Siman-Tov y cols, 2003).

Por otra parte, esta descrito que el parasito agmzc de suprimir el estallido
respiratorio y reducir la produccién de NO en méagos, este Ultimo mecanismo, mediado
por la expresion de una arginasaEddistolyticaque compite con la 6xido nitrico sintetasa
(NOS) por la L-arginina convirtiéndola a L-ornitiigInekave y cols, 2003). Ademas, el
parasito inhibe la expresion de CMH 1l (inducida pderferon (IFN) en macréfagos) lo
gue se traduce en el impedimento de su funcidon @k (Wang y Chadee 1995), expresa
PGE2 que es un inmunoregulador que eleva en nieRhMPc, inhibiendo la via de
sefalizacion por PKA, lo que se traduce en la inliib de la expresion de citocinas Thl,
del estallido oxidativo mediado por NADPH vy la sgit de NO (Wang y Chadee, 1995;
Gutierrez-Alarcon y cols, 2006). Finalmente, elfdamito secreta el factor inhibidor de
locomocién de monocitos (MLIF) que es un pentapé@psoluble con propiedades anti-
inflamatorias demostrado para inhibir la expresiérNO (Rico y cols, 2003), quimiocinas
pro-inflamatorias (Utrera-Barillas y cols, 2003)Lel y favorece la expresion de IL-10 en

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



Mastocitos

El papel de los mastocitos en infecciones intelstingroducidas por bacterias y
algunos parasitos, indican que estos participamdeera esencial en la eliminacion de
dichos microorganismos (Velin D y cols, 2005). 8mbargo, actualmente no se conoce su

papel en la respuesta inmune datdistolytica(Houpt y cols, 2002).

Complemento

Una vez que el parasito atraviesa la barrer&legjtse expone a los componentes
del plasma, entre ellos, al complemento que paténente puede destruirlo. Sin embargo,
el trofozoito dekE. histolyticaes resistente al complemento, dicha resistenceceastar
mediada por la accion de cisteinproteasas (CPe)agesar de ser capaces de activar la via
alternativa del complemento al transformar C3 eb ((Beed y cols, 1989), inactivan las
anafilotoxinas C3a y C5a al degradarlas (Reedg, d8I95).

Por otra parte, la lectina de histolyticatiene epitopes que mimetizan a proteinas
inhibidoras del complemento, como CD59, que ewtddposicion del complejo de ataque
a la membrana (Braga y cols, 1992, Ventura-Jua2)9). Mientras que el
lipopéptidoglicano dé&. histolytica(EhLPG) y el lipofosfopeptidoglicano de histolytica
(ERLPPG), moléculas de superficie del trofozoitelamas a la membrana por glicosil
fosfatidil inositol (GPI), forman una capa gruesdasuperficie que impiden el contacto de
los mediadores del complemento con la superficigpdesito (Maldonado-Bernal y cols,

2005; Lotter y cols, 2009).

Células NK 'y NKT



Esta poblacién celular tiene un papel fundameatala respuesta inmunoldgica
efectiva contra la infeccion pé&. histolyticay esté relacionada con la expresion deylyN
de péptidos citoliticos. Al igual que en otros m®ms infecciosos, el INFproducido por
NKs y linfocitos activa neutrofilos y macréfagwsvitro estimulando en ellos el estallido
respiratorio y la expresion de la oxido nitricotaga inducible (iNOS), lo que confiere a

estas ceélulas la denominacion de amebicidas (Qedisadee, 1989; Lin y Chadee, 1992).

A pesar de lo descrito anteriormente, se ha sugepieE. histolyticacontribuye a
la homeostasis del epitelio secretando componepiesnducen un estrés protectivo en las
CEIl incrementando su resistencia a apoptosis yirsigmdo la activacion de macréfagos
(Kammanadiminti y Chadee, 2006). Por otra part@astula que la IL-10 es indispensable
para resistir la invasion por el paragtoel modelo de colitis amibiana en ratones C57BL/6
al ayudar a mantener la integridad de la barretaepielio intestinal (Hamano y cols,

2006).

Respuesta inmune adaptativa en amibiasis intestinal

La respuesta inmune humoral en mucosas, juegaapel preponderante en la
proteccion ante agentes infecciosos, los anticselgd secretores (IgAs) neutralizan
algunos microorganismos y sus toxinas, los opsonyZacilitan el muestreo por células M
(Haque y cols 2001 y 2006). En el caso de la asitiatestinal, se ha considerado que un
componente importante de la respuesta inmune dt@pton los anticuerpos IgAs anti-
lectina deE. histolytica debido a que estos son capaces de inhibir laraaitia deE.

histolyticaa mucinas, células epiteliales y células inmunedgtro (Chadee y cols, 1987,



Ravdin y cols, 1988; Saffer y Petri, 1991; Carrgercols, 1994; Huston y cols, 2003). De
manera mas particular, es preciso mencionar queuanpos dirigidos contra el dominio
rico en carbohidratos (CDR) de la lectinaHElehistolyticase encuentran en el 78% de los
individuos asintomaticos (Lotter y cols, 1997). &ste sentido, el papel protector de las
IgAs en la amibiasis intestinal fue sugerido enestudio prospectivo en Bangladesh, en
donde se encontré una correlacion entre la preselecanticuerpos IgAs anti lectina Be
histolyticay la ausencia de reinfeccion intestinal jorhistolytica(Haque y cols, 2001,
2006), ademas, su presencia estuvo asociada @pida recuperacion de AHA (Abd-Alla
y cols, 2006). Por otra parte, anticuerpos IgAgiiles contra la CRD de la lectina He
histolyticamostraron conferir proteccion ante el reto ceoalEe. histolytica(Houpt y cols,

2004; Carrero y cols, 2007).

Dentro de los mecanismos de evasion que tienefelzbito en contra del sistema
inmune adaptativo, esta la expresion de cisteiepsats (CPs), que como en el caso del
mecanismo descrito ante el complemento, tienearleidn de romper IgAs de isotipo 1y 2
en mucosas e 1gG seéricos (Kelsally y Ravdin, 1998n y col, 1998; Garcia-Nieto, 2008;

Macpherson, 2008).

Otro mecanismo de evasion inmune descrito esagpiag” de inmunoglobulinas y
proteinas del complemento, el cual consiste erolliracion de receptores de trofozoitos
unidos a estas proteinas hacia el segmento pastlridrofozoito denominado “region
uroide”, para finalmente liberar estos complejos wesiculas hacia el medio.
Recientemente, se sabe que el “capping” no sucedg. alispary esta directamente
relacionado con su incapacidad de evadir la respuemune del hospedero y su baja

patogenicidad (Chavez-Munguia y cols, 2012). Esteamismo de “capping”’, se lleva a



cabo por la EhnROM1, una proteasa que tiene la dande formar, distribuir y liberar los
cappings del trofozoito y de cortar el dominio srmembranal de la subunidad pesada de la
lectina deE. histolytica permitiendo de esta manera al trofozoito libel&rsu superficie

estas moléculas y escapar del sistema inmune.

Entamoeba histolytica y la infeccion hepatica

Un apartado fundamental de este trabajo, esdaiéel huésped-parasito durante el
desarrollo del AHA. Para comprender mejor dichaaién, a continuacion se describiran

brevemente las generalidades del higado y la respiemune especifica de este 6rgano.

Anatomia, funcién y respuesta inmune del higado

El higado es una viscera maciza localizada casueiotalidad en el hipocondrio
derecho por debajo del diafragma. Dentro de susiptad funciones estan la sintesis de
proteinas plasmaticas, la detoxificacidén, secredérbilis, el almacenaje de vitaminas y
glucdgeno y la produccion de proteinas de fase aagmdcaso de inflamacién, trauma o
neoplasia. Los hepatocitos, que son las principad@das del parénquima hepético, estan
separados de la circulacién sanguinea por una depeélulas endoteliales fenestradas
(LSEC) que carecen de uniones estrechas y de membesal, lo que permite el paso de
particulas menores a 12 nm al espacio de Disse. @©8)las estrelladas se encuentran
localizadas en el DS entre las LSEC y los hepa®ciOtras poblaciones celulares
localizadas en la luz del sinusoide hepético sdmasde la respuesta inmune como las

CPAs, células de Kupffer (macrofagos ubicados émesd periportal), CDs (zona periportal



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

2009; Thomson y Knolle, 2010).
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Diversos mecanismos de regulacién inmunoldégicenactos que se encuentran en
el intestino, imperan en este 6rgano debido a quensuentra en constante exposicion a
antigenos de la dieta, productos bacterianos, aldéfiadas y sustancias toxicas, entre
otros. Como se puede observar en la figura 6, eexista expresion constitutiva de
mediadores como la IL-10, TBFarginasa y PGEpor células de la respuesta inmune y del
parénquima hepatico (Thomson y Knolle, 2010). Esteiente “regulador” impide el
desarrollo de una respuesta inflamatoria que pook&sionar dafio en el parénquima
hepético ante estimulos inocuos, o incluso antenakis que despierten una respuesta
inmune efectiva. En este sentido, otro aspecto donehtal en la tolerogénesis de este
organo, es que el encuentro de los linfocitos @eries con el antigeno se lleva a cabo en el
higado y no en tejido linfoide como sucede en obrganos. Esto permite que el ambiente
“regulador” favorezca la activacion de células Teeg la consecuente expresion de IL-10

y TGH3, que refuerzan la modulacion de la respuesta iaflana producida por células de



la respuesta inmune innata ante antigenos recaseidravés de los PRRs (Thomson y

Knolle, 2010).

Absceso hepatico amibiano

Durante el paso de los trofozoitos en el torremtailatorio por la vena porta, éstos
se enfrentan a una presion parcial de oxigeno #e(88perior a la de la luz intestinal) y al
estallido respiratorio de células fagociticas cancbnsecuente formacion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno. Para sobrevigsta ambiente, el trofozoito cuenta con

mecanismos de evasion de descritos anteriormariguynidos en la tabla 3.

Una vez superado el paso por la vena porta, ldbaarancuentra condiciones
favorables para su adhesion y migracion al parémguiepatico. Una de ellas es la baja
velocidad del flujo sanguineo en el sinusoide hepdte 3.4 + 0.16 ml/min (Santi-Roca y
cols, 2009), lo que permite al paréasito adherirseélalas endoteliales sinusoidales y
eventualmente migrar hacia el parénquima. Los nmgtes involucrados en este proceso
no se conocen con precision; sin embargo, se haridogla participacion de algunos
eventos como son: la apoptosis de LSEC y el ini@b proceso inflamatorio (ambos
inducidos por la lectina dE. histolyticaen el modelo de AHA en hamster) (Rigothier y
cols, 2002; Blazquez y cols, 2007), la actividad pmoteolitica de EhCP5 (Mortimer y
Chadee, 2010) y de una proteina de 140 kDa dendmiBFNR (una molécula parecida a
la Bl-integrina) (Hernandez-Ramirez y cols, 2007) qu&lem como adhesinas. Los
procesos mencionados anteriormente, marcan la mut®ds mecanismos hasta ahora
descritos en la invasion de histolyticaal parénquima hepético y el inicio en el desaoroll

del AHA.



En etapas iniciales del desarrollo del AHA, lailirdcion de neutrdfilos en el
parénquima hepatico es el primer evento documentastas células tienen un papel tan
controversial como en la amibiasis intestinal, ye ge considera que la degranulacion de
esta célula por si misma, ocasiona la destruc@bpaténquima hepatico (Salata y Ravdin,
1986). Sin embargo, en un modelo de AHA en rat@®@tD, se demostré que ratones
neutropénicos son mas susceptibles a desarrodiadgs abscesos hepéticos que los ratones
SCID control (Seydel y cols, 1997). Este hallazgoya la nocion de que la capacidad
amebicida de los neutrofilos participa de maner@vacen la eliminacion inicial del
parasito y por lo tanto, representa la primeradparinmunologica de defensa en el

parénquima hepatico durante el desarrollo del AHA.

Posteriormente, los macréfagos reclutados y ativagor la via clasica expresan
IFNy e INOS, lo que limita el crecimiento del abscesgsta relacionado con una respuesta
protectora. Sin esta activacion, los parasitos pna sliminados totalmente y los
sobrevivientes se multiplican rapidamente prodwberia expansion de los focos
inflamatorios por todo el parénquima hepatico (Rigw y cols, 2002). Por otra parte, se
documentd que los macréfagos pueden ser activédigosadivamente debido al predominio
de expresion de citocinas tipo Th2 como IL-4 e B.-4n la infeccidbn cronica pde.
histolytica (Mortimer y Chadde, 2010), perdiendo entonces apacidad amebicida.
Durante esta etapa, los abscesos estan constitpatosn centro necrotico, rodeado de
infiltrado inflamatorio constituido por neutréfilpsosinofilos, macréfagos y linfocitos. Los
trofozoitos se agregan en la pared interna delutpara y escapan del mismo hacia el
tejido adyacente para formar multiples granulomas ge fusionan y forman extensas

lesiones necroticas en la totalidad del érgano ¢€ay Meerovith, 1985).



Por otra parte, el desarrollo del AHA en hamskeramiba expresa e induce la
expresion de PGEen leucocitos polimorfonucleares (PMN) y macréfagasivados,
inhibiendo en ellos la expresion de citocinas piftamatorias y del CMH I, interfiriendo

asi con la activacion celular y la presentacioiganica (Harizi y cols, 2001).

Otra poblacion celular estudiada en el desarrdéib AHA son las células NKT.
Estas células tienen un papel central en la coacdin de la respuesta inmune y la
destruccion masiva de trofozoitos en etapas ieide la infeccion. Esta poblacion es
activada por glicolipidos presentados en molécG2&d (Crispe, 2009) y al ser activadas
expresan IFM, IL-4, IL-10 e IL-13. De este modo, inician el prgoanflamatorio y dirigen
la inmunidad adaptativa regulando asi la eliminacdel parasito en el parénquima
hepético. Para demostrar el papel protectivo dasesélulas, Lotter y colaboradoress
utilizaron ratones deficientes de células T asssinaturales com receptor invariante
(INKT) y encontraron que éstos desarrollaron almcesepaticos mas extensos en
comparacion con ratones silvestres (Lotter y &209€9). Ademas, empleando el activador
natural de las iNKT del trofozoito dE. histolytica el EhLPPG, demostraron que la
activacion de estas células es a través de CD1B2TY. TLR4 y que dicha activacion,
estimuld la expresion de IRNen estas células, lo que se relaciono directamente

protecciéon ante el reto de AHA en ratones C57BLgtér y cols, 2009).

Por otra parte, en relacion a la respuesta inmadegptativa, los linfocitos T
periféricos de pacientes recuperados de AHA soapexces de proliferar ante el estimulo
de mitégenos policlonalas vitro (Salata y cols, 1986). Posteriormente, se estediél
modelo experimental de AHA en gerbo, en donde seode0 que el suero de estos

animales infectados con AHA suprime selectivamdateroliferacion de linfocitos T



mediante un mecanismo independiente de éxido mifri®GE2 pero dependiente de la

expresion disminuida de IL-2.

Estos datos sugieren que en etapas inicialesedarmllo del AHA, el trofozoito de
E. histolyticaactiva células de la respuesta inmune con capheiaeebicida como son los
neutréfilos, macréfagos y células iINTK. Sin embargoestas células son incapaces de
eliminar por completo al parasito, se estableceinfieacion cronica en donde el trofozoito
induce: activacion alternativa de macréfagos, sipre de linfocitos T efectores y
activacion de células Treg. Esta respuesta indymidael parasito en la etapa cronica del
AHA incapacita al sistema inmune para eliminami&écion y propicia la expansion de los
abscesos en todo el parénquima hepatico, llevaodeelo a la muerte del hospedero y

eventualmente del parasito.

Candidatos a vacuna contra amibiasis

Estudios en modelos experimentales (Zhang y Stah896; Houpt E y cols, 2004;
Abd Alla y cols, 2004, 2007; Petri y cols, 2006)dg¢ seguimiento en poblaciones
endémicas para amibiasis (Haque y cols, 2001; Ablg, 2008), sugieren que la induccion
de anticuerpos IgAs dirigidos contra algunas mdécde superficie de la amiba pueden

ser capaces de conferir proteccién contra amibiaisistinal.

En estos ensayos se emplearon diversos adyuyaarie$a vacunacion parenteral y
oral que no son permitidos para ser utilizados ldmumano, tales como el adyuvante de
Freund’s, la toxina del cdlera, la enterotoxinaniaébil deEscherichia colila subunidad
B de la toxina del colera, regiones de ADN ricasocgosina y guanina (CpGs$almonella

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



Stanley, 1997; Lotter y cols, 2000, 2004; Houptisc2004; Ivory y Chadee, 2007). Por
este motivo, la busqueda de adyuvantes seguroglpasa en humano y capaces de inducir
una respuesta inmune efectiva en mucosas cBntnéstolyticacontinda siendo de interés
primordial para el posible desarrollo de una vacatendiendo a la recomendacion emitida
por la OMS en el documento Iniciativa para la Itigexion de Vacunas para

enfermedades parasitarias.

Diversos candidatos antigénicos fueron propugséma vacunacion por diferentes
grupos Yy la lectina d&. histolyticafue identificada como el principal candidato. Esta
molécula es una adhesina con afinidad por galagtaoseacetil-D-galactosamina que se
encuentra anclada a la membrana del trofozoitdayrekacionada a multiples mecanismos
de virulencia del parasito como la adhesion (Raydools, 1985), citotoxicidad contacto-
dependiente (Teixeira y Mann, 2002), fagocitosisat¢Bale y Huston, 2011) vy
enquistamiento (Aguilar-Diaz y cols, 2011). Se satbemas que la lectina &e histolytica
es capaz de activar la expresion de citocinas nflamnatorias en macréfagos y células
dendriticasin vitro (lvory y Chadee, 2007). Esta molécula esta formada tres
subunidades, la subunidad pesada de 170 kDa, enge un dominio transmembranal y un
dominio rico en carbohidratos (CDR), la subunidgeérh de 31-35 kDa y una intermedia

de 150kDa (Solaymani-Mohammadi y Petri, 2008) (Fagl).
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Multiples estudios demostraron el potendella lectina dé&. histolyticanativa o
fracciones de esta para conferir proteccion coetrdesarrollo del AHA en gerbos y
hamsteres utilizando los adyuvantes descritos iamente (Zhang y cols, 1994; Soong y
cols, 1995; Ivory y Chadee, 2006, 2007). Resultasioslares fueron obtenidos con
vectores atenuados deersiniay Salmonella(Mann y cols, 1997, Lotter y cols, 2008) e
incluso por inmunizacién pasiva con anticuerpos dg@-lectina deE. histolytica(Cheng y

cols, 1999).

Un fragmento de la subunidad pesada de la leckn&. histolyticadenominado
LC3 (52kDa), que incluye el CRD (Soong y cols, 199&mbién mostré ser uno de los
principales blancos para los anticuerpos IgG edg#lectina deE. histolyticarecuperados
de suero y heces de pacientes, respectivamentai{@ddagd y cols, 1996; Abd-Alla y
cols, 2000, 2004,). La inmunizacién de ratones Bajbprimates no humanos con LC3 y

toxina colérica como adyuvante (via oral y nagalulté en la produccion de anticuerpos



anti-LC3 1gG séricos e IgAs; estos Ultimos, conacagiad de inhibir la adherencia de
trofozoitos deE. histolyticaa células de ovario de hamster chino (CHOJjitro (Beving y

cols, 1996, Abd-Alla y cols, 2007). Por otra paftgejnmunizacién intraperitoneal con la
proteina LC3 recombinante empleando como adyuva@iiegmax, demostrd tener una

eficacia de proteccion de 71% ante el reto de AHAyerbos.

Otro candidato es la proteina rica en serina€ daistolytica (SREHP) que se
denomind asi debido a la gran cantidad de resideoserina que posee (52 de 233 aa).
Estructuralmente, tiene una region hidrofobica Mateal (secuencia sefal) que precede a
una region de aa altamente cargados como lisimdo &utamico y acido aspartico, esta
ultima, es seguida de una region hidrofébica detreipnes en tAndem de dodecapéptidos y
octapéptidos compuestos de serina, acido aspartieonina, prolina, lisina, &cido
glutamico, asparagina y alanina. Finalmente, eexélemo C-terminal hay un dominio
hidrofébico y una region de insercion a la membréRmura 8). Otra caracteristica
distintiva de esta proteina son las modificaciompes-traduccionales que incluyen
fosforilacion de residuos de serina y glicosilacc@m residuos de N-acetilglucosamina que

son mas comunes en proteinas nucleares y citcs¢&tanley, 1997).
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Esta proteina se expresa de manera abundantesapddicie del trofozoito dE.
histolyticg es altamente inmunogénica y tiene un alto nunder@pitopos conservados
(Stanley, 1997). Ademas, recientemente se demgea@GREHP participa en el proceso de
fagocitosis de células apoptéticas (Teixeira y Blus008); a pesar de estos hallazgos, adn
no se le adjudica una funcion bioldgica especHiesta proteina.

Aproximadamente el 80% de sujetos que desarrall&HA tienen anticuerpos
anti-SREHP séricos (Stanley y cols, 1991) y un gparcentaje de pacientes con Al
desarrollan anticuerpos IgAs recuperados de s@llaarero y cols, 1997). Ensaywsvitro
demostraron que anticuerpos dirigidos contra esbteima son capaces de bloquear la
adherencia del trofozoito a células de mamiferan|8y y cols, 1990; Zhang y cols, 1994;
Carrero y cols, 1997). Ademas, ensayos de inmuidizagasiva con anticuerpos anti-
SREHP (Zhang y cols, 1994) y de inmunizacién activa la proteina SREHP como
inmunogeno en: i) vacunas de ADN (Zhang y Starll699) fusionada al dominio A2 de la
toxina colérica (Sultan y cols, 1998), ii) expresah una cepa avirulenta 8almonella

typhi TY2 chi 4297 y en una cepa atenuadaSaémonella typh{Zhang y Stanley 1996,



1997), fusionada a la subunidad B de la toxinadlera (Zhang y cols 1995; Ryan y cols,
1997) y a una proteina de unién a maltosa (MBPaiighy cols, 1994) demostraron ser
capaces de inducir una respuesta inmune humoraluac capaz de conferir proteccion
ante el reto de AHA. Con base a estos reporteSREBHP deE. histolyticase considero
como uno de los principales candidatos a vacunamatra el AHA (Stanley, 1997).

Otra proteina candidata para vacunacion es |ipetde 29 kDa dE. histolytica
denominadaCREHP; su nombre lo debe a que su secuencia tiénele residuos de
cisteinas (Torian y cols, 1990). La comparacionsdesecuencia denota una estrecha
relacién con las proteinas responsables de inaaiveb,O, de bacterias que viven en el
intestino. Esta proteina es una alquil-hidroperdxigductasa cuya localizacion en el
trofozoito no es aun determinada; sin embargonmemolocalizod en citoplasma, nucleo y
superficie celular (Torian y cols, 1990; Reed ys¢dl992; Flores y cols, 1993). Esta
proteina se detect6 como un antigeno inmunodongnaadonocido por el 80% de los
sueros de pacientes con AHA y por anticuerpos kgAsaliva de pacientes con Al (Carrero
y cols, 2000). Por este motivo, se estudié sudatilien serodiagnéstico (Lee y cols, 2000),
en ensayos de proteccién por inmunizacién intriégrezal de gerbos retados contra AHA
(Soong y cols, 1995) y administrado por via oral tmxina de cdlera en el que demostro
ser capaz de inducir la produccién de anticuergfs tapaces de conferir proteccion ante

el reto de Al en raton C3H/HeJ (Carrero y cols,01

Como se describié previamente, antigenos comméedeE. histolyticanativa o
recombinante, fragmentos de su subunidad pesada @3 o LecA, la proteina rica en
serina (SREHP), la proteina rica en Cisteinas (QRH®ros antigenos como la adhesina

de 112 kDa (EhADH112) y una proteina de 30 kDappréenece a la familia de proteinas



de unién a colageno, son capaces de conferir ditssegrados de proteccion contra el
desarrollo de AHA en hamster y gerbo, sugirienda umeraccion funcional entre las
mucosas Y el sistema inmune sistémico (Zhang y ¢884; Soong y cols, 1995; Mann y
cols 1997; Cheng y cols 1999; Gaucher y Chadee; 200 y Chadde, 2006, 2007; Lotter
H y cols, 2008; Carrero y cols, 2010). En todos®sistudios, al igual que en los ensayos
de proteccion contra amibiasis intestinal, se eample adyuvantes que estan restringidos
para su uso en humanos.

Finalmente, la OMS en el documento Iniciativa pardnvestigacion de Vacunas
para enfermedades parasitarias (IVR por sus sgglasglés), emitio la recomendacion del
desarrollo de una vacuna conEahistolyticacon base en los trabajos de epidemiologia y
vacunas que sugieren que anticuerpos IgAs coniextima deE. histolytica son capaces
de conferir resistencia a la reinfeccion intestiwat E. histolytica,y al hecho de que este
antigeno demostré conferir proteccion ante el rd&o absceso hepéatico amibiano

experimental.

http://www.who.int/vaccine research/diseases/saaspa/en/index1.html

Baculovirus

En busca de un vector viral con capacidad adyuvpata la administracion oral de
antigenos amibianos, utilizamos el baculovidugographa Californicamdltiple nuclear
polyhedrosis virus (AcNPV). A continuacién, se haraa breve descripcion de las

caracteristicas generales de los baculovirus, sl@glicaciones y del desarrollo de nuevas



estrategias en las que se pretende emplear cortar t@@péutico para su uso en medicina

humana y veterinaria.

Clasificacion de la familiabaculoviridae

El nombre de la familidbaculoviridae proviene del Latirbaculumque significa
varilla o baston para describir morfologicamenteiabn. Hasta el momento, se conocen
mas de 600 especies que infectan principalmenterépados del ordeneptidoptera
(mariposas y larvas) y pocas especies infectandandiymenopteraDiptera y algunos

crustaceos (van Oers y Vlak, 2007; Chen CY y @f)41).

De manera general, los baculovirus son divididos dos géneros,
nucleopolyhedrovirus (NPVs) y granulovirus (GVs) deuerdo a la estructura de los
cuerpos de oclusion (OBs) o polihedra. Estos cuserpon acumulaciones de una matriz
proteica localizados en las células infectadasrdera fase tardia de replicacion viral. Los
NPVs producen OBs visibles por microscopia de luelendcleo de las células infectadas

(0.5-1.5um de diametro) conteniendo numerosos viriones, tnaigrgue los GVs, producen

OBs de 0.16 a 0.jum que contienen un solo viribn encapsulados en pmo&eina
denominada granulina (Slack y cols, 2007).

Los virus de esta familia tienen un gran genomeular de doble cadena de ADN
gue va de 80, 000 a 180, 000 pb, estan envueltosumep bicapa lipidica y tienen un
diametro de 30-60 nm y un largo de 250 a 300 nrtosBariones estan conformados por
una o mas nucleocapsides (NCs), constituidas paimiente de una proteina de 39 kDa
denominada vp39 y otras proteinas como la P24,8B7&sta Ultima, localizada en los

extremos terminales de las NC. Dentro de la N@&mgrientra una estructura denominada



centro o “core” constituido por una estructura fada por el ADN gendémico y una
proteina de 69 kDa (rica en arginina) denominad@ E8ack y cols, 2007).

La proteina mas abundante del virién libre (BV)uea glicoproteina denominada
Gp64 (64 kDa) y consta de 511 aa, se localiza eitagdlasma de las células infectadas a
partir de las 24 horas de infeccion y posteriormese concentra en trimeros en la
membrana plasmatica y es adquirida por el BV daerahproceso de gemacion (Volkman y
Goldsmith, 1981). La importancia funcional de gstateina fue descrita en ensayos de
neutralizacion, en donde se comprob6 que es ingigde para la infeccion y durante el
escape de las NCs del compartimento endosomal lalasénmunes que se describird

posteriormente.

Ciclo de infeccion

Los baculovirus tienen un unico ciclo de repliéadbifasica en el que producen dos
fenotipos virales: el BV y el virion derivado dedalihedra (PDV). El PDV se encuentra
embebido en los OBs liberados de una larva infacjadontaminando el ambiente; al ser
ingerido por otra larva, los PDVs son liberadoseemmbiente alcalino del intestino del
insecto (Granados y Lawler, 1981), siendo respdesalle la infecciébn primaria o
transmision horizontal (insecto-insecto). Una vberados en el lumen intestinal, los PDVs
pasan a través de la membrana peritréfica e infeet@lusivamente células epiteliales
columnares del intestino del insecto (Slack y A2307). En este sentido, se postula que la
entrada de los PDV a las células intestinales ecpor fusion de las membranas,
involucrado la interaccion entre moléculas aun escdtas. Las NCs son liberadas en el
citoplasma y migran por un mecanismo dependienteadeporte del citoesqueleto y entra

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



El virus se replica en las células epitelialesapdar lugar a los BVs, que son
responsables de la infeccion secundaria o transmigtlula-célula y capaces de infectar

cualquier célula del insecto (Ghosh y cols, 200&¢ISy cols, 2008) (Figura 9).
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Figura 9. (liclo de infeccion del haculavirus durographa Californica (AcNPV). Tomado de Ghosh ¥ cols, 2002

Baculovirus como herramienta biotecnoldgica

El uso de virus entomopatdégenos como el baculevieNPV, es una herramienta
empleada en las Ultimas décadas para la produdedrioinsecticidas utilizados para el

cuidado de granos de consumo humano y para la goidtude proteinas recombinantes de



uso clinico en el sistema BEVBdculovirus Expression Vector Sysjefl empleo de este
vector con ambos fines fue aprobado por la FDA dFand drug administration) (Cox,
2012, Mena y Kamen, 2011), de tal manera que acerde se comercializan proteinas
recombinantes producidas en este sistema con témapéuticos, un ejemplo de ello es
Cervarix, una de las dos vacunas aprobadas cdniteuge del papiloma humano (VPH).
Ademas, se encuentran en investigacion precliprcdginas producidas en este sistema y
gue se pretenden utilizar como vacunas contragbgerirus (Hitchman y cols, 2009).

Por otra parte, los baculovirus tienen propiedadeg deseables como vectores ya
gue son incapaces de replicarse en células de pramé&xpresan genes bajo el control de
promotores especificos de mamiferos (Hofmann yuSs$ral998), puede transducir células
gue no se estén dividiendo (Chen y cols, 20119bsienen altos titulos al ser replicados en
células de insecto y la infeccién no causa efecitopaticos (Shoji y cols, 1997). Por lo
descrito anteriormente, el baculovirus es un vectandidato para terapia génica,
actualmente se conoce que es capaz de transcheas IEelulares de humano como células
HepG2, HEK293, Vero E6, células endoteliales AS5@ioblastoma U373 y U251,
Astrocitos, células madre mesenquimales de médwda, @steosarcoma SAOS-2 y células

de primates no-humanos, roedores, conejos y paetesatras (Chen y cols, 2011).

Ademas, el AcCNPV mostré que posee una fuerte @dguhcde adyuvante en
mamiferos. En este sentido, estudios recientes stesmon que el baculovirus puede
infectar macréfagos y células dendriticas y ensestiimas, es capaz de inducir su
maduracion fenotipica y funcionain(vitro). Esta activacion, induce la produccion de
TNFa y las moléculas de superficie CD83, CD80, CD86,AHRR, y HLA-1 e

incrementan la capacidad estimuladora de CDs dasélli (Schutz y cols, 2006). El



mecanismo exacto de la maduracion mediada por dams no se conoce hasta el
momento, pero su activacion puede resultar dedagiocion de los residuos de azucar de la
proteina Gp64 con el receptor de reconocimienta@atbohidratos como el receptor de
manosa o alguno de los TLRs. Posteriormente, setéegue la endocitosis del baculovirus
es seguida por su reconocimiento a través del Tige8 une motivos CpG presentes con
alta frecuencia en el genoma de AcNPV) y que lene&icion del baculovirus, ocurre a
traves de la via MyD88 que induce la producciotaedecitocinas inflamatorias (TN IL-

6, IL-12 en la linea de macrofago murino RAW264inque se sabe que también sefializa
a través de una via independiente de MyD88/TLR9 gumina en la produccion de

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

Finalmente, el estudio de la capacidad adyuvaetesios vectores, numerosos
estudios demostraron que baculovirus recombinapuesexpresan antigenos blanco en su
superficie (baculovirus display) (Oker-Blom y co)03) y/o conducen su expresion de
manera dependiente a un promotor heterélogo compraghotor de citomegalovirus
(CMV) denominados baculovirus de expresion (Yoshydeols, 2009), son capaces de
conferir proteccién contra una amplia variedad @ogenos. La proteccion inmune
efectiva reportada hasta el momento en modelosnosigon uno o ambos sistemas para
varias enfermedades virales y parasitarias, paaa de administracion oral, nasal e
intramuscular (Kaba y cols, 2003; Rahman y col§32F oshida y cols, 2003, 2009, 2010;
Feng y cols, 2006; Hervas-Stubbs y cols, 2007,uSsg cols, 2007; Peralta y cols, 2007;
Prabakaran y cols, 2008, 2010; Wu y cols, 2009)e&ins ensayos, se demostro ademas,
gue los baculovirus recombinantes son capacesddeiimuna respuesta inmune humoral y

celular antigeno-especifica contra el antigenodrohaistrado.



Planteamiento del problema

La amibiasis es un problema de salud publica ésepaen vias de desarrollo y su
forma clinica mas comun, la amibiasis intestinal,l& novena causa de consulta en la
atencion de primer nivel en nuestro pais. Por redn, la OMS emitio la recomendacion
en el desarrollo de vacunas confrahistolytica En este sentido, numerosos grupos de
investigacion se han enfocado en buscar blancagéaitos para vacunacion que sean
capaces de conferir proteccion ante el reto de iasiben modelos experimentales. El
principal candidato antigénico para vacunacion a&slectina deE. histolyticay en
particular, la region denominada LC3 debido a latgucion conferida ante el reto de
amibiasis experimental (intestinal y hepatica) énmedelo murino. Adicionalmente,
estudios epidemioldgicos en zonas endémicas sagmure la presencia de anticuerpos
IgAs dirigidos contra la lectina d&. histolyticason capaces de conferir proteccién ante la
reinfeccion intestinal, lo que apoya la nocién de ¢p lectina dé&. histolyticaes uno de
los antigenos vacunales de interés para preveeinfexmedad. Sin embargo, actualmente
no se cuenta con un adyuvante seguro para su eraplémmano, por lo que nosotros
proponemos el empleo de baculovirus recombinanbd@socvector para presentar este
antigeno vacunal considerando las propiedades adtess que propician su facil y

econdmica produccion y la bioseguridad de su pr@daog venta.



Hipotesis
La inmunizacion por via oral, nasal e intramuscuan el baculovirus recombinante
AcNPV-LC3 sin adyuvante, es capaz de conferir paém ante el reto de absceso

hepético amibiano en hamster.

Objetivo general
Inducir proteccion contra amibiasis hepética ponunizacion oral, nasal e intramuscular

con el baculovirus recombinante AcCNPV-LC3.

Obijetivos particulares
+ Generar un baculovirus recombinante que dirijaxfaresion del fragmento LC3 de
la lectina deEntamoeba histolyticBAcCNPV-LC3).
+ Determinar la capacidad inmunogénica del baculevkaNPV-LC3 administrado
por via oral, nasal e intramuscular sin adyuvantetones y hamsteres.
+ Determinar el grado de proteccion que confierahaunizacion con el baculovirus
recombinante ACNPV-LC3 ante el reto de abscesotioep@mibiano en hamster.

+ Caracterizar la respuesta inmune asociada a laqmion.



Materiales y métodos
Células y cultivos

Trofozoitos de la cepa HMI1-IMSS se mantuvieron emdim TYI-S33
suplementado con 10% de suero bovino aditofluids International Inc., MD, USA) y
3% de una mezcla de vitaminas Diamond (JRH BioseignKansas, USA) en condiciones

anaerobicas a 37°C.

Para mantener la virulencia de los trofozoitosresdizaron pases sucesivos en
higado de hamster. En breve, después de la inyedeid x16 trofozoitos virulentos dE.
histolyticaen vena porta, a los 7 dias se extrajo el érgase golectdé en una caja petri
estéril con la finalidad de seleccionar los |6butmm mayor cantidad de abscesos, los
cuales, se disecaron y maceraron hasta homogetigjido. EI homogenizado se coloco
en cajas de cultivo con 4 ml de medio TYI-S-33 so@ntado y 1@ de un coctel de
antibiéticos con; bencilpenicilina sédica cristaliix1§ unidades, estreptomicina 1g y
amikacina 1g en 2 ml y se incub6 durante 24 h & 3Posteriormente, se cosecho el
paquete celular y se incub6 en las mismas condisiaescritas anteriormente, este
procedimiento se realiz6 sucesivamente durant@agl dbs trofozoitos axenizados a partir
de AHA con la técnica descrita anteriormente, skzarton para el reto de amibiasis
hepéatica experimental en todos los ensayos de tesbajo (Trofozoitos y técnica
proporcionada por Mario Nequiz de La Unidad de Miedi Experimental, Facultad de

Medicina, UNAM).

Células de insecto sf&Spodoptera frugiperda(lnvitrogen, San Diego, CA) se

cultivaron en monocapa o suspension en medio Grélew/itrogen, USA) suplementado



con 10% de suero fetal bovino inactivado por célovitrogen, Carlsbad, CA), 1% de
penicilina/estreptomicina (100 U/ml) y 0,1% &cidarpnico F-68 (Invitrogen, USA). Los
cultivos se mantuvieron a 27°C en condiciones a&fweas; los cultivos en suspension se

mantuvieron ademas en agitacion constante a 100 rpm

Células HepG2 de ATCC se cultivaron en medio DMEM L4glutamine
(Invitrogen, USA) suplementado con 10% de SFB ydE/penicilina/estreptomicina (100

U/ml) (Invitrogen, USA) y mantenidas a 37°C con 8%, y 95% de humedad.

Produccién de baculovirus recombinantes de expresiCAcNPV-LC3, AcNPV-CREHP

y AcCNPV-SREHP

Para producir los baculovirus recombinantes deesiun, la regién codificante de
LC3 [un fragmento de 354 aa de la subunidad pedada lectina dé&. histolytica(Soong
y cols, 1995)], de CREHP (233 aa) y de SREHP (238a&nley SL Jr, 1997), fueron
amplificados a partir de ADN dg&. histolyticade la cepa HM1:IMSS utilizando los
siguiente oligonucledtidos: para LC3, oligonuclddtisentido con sitio de restriccion
Hindlll FLC3HCMV (5 ' TAGAAAGCTTATGIGITCTAGITTAACATGICCA-3) vy
oligonucledtido antisentido con sitio de restriccioXbal RSLC3XCMV (5
TTTTTCTAGATTAACATGTITTTCTTTGTIGTAAATAG 3'); para CREHP, oligonucledtido
sentido con sitio de restriccion Hindlll FCRHCMV "(5
TAGAAAGCTTATGTCTTGCAATCAACAAAAAGAG 3') y oligonucledtido antisentido con
sitio de restriccion Xbal RSCRXCMV )
TTTTTCTAGATTAATGTGCTGI TAAATATTTCTTAATTC 3) y para SREHP,

oligonucleétido sentido con sitio de restriccion MKp FSRKCMV (5



TAGAGGTACCATGITCCCATTTTTATTGITTATTG 3’) y oligonucledtido antisentido con
sitio de restriccion Xbal RSSRXCMV &
TTTTTCTAGATTAGAAGATGATAGCTATAATGATAG 3’). Los productos de PCR fueron
clonados en los sitios Hind Ill/Xbal del plasmidBlpeCMV por separado, para generar las
construcciones pBlueCMV-LC3 y pBlueCMV-CREHP y @s Isitios Kpnl/Xbal para la
construccién pBlueCMV-SREHP. Los productos LC3, EIREy SERHP se confirmaron
por secuenciacion en un secuenciador automatico-P&Bm 310. Los baculovirus
recombinantes de expresion AcNPV-LC3, AcNPV-CREHPAGNPV-SREHP fueron
generados por recombinacion homologa entre el jdi@sde transferencia pBlueCMV vy el
ADN linearizado de ACNPV de acuerdo a las instroices del fabricante del Kit Bac-N-
Blue Transfection (Invitrogen, Carlsbad, CA). Pdstenente, se aisl6 ADN viral de las
clonas cultivos con sobrenadante positivo con fedoroformo de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (Invitrogen, Cadsfa\). La presencia de los fragmentos

LC3, CREHP y SREHP se confirmé por amplificaciordiaate PCR y por secuenciacion.

Produccién de baculovirus recombinantes de despliag AcNPVdisplay-LC3,

AcNPVdisplay-CERHP y AcNPVdisplay-SERHP

Para la produccion de los baculovirus recombinasi¢edespliegue, AcCNPVdisplay-
LC3, AcNPVdisplay-CERHP y AcNPVdisplay-SERHP, sepdifitdé a partir de ADN de
E. histolytica la region codificante de LC3, CREHP y SERHP cos kiguientes
oligonucledtidos con sitios de restriccion EcoRllSpara LC3, oligonucledtido sentido
FLC3E (5 TAGAGAATTCTGITCTAGITTAACATGICC 3') y oligonucledtido antisentido
RNSLC3Sal (5 TTTTGICGACACATGITTTCTITTGIGTAAATAG 3); para CREHP,

oligonucleodtido sentido FCREHP (STAGAGAATTCATGTCTTGCAATCAACAAAAAGAG



3) y oligonucledtido antisentido RNSCRSal

(5 TTTTGTCGACATGTGCTGTTAAATATTTCTTAATTC  3) y para SREHP, el

oligonucledtido sentido FSRE GBTGAGAATTCATGITCGCATTTTTATTGITTATTG3) vy
oligonucleotido antisentido RNSSRSal (5’
TTTTGTCGACGAAGATGATAGCTATAATGATAG 3'). Los productos de PCR se clonaron en
los sitios EcoRI/Sall del plasmido pGP64display offmrcionado por Agustin Luz
Madrigal, Departamento de Fisiologia Celular dstitnto de Fisiologia Celular, UNAM)
por separado, para generar las construcciones ppt&d/-LC3, pGP64display-CREHP y
pGP64display-SREHP; de esta manera, los segmeétosog de los antigenos amibianos
mencionados se clonaron en marco de lectura algentel gen de la proteina GP64, dando
lugar a los cassettes GP64-LC3, GP64-CREHP y GPBHIBRque posteriormente se

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

Recombinacion homologa entre el pldsmido de trangfencia y ADN de AcNPV en

células sf9

Para realizar la co-transfeccion se utilizaron |0gldel plasmido de transferecia
(pBlueCMV o pBlueBac4.), 0.ig de ADN gendmico de AcNPV (Bac-N-Blue) y§ de
Cellfectin Reagent en 2040l de medio Grace’s; previa agitacion, se incubdéacla por
30 minutos a t.a. Por otra parte, 1%t@lulas sf9 cultivadas en cajas de 35mm, enpB50
de medio Grace’s no suplementado, fueron incubadasla mezcla de transfeccion
previamente descrita durante 3 h a 27°C. Pasatia dlicubacion, se agregdé 1 ml de medio
Grace’s suplementado y se dejo a 27°C en condgianaerobias durante 5 dias. El

sobrenadante de este cultivo celular es el stoakde transfeccion.



Seleccion de clonas recombinantes a partir de ensagle placa litica y titulacion

Se cultivaron2x1® células/pozo de la linea sf9 en cajas de cultivé g@zos en
medio Grace’s y se incubaron a 27°C en movimieatarde 30 minutos para distribuir
homogéneamente la monocapa celular. Durante estgdi de incubacion, se realizaron
diluciones seriadas a partir del stock viral degfaccién en 50Q1 de medio Grace’s (10
a 10% que se agregaron a cada pozo de la placa deacyltposteriormente, se incubé
durante 1 h a t.a con agitacion suave, con laifiadlde favorecer la infeccion. Pasado este
tiempo, el indculo viral que no infectd el cultigelular y contenido en el sobrenadante se
retird y se agrego a cada pozo 2 ml de una mezckgdrosa (SeaPlaque GTG Agarose
FMC Bio Products, USA) al 1.5 % y medio Grace sipa relacion 1:1 vol/vol. La placa se
incubd a t.a durante 20 minutos para permitir didioacion y se agregé 1 ml de medio
Grace’s suplementado. Finalmente, la placa se anaud/°C en condiciones anaerdbicas
durante 5 dias y durante este tiempo se obsengbata por microscopia de luz para
identificar las zonas liticas y la presencia o aagede polihedra. Dado que la expresion de
esta proteina indica la presencia de baculovitussire (AcCNPV-WT), es necesario aislar
placas liticas libres de polihedra a través de sSuoe ensayos de placa para finalmente
obtener clonas de baculovirus recombinantes pukdgcionalmente, debido a que la
reconstitucion del gen dmcZ en los baculovirus recombinantes se manifiesta l@or
actividad de |g3-galactosidasa, se agrego a cada pozo X-gal aaneewctracion final de
150 pg/ml y se incub6 a 37°C durante 24 horas. La coléraazul en las placas liticas

indico la infeccion y replicacion de baculovirusaebinantes.

La titulacion de los baculovirus recombinantesreaiz6 mediante el ensayo de

placa litica descrito anteriormente y el titulodetermind con la siguiente formula:



UFP/ml= (1/dilucidn) (# placas) (1/ml utilizadosrpal ensayo)

en donde lailucion se refiere a la utilizada en el pozo en estudio

el # de placases igual a las placas recombinantes (X-gal p@s}ien el pozo en estudio.

ml utilizados para el ensaypson los ml tomados a partir del stock viral dmsfeccion.

Por otra parte, las clonas de baculovirus recoambas positivas a X-gal se
amplificaron en cultivo de células sf9 por separgdo partir del sobrenadante se extrajo
ADN por el método de fenol-cloroformo, con las meemdaciones del fabricante Bac-N-

Blue Transfection Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Amplificacion y purificacion del baculovirus recomhinante AcCNPV-LC3

Los baculovirus recombinantes ACNPV-LC3 se amg@ifin infectando células sf9
a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.1. Lesiones se purificaron a partir del
sobrenadante de cultivo a 6 dias de la infecci@pamndo el detritus celular por
centrifugacion a 6,000 g durante 15 min a 4°C. lbagulovirus contenidos en el
sobrenadante se concentraron por centrifugaciamentor SW28 (Beckman) a 141, 000 g
a 4°C durante 90 min, después se resuspendierBB8ry se purificaron por un gradiente
de sacarosa al 10-50% (wt/vol), centrifugando defolama descrita anteriormente.
Finalmente, el virus contenido en la interfase feeolectado y centrifugado en las
condiciones ya mencionadas; el pellet formado perdarticulas virales purificadas se
guardd a 4°C protegidos de la luz. El baculoviibhestre (AcNPV-WT) fue amplificado

siguiendo el mismo protocolo.



Transduccion de células HepG2 con el baculovirus cembinante AcNPV-LC3 y

determinacion de la expresion de LC3 por Western bt

La transduccién de lénea tumoral hepatiddepG2 (1x168) se realiz6 con AcNPV-
LC3 a una MOI de 0.1 y se evalud la expresion d& pGr Western blot en extractos
celulares obtenidos a 48 h de la transduccion. reweb 50ug/carril de extracto total de
células se corrieron en condiciones desnaturaésaem SDS-PAGE y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa por electroforesis. Lambranas fueron bloqueadas con 3%
de BSA durante 2 hrs a t.a e incubadas con unuantisanti-lectina dde. histolytica
(subunidad pesada) policlonal de conejo (propoedonpor Rosario Lépez, de la Unidad
de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, WNAlurante 1 h a 37 °C. Después de
tres lavados con PBS-Tween 20, la membrana se dncab un anticuerpo anti-lgG de
conejo conjugado a HRP (Zymed laboratories, Sandiseo, CA. USA) durante 1 h a
37°C. Finalmente, la membrana se lavé 3 veces gdagplejos inmunes se revelaron por
guimioluminescencia usando el Kit ECL Plus WestBtatting Detection System (GE

Healthcare). Los anticuerpos se utilizaron a uhgidin de 1:1000.

Protocolos de inmunizacion con AcNPV-LC3, sangria yeto intra-portal con E.

histolytica

Hamsteres machos Syrian gold&fe6ocricetus auratysle 4 a 6 semanas de edad
se mantuvieron en condiciones libres de patogemos agua y alimentad libitum
siguiendo un protocolo aprobado por la comisiéraparcuidado y uso de animales de
laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomad. Los animales se dividieron en 8

grupos de hamsteres: dos grupos no tratados (gel@oa no infectados e infectados) y



seis grupos inmunizados. Los grupos inmunizadospoamien: dos inmunizados por via
oral, uno con baculovirus WT (O AcNPV-WT) y el otcon baculovirus recombinantes
LC3 (O AcNPV-LC3), dos grupos inmunizados por véasal, uno con baculovirus WT (N
AcCNPV-WT) y el otro con baculovirus recombinantéS3.(N AcNPV-LC3) y dos grupos

inmunizados por via intra-muscular, uno con badulsvWT (IM AcNPV-WT) y el otro

con baculovirus recombinantes LC3 (IM AcNPV-LC3gbIla 4).

Tabla4. Grupoes de inmunizacion y vias de administracion

Via de Baculovirus silvestre rf;:;ll‘;‘l::z:e Sham Sham
administracion ANPY-WT ACNPVLC'S infectado sin-infectar
Nasal () N AcNPV-WT (14)* N AcNPV-LC3 (19)*
FBS ¥ . P
Onal (©) O ACNPV-WT (197 | 0 AGNPV-LC3 (19)* NaHCO, | TPSY NiH(’(')3
@)
(29)*
Intra-nmscular (IM) IM AcNPV-WT (20)* IM AcNPV-LC3 (20)*

FNmmere de hamsteres

Los hamsteres de los grupos inmunizados, recibigemndosis de 1xf(PFU de

AcNPV-LC3 a intervalos de dos semanas; la admatgin de los baculovirus
recombinantes se realiz6 con el vehiculo @gD8e 0.2M NaHCQ@ a un pH 8.3 para la via
oral y 20 y 5Qul de PBS pH 7.4 para la via nasal e intramuscelgpactivamente (Fig. 10).
Para la inmunizacion oral, previa sedacion con e se utilizd una sonda de
alimentacién neonatal a través de la cual se adtrinia dosis sefialada previamente via
intra-gastrica. Por otra parte, para la inmunizaciasal se colocaron 10 en cada nostril
con una micropipeta y para la via intramuscularjingectd 5@l en el muslo derecho.
Todos los animales de los grupos sham recibier6ukfe NaHCQ via oral y 20 y 5Qul

de PBS via nasal e intramuscular, respectivaméns. semanas después de la ultima

inmunizacion, todos los animales excepto el grupams no infectado, se retaron



inoculando via intra-portal trofozoitos virulentds E. histolyticade la cepa HM1-IMSS.
En breve, los animales fueron anestesiados comlpenttital sddico (50 mg/kg; Anestesal,
Pfizer). Unavez en anestesia quirdrgica, se realizé laparot@miaondiciones asépticas
para exponer la vena porta en donde se inyectaidtrdfozoitos en 10Qu de PBS. El
sitio de la inyeccién fue inmediatamente ocluida cma almohadilla de gel foam, las asas
intestinales se regresaron a la cavidad abdomisalgerro la pared con grapas quirdrgicas

(Reflex 9, USA).

Se colectaron muestras de sangre antes del tratan{aia 0), previo al reto (dia
35) y antes del sacrificio (dia 49); de éstas nnasste obtuvo el suero por centrifugacion y

se almacend a -70°C hasta su uso.

{\./
& N
Inmunizacion Retn intra-porta
@ ¥ pv (1x10° wrofozoitos
- &5
g ¢] L 4 =

Hamster dorado 'y - < 3 ®
4-6 semanas * ¢ ¢ ‘l, *

| 1 1 | 1
0 14 30 45 49

Sacrificio

Figura 10. Esquema de inmunizaciom, sangria, rete y sacrificio. S mmumzoe en tres ocasiones hanwsteres maches con
In1C8 pariiculas vizalzs cada 14 dias. Adeinas, ol Genpe 9, 33y 49 52 (oo saze por puaneion 12tie-ocula para recuperar <1
suero v derernunar 2n el 1a respuesta mnnuie hmoral v evaluar la funcion hepatiea. EL reto se realizo a los 15 dias mwoenlands
trofozoires vieulentos de £ /vsiofiica e vana porta v ose saciticaron los annnales siete dias despues del 1eto paca evaluar <l
grado de proteccion conferndo por la innmunzacion.

Siete dias después del reto, los hamsteres séicsaon bajo sobredosis anestésica
y el higado fue extirpado para evaluar caractedstimacroscopicas como peso,
distribucion y tamafo de los abscesos producidedgpfeccion con trofozoitos de.

histolytica Se realizaron cortes coronales de la totalidddddgano y un fragmento del



mismo se fij6 en formaldehido-PBS al 4% durante Httas. Posteriormente, estos
fragmentos se pasaron en sacarosa a concentraci@msntes del 10 al 30% para crio-
proteger el tejido y posteriormente, se incluyesin Tissue Freezing Medium (Leica
Mycrosystems) para obtener secciones darfipara su tincion con Hematoxilina-Eosina.
A partir de la observacion macroscopica y microg@dple los higados, se determiné el
grado de proteccion conferida por la inmunizaci®@e\clasificd de la siguiente manera: i)
proteccién total, para los higados en los que rensentr6 evidencia de absceso hepatico,
i) proteccion parcial, para la presencia de lessa20% de la totalidad del 6rgano e iii)

infectados, para los higados que desarrollaroreabserr21% de la totalidad del 6rgano.

ELISA

Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas durantboi@s con @0 ng/pozo de
extracto total de trofozoitos axénicos Be histolyticaobtenido mediante la técnica de
calor-enfriamiento en buffer de carbonatos, pH ®4°C. Después de bloquear con 1%
BSA-Tween 20, se agrego a los pozos el suero dstbaniluido en 1% de BSA (dilucion
1:50) y se incub6 durante 1 h a 37°C. Despuésisinél el exceso con buffer PBS-Tween
20, se afiadi6 a cada pozo anticuerpo anti-lgG aestes conjugado a HRP (Becton
Dickinson, USA) (dilucién 1:1000) y se incub6 porhla 37 °C, posteriormente se
realizaron 4 lavados con PBS-Tween 20. Finalmdogsecomplejos antigeno-anticuerpo se

revelaron con OPD y se ley6é a 490 nm en un esgetdroetro.

Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas duranteoi@s con el anticuerpo de
captura anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IL-12 y anti{Ny de raton (BioLegend, USA) (dilucién

1:200) en solucién de sensibilizacion (8.4 g NaHC®36 g Na2CO3/L pH 9.5) a 4°C. Se



realizaron 4 lavados con 3@lYpozo de solucién de lavado (PBS + 0.05% Tween 26)
bloqued la unién inespecifica con 20pozo de solucion diluyente (PBS + 10% de suero
bovino fetal (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se incuhg@ante 1 h a temperatura ambiente con
agitacion de 200 rpm; pasado este tiempo, se aealiz4 lavados como se describid
previamente. Después de eliminar por completodssluos de la solucidon de lavado de las
placas, se agregd p@/pozo de extracto soluble de higado obtenido poicacion en 100

pl de solucién diluyente; ademas, en cada placasgaina curva estandar de calibracion
preparada con diluciones seriadas de 125 a 2 pgéard IL-4, 1000 a 31.3 pg/ml para I-10,
250 a 7.8 pg/ml para IL-12 y de 500 a 15.6 pg/mbhpg&Ny en solucion diluyente y se
incubd por 2 h a temperatura ambiente y en agitadsado este tiempo, se realizaron
nuevamente 4 lavados y se agreg6 el anticuerpetéeaién anti-I1L-4, anti-1L-10, anti-IL-
12 y anti-IFNy de ratén (BioLegend, USA) (dilucion 1:200) en 1@fpozo de solucion
diluyente y la placa se incub6 1 h a temperaturbieme en agitacion. Se lavo la placa en
4 ocasiones y se agrego 1Q0pozo de Avidina-HRP en solucion diluyente (dituci
1:1000) (BioLegend, USA) y se incubd por 30 minutostemperatura ambiente en
agitacion. Se lavdé nuevamente la placa 5 veces agesgd 10Qul/pozo de la solucién
substrato TMB (BioLegend, USA), la placa se incuydvotegida de la luz 30 minutos a
temperatura ambiente en agitacion y pasado estpdiese leyd la absorbancia a 650 nm.

Todas las muestras se analizaron por triplicados.

Ensayo de proliferacion celular

Después del sacrificio a los 7 dias del reto, sepaxon los bazos de todos los

animales y se colocaron en una caja de cultivoddpdzos en 2 ml de medio RPMI. La



fraccion celular fue obtenida por perfusion deladrg con una malla fina en condiciones de
esterilidad y recolectada en tubos falcon de 13paka eliminar los eritrocitos de la
suspension celular, se agregaron 2 ml de soluoitists (0.1 g de KHCg) 0.83 g de
NH,Cl y 0.0035 g de EDTA a pH 7.4 en 100 ml dghHbi-destilada) y se incubo a t.a
durante 5 minutos. Al término de este tiempo, seegagon 3 ml de medio RPMI
suplementado para parar la reaccion; se centri&ug600 rpm a 4 °C durante 5 min y se
decanto el sobrenadante. Para retirar los restt@ast#ucion de lisis, se lavo el pellet con 3
ml de medio RPMI en tres ocasiones. Las célulaanmtss, linfocitos en su gran mayoria,
se resuspendieron en 2 ml de medio RPMI suplemengage contaron en camara de
Neubauer. Posteriormente, se lavaron las célulexc&s en PBS y el pellet se resuspendio
en una relacién de 1xi6élulas/ml de PBS-0.1% de BSA; posteriormente,gseg® 0.5
UM de CFSE (CellTracd CFSE Cell Proliferation Kit —C34554. InvitrogenSH) y se
incubé a 37 °C durante 10 minutos. Para parardacién de marcaje, se agregé medio
RPMI y se incubd en hielo durante 5 minutos. Elgbede lavo en tres ocasiones con medio
fresco y se cultivaron P0células/pozo en placas de 96-pozos en medio RPM)| en
presencia de Concanavalina A{@/pozo) o en presencia de extracto total de anfiba (
ng/pozo), a 37 °C con 5% GQ@ 95% de humedad por 72 h. Finalmente, las cékgas
cosecharon vy fijaron con formaldehido al 3.7%. Ibagestras fueron analizadas en un
FACSCanto Il flow cytometer (BD). Un minimo de 1000 eventos fueron leidos y

analizados con el software DIVA.
Pruebas bioquimicas de funcion hepatica

Al momento del sacrificio (dia 49), se obtuvieronastras de suero que se enviaron

al servicio de Patologia de la Facultad de Medideterinaria y Zootecnia para obtener la



determinacion de alaninoaminotransferasa (por sgiassen inglés ALT), aspartato
aminotransferasa (por sus siglas en inglés AST)estarol y albumina. Estas
determinaciones se realizaron en sueros de hamstemeinizados con AcNPV-LC3 por

via oral con diversos grados de proteccién (totargial) y en animales infectados.

Analisis estadistico

La comparacion entre los grupos inmunizados y esgectivos controles se realizo
mediante la prueba exacta de Fisher. Para detarfagdiferencias entre los grupos en los
ensayos de proliferacién celular y ELISAS, se méala prueba Kruskalvallis con el
programa SPSS version 19.0. Un valor @le<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.



Resultados

Produccién de baculovirus recombinantes de expresiCAcNPV-LC3, AcNPV-CREHP

y AcCNPV-SREHP

Los baculovirus recombinantes de expresion fuemme@dos co-transfectando los
plasmidos de transferencia pBlueCMV-LC3, pBlueCMREHP y pBlueCMV-SREHP
con DNA de AcNPV en células de insecto sf9. La mgimacion homéloga se llevé a cabo
entre las secuencias ORF 1629lacZ contenidas en el plasmido de transferencia
pBlueCMV (Fig. 11A) y el DNA linearizado de AcCNPB#c-N-Blue DNA). Las proteinas
amibianas clonadas en el vector pBlueCMV estan &agontrol del promotor de CMV con
la finalidad de conducir una alta expresion de alcproteinas en células de mamifero y de
esta manera, permitir su reconocimiento por elesiat inmunologico. Los plasmidos
pBlueCMV-LC3, pBlueCMV-CREHP y pBlueCMV-SREHP litegon los fragmentos
clonados en los sitios Hindlll/Xbal con el peso emilar esperado, 1062 pb para LC3, y

699 pb para CREHP y SREHP (Fig. 11B).
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Figura 11. Clonacion de Ias regiones codificantes de LC3, CREHP ¥ SREHF en el plasmido de transferenciy pBlueCMY,
AL Plasmide de transferencia pBlueCMY. B, Elsctroforesis en gal de agarosa de los plasnidos pBlusCMV-LO3, pElue MV-
CREIIP v pB2CMV-SRELF v la resticeton en [hndlIIXbal con la liberacion de les fragizntos LO3 de 1062, CREIP v
SREHP d= 699 ph.

Identificacion de baculovirus recombinantes de exm@sion de LC3 y transduccién de

células de mamifero

Baculovirus recombinantes AcCNPV-LC3 se identificanmediante un ensayo de
placa litica a partir de la cual se aislaron sigas virales distintas. Con cada clona se
infectaron células sf9 durante 5 dias; posteriotmese agrego al sobrenadante X-gal, que
por accion de I galactosidasa reconstituida en las clonas rec@antes da lugar a una
coloracion azul del medio (Figura 12A y B). De estanera, encontramos que todas las

clonas ensayadas excepto la numero 4 reconstitugtigen ddacZ durante el proceso de



recombinacion homéloga (Figura 12B). Adicionalmepi@ra determinar si los baculovirus
gue expresan If-galactosidasa contienen la secuencia de LC3 ggeisoma, se purificod

DNA a partir de cada clona recuperada del ensaymada litica y se amplificé por PCR la
secuencia de LC3 (Figura 12C) todas las clonaspgxd¢a nimero 4 amplifico la secuencia

LC3.

Por otra parte, con la finalidad de evaluar laacagad de AcNPV-LC3 de
transducir células de mamifero y conducir la expresde LC3, particulas virales
recombinantes se utilizaron para conducir la exg@nede la proteina amibiana LC3 en
células de mamifero HepG2. Mediante Western blot, en antisuero policlonal anti-
lectina deE. histolytica se demostré el reconocimiento de una banda de makecular de

50 kDa, que corresponde a la masa esperada paréFig-3 2D, linea 3).

Células sI9 infectr dus con el baculoviruy Células 519 infectadas con el baculovirus
reeombinante ACNPV-LC'3 recomlinante AcNFVIL.O3 + N-gal
| 1 2 3
C D kDA
97
PM/ E/C1/ C2/ C3/ C4/ C5/ C6  Clonas o6
1630bp =» r — - f— >}

1000pb = Lc < 50KDa
1062 bp 45
30

Figura 12, Determinacion de clonas recombinantes v expresion de Ia proteinay amibiana LC3 en células de mamifero
transducidas con el haculnvirus recombinante AcNPV-LC 3. A Celnlas 319 en enltivo mfectadas con seis clomas de bacnlovims
que fueron recupetadas d2 un ensavo de placa litica. B, Clonag mostradas en el panel antetor a Lag que e agrego N-gal cuva
axprasion de P-galactesidasa o raduetda cont la coloracion azul del macio. . Amplificacton de la secuenaa dz L3 a parhir de
DINA e Lass sens cloaas de baculovinus wisladas, T Weslemn blol de im exitacto dz e2lulas Hep32 mansducidis usando un anlisuero
de anti-Gal-leetin policlonal de conzjo.



Produccién de baculovirus recombinantes de despliag AcNPVdisplay-LC3,

AcNPVdisplay-CREHP y AcNPVdisplay-SREHP

Los baculovirus recombinantes de despliegue sergemeclonando las secuencias
de las proteinas amibianas mencionadas previaneentearco de lectura abierto con la
secuencia de la glicoproteina GP64 en el plasmi@P6ddisplay (Figura 13A).
Posteriormente, el cassette de las secuencias GRE#P, GP64-LC3 y GP64-SREHP
obtenido por la restriccion de los plasmidos pGiplay-CREHP, pGP64display-LC3 y
pGP64displaySREHP en los sitios EcoR1/Sall, ser&qqua electroforesis y se purifico a
partir del gel de agarosa (Figura 13B). Finalmeesés cassette se subcloné en el plasmido
de transferencia pBlueBac4 (Figura 13C). La obtandie los baculovirus se realiz6 de la
manera descrita anteriormente para los baculovdeisexpresion. En este sistema de
despliegue, las proteinas amibianas se expresas@nédas con la glicoproteina GP64 de
los baculovirus, de esta manera, estan expuestts fuperficie de los viriones para ser

presentadas al sistema inmune del animal inmunizado
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Figura 13. Clenacion de Iag regiones codificontes de LC3, CREHP v SREHP ¢n ¢l plasmido pGPaddisplay v
subclonaciin en el plismide de transferencia pBlueBac4. A. Plismide pGPoddiaplay con sitio de clonacion multiple
an marco de Lzetura abierto coii la proteina GP64. B (Gel de agarosa en 2l que se muesha elzetioforesis de Los plasnndos,
PEPOAIsplay -CREHE, pGPodisplay-LC3 v pGPAddisplay-SEEHP (caniles 1. 2 v 3. respeelivanends) v La resigecion
=1 los sitios de clonacion EcoR1/Sall con lberacion de les fiagmentos elomades CREHE LC3 v SREHP. con 2l peso
wolscular ssperade (canilss 4.5 v 6. respeetivanente). C. Plasnude de nwanstarencia pBlueDacd que cotinenes los sitios de

rzeotubinacion homalega ORF 1620 viasZ



Inmunizacion oral y nasal con AcCNPV-LC3 confirid proteccion contra el reto de AHA

Con la finalidad de evaluar el grado de proteceidmelacion al desarrollo de AHA,
documentamos una descripcibn macroscopica comparedég los higados de todos los
grupos experimentales: abscesos diseminados, learoiausencia de lesiones. Asi, 57.9%
(11 de 19) de hamsteres del grupo O ACNPV-LC3 Jora21% (4 de 19) del grupo N
AcNPV-LC3 (nasal) no desarrollaron lesiones madpsas de AHA, sugiriendo
proteccidon total en estos animales (Tabla 5). Ra parte, se encontraron numerosos
abscesos diseminados en el parénquima hepético H30% de los animales del grupo
sham (19 de 19), en el 89.4% (17 de 19) del gmpdcNPV-WT (baculovirus silvestre

oral) y en el 100% (14 de 14) del grupo AcNPV-Wilvéstre nasal) (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de infeccion en himsteres controles e inmunizados en mucosas con haculovirus, seguido del reto por inoculacion
intra-portal con trofozoitos virulentos de E. Jtistolyiica.

Infectados/ - b ‘Proteccion | ‘Proteccion
- "Proteccion total valor de p . . “valor dep
Grupos Total %) (Fisher’s ) Parcial final (Fisher’s )
(%) infeccion " PR % % PR
‘ 19/19
Sham (100%) 0 0 0 0 0
Car 1414 0.119 i 0119
Ac W { Lo -- i -
NACNPAY-WT (100%0) {(vs N AcNPV-L('3) (vs N AcNPV-L(3)
) 1519 0.103 0.103
y TLC3 2 - 2
N AcNPV-L (78.9%) 1 (vs Shany) ! (vs sham)
; R 17719 - 0.005 s (L0001
OAc =W .5 - S -- .5 . S
P ACNPY-WT (59.4%) 103 (¥ 0 ACNPV-L(3) 103 (5 O ACNPV-LO3)
, . 8/19 - 0.0001 0.0001
(& -LC3 ) 57 2 78.
) ACNPA-L (42.1%) 379 (vs Sham) ! 8.9 (vs sham)

*En el porcentaje de amuste se testo el poreentaje de proteceton del grupo mnmnizado con AcNPV-WT a surespectivo grupo experimental
{AcNPV-LC3) . El analisis estadistico se realizo con el programa GraphPad TnStat 3.

& Hamisteres sin dafio hepatico evidante por observacion macro v microscopica.

b Valor dz p considatando la proteceion total

¢ Antmales con lesiones hepaticas - 20% de la totalidad del organo.

4 Suma dz la proteccion total y parcial.

e Valor de p considerando la proteccion final.

Similares caracteristicas se observaron en los18 fiamsteres inmunizados con
AcNPV-LC3 y no protegidos por via oral y nasal pesdivamente. Por otra parte, cuatro

animales del grupo O AcNPV-LC3 mostraron diferescen el desarrollo de AHA



comparandolos con el grupo sham y control WT; etiqudar, los abscesos se localizaron
en su mayoria en un lobulo y fueron de menoresriioees. El porcentaje y el nUmero de

animales protegidos, parcialmente protegidos ymotegidos, se muestra en la figura 14A.

A
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Hl Proteccién parcial
NACNPV-LC3 15 ‘ 4 Proteccion total
NANPV-WT 14
Sham 19
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E3
O AACNP\’_‘\'T }—l sheslesk
Sham f—
Noinfectados | |—
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Peso (g)

Figura 14. Evaluacion de Ia proteccion observada en himsteres inmunizados con AcNPV-LC'3 ¥ retados.

A Porcentaje de aniinales infeetados (barras abisrtas). con proteceiom parcial (AHA e 20% dal paréngquima hepatico. batras negras)
v proteccion total (sin evidencia de AHAL bamras giises) para cada grupo experimental. El numero de antmales que corresponde a
cada grado de proteccion esta esciito en cada barra.

B. Evaluacion del daiio en relacion al peso. Tuker-Krater ¢ 0 .05 %% -0 .07 FFF o (L0 ).

Las diferencias en el desarrollo de AHA se observéambién al comparar el peso
del higado de todos los grupos, debido a que el Ad#a directamente relacionado al
desarrollo de hepatomegalia. En promedio, un pesbgifue observado para un higado en
el grupo O AcNPV-LC3 de animales inmunizados, mangue en el grupo N AcNPV-
LC3 el promedio fue de 9 g. Estos valores son Btgiivamente menores cuando los

comparamos con el grupo sham en el que el pescegiorfue de 15 gp<0.001 contra la



via oral y ungp<0.005 contra la via nasal; Fig. 14B). Por otraegyal peso promedio del
grupo O AcNPV-LC3 también fue diferente al grupoAONPV-WT (p<0.005). No se
observaron diferencias significativas entre lospgeuinmunizados por via nasal con
AcCNPV-LC3 y AcNPV-WT. En conjunto, estos resultadosiestran que los hamsteres
inmunizados principalmente por la via oral, mosinanna proteccion ante el desarrollo de

AHA.

Las observaciones macroscoépicas se confirmaroargoisis microscopico de todos
los higados; de esta manera, corroboramos la dastadarno en el parénquima hepatico,
de infiltrado inflamatorio y de trofozoitos en @stde diferentes fragmentos de los higados
gue presentaron proteccion total (Figura 15A y B)r el contrario, multiples lesiones
macroscoépicas se observaron en todo el parénguepetibo de animales inmunizados no
protegidos e infectados del grupo sham (Figura YL%E), en los cuales a la observacion
microscopica se encontraron multiples zonas deosecextensiva, licuefaccion de tejido y
trofozoitos dispersos (asterisco), rodeadas diradfo inflamatorio (flecha) (Figura 15F y
H). Por su parte, los hamsteres protegidos de ragreacial mostraron una considerable
reduccion en el numero y esparcimiento de los absc€20% del parénquima hepatico),
como también en el numero de trofozoitos con réspedos grupos sham (Fig. 15C y D

contra recuadros E a H).



Figura 15. Desarrollo de AHA y analisis microscopicoe del dafio hepatico en hamsteres inmunizados en mucosas con AcNPV-
LC3 después del reto intra-portal con E. hivielytica. La flecha sefiala ¢l mfblado mbanatono que rodea el absceso y el
asterizco el cantro necrotico. Barra amarilla: 100 pun.

Si consideramos el porcentaje de proteccion t(8@l9%) y el parcial (21%)
observado en hamsteres inmunizados por via oralAediPV-LC3 y retados, podemos
sumar un 78.9% de proteccion final (total mas pdr@n este grupo. Sin embargo, el
porcentaje cae a 68.4% si consideramos que 10.5%bsdanimales inmunizados con el

baculovirus silvestre se protegieron (Tabla 5).

Vacunacion oral y nasal con AcNPV-LC3 induce anticerpos anti-amiba en sangre
Anticuerpos IgG anti-trofozoitos fueron observadosel suero post-inmune de los grupos
O AcCNPV-LC3 y N AcNPV-LC3 mediante ELISA. Por el ntoario, sus respectivos
controles inmunizados con AcNPV-WT no desarrollaamticuerpos IgG anti-amibg<
0.001 yp< 0.005 para la via oral y nasal, respectivameitepido a que los sueros pre-
inmunes y los inmunizados con el baculovirus stheesno mostraron anticuerpos

especificos contra el extracto amibiano, nosotsosnamos que los niveles de anticuerpos



detectados en los hamsteres inmunizados con AcNE3/dor ambas rutas son anticuerpos
especificos contra LC3, y por lo tanto, contra dbunidad pesada de la lectina He
histolytica No observamos respuesta humoral sistémica egrigms sham y control no
infectados < 0.001) cuando los comparamos con los grupos irrados con AcNPV-
LC3. Interesantemente, no se observaron difereecidss niveles de anticuerpos entre los
animales de los grupos inmunizados (via oral ylrasaAcNPV-LC3p>0,05) ni entre los
animales del mismo grupo con diferentes grados meqrion. La produccion de
anticuerpos IgG sin diferencias significativas émbteres inmunizados por ambas rutas
sugiere gue los anticuerpos IgG anti-amiba puedeestar relacionados con la proteccion
contra AHA, en comparacién con las claras difer@iogcie se observan entre los niveles de
proteccién en animales inmunizados con AcNPV-LChiadstrado por via oral y nasal

(Tabla 5., Fig. 16).
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Figura 16, Respuesty inmune humeoral anti-E. hisfelyfica en himsteres inmunizados en mucesas con AcNPVLC3 v
retades para desarrello de AILA. Anticverpos [gGen suero contra extracte total de trotozottos de B listolviice fue medido
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represantan la densidad optica media (0 = 19}, Antienaipos IgG o espeaficos s datzctaron z0lo an los sueros de andmales
mmmnuzados con AchPY-LC3, mdependientaments de la mta de mowmzacion %0 L0050 50 0001 )

La vacunaciéon oral y nasal con AcNPV-LC3 induce rgaiesta inmune mediada por
células

La activacion de linfocitos asociada a la inmuni@acon AcNPV fue cuantificada
en todos los animales por ensayos de proliferacghumiar de células de bazo estimuladas
con extracto total de trofozoitos He histolyticay tefiidas con CFSE. Como se muestra en
la figura 18, todos los animales protegidos porunizacion con ACNPV-LC3 mostraron
alto porcentaje de células proliferantes con laosiqidn antigénica de extracto total de
amiba, independientemente de la ruta de inmuniaacil porcentaje promedio de
proliferacion en estos grupos fue de 15 y 22% al@ll e las células de bazo analizadas
para la via oral y nasal, respectivamente. Poroelrario, solo se observé fondo de

proliferacion en todos los animales no protegidesluyendo los sham, los inmunizados



con AcCNPV-LC3 que desarrollaron AHA y los inmunipad con AcCNPV-WT.
Interesantemente, los esplenocitos de los dos késsinmunizados con AcCNPV-WT y
protegidos no proliferaron ante el antigeno de amgugiriendo que en estos casos la
proteccion fue debida a una respuesta celular @véfspa. Al comparar el porcentaje de
proliferacion entre los animales de los grupos inizados por via oral, encontramos una
respuesta proliferativa significativamente mayor eéngrupo O AcNPV-LC3 protegido
(15%) comparandola contra los no protegidos deimmigrupo (2%) y contra el grupo O
AcCNPV-WT (4%) con diferencias estadisticamente ifgativas (p<0.005). En la
comparacion de la respuesta proliferativa entreatosiales inmunizados por via nasal, se
observé un porcentaje de proliferacion mayor egrgbo N AcNPV-LC3 protegido (22%)
con respecto a los no protegidos del mismo grugs®4)Ly contra el grupo N ACNPV-WT
(1%), diferencias estadisticamente significativas (0.001) (Figura 17). El fondo de
proliferacion descrito anteriormente fue tambiésestdado en los grupos sham y control
sin infectar. Estos resultados sugieren que laepeodn total contra el AHA en hamsteres
por inmunizacion en mucosas con el baculovirus migoante AcNPV-LC3 esta
directamente relacionada con la respuesta celdpec#fica ante el parasito y es

independiente de la respuesta humoral.
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Figura 17. Respuesta proliferativa celular anti-E. histolytica en himsteres inmunizados en mucosas con ACNPV-LC3 y retados
para el desarrollo de AHA. La respuesta inmune celular fue evaluada en esplenocitos al tiempo de sacrificio (dia 49) por tineion con
C'FSE de células estinwladas en cultivo con extracto total de E. Distolrsica durante 72 I, Las bartas representan la media del porcentaje
de proliferacion de log hamsteres ncluidos en cada clasificacion. Proliferacion espacifica se observo solaments en los anumales
protegidos. independientemente de la ruta de monnuzacion (*p - 0.0030FF 5 H.001).

El grado de proteccion contra AHA en inmunizados co AcNPV-LC3 visto por
microscopia, se corrobord con pruebas de funcion patica

Suero obtenido al momento del sacrificio fue enbegpara determinar
transaminasas hepaticas como la ALT y AST de losskéres inmunizados y retados que
mostraron diversos grados de proteccion (infectgoireialmente protegidos y protegidos)

con respecto a sueros de animales no infectadasndisma edad (Tabla 6).

Tabla 6. Determinacion de transaminansas hepaticasen suern de himsteres inmuniza dos por via oral con
ACNPV-LC3 y retados con E. liistolytica.

OACNPV-LC3
Sin infeccion Sham Proteccion No
total parcial protegidos
Peso (g) 32 17.6 51 33 7
ALT (U/L) <87 006 1049 80 1372 1180
AST (U/L) <99 68 1531 128¢ 2050 665




Al evaluar los valores reportados para cada anirptesentante de cada uno de los
grupos, encontramos que el suero del hamster simmfectar tiene valores funcionales
dentro del intervalo de normalidad, mientras quanahal del grupo sham infectado supera
2.38 veces el peso de referencia (sham no infegtd8® veces el valor de ALT y 22.5
veces el de AST. De la misma forma, el hamsterciatio perteneciente al grupo O
AcNPV-LC3, tuvo un peso 0.3 veces superior, ALT518.AST 6.7 veces superior a la
referencia. Por otra parte, el hamster con pradegearcial del grupo O AcNPV-LC3, tuvo
un incremento de 15.7 veces de ALT y 20.7 veceASIE en comparacion con el animal
del mismo grupo con proteccion total que tuvo wrdmento de 13 veces de AST, pero
valores de ALT dentro del parametro de refere(itabla 6). Estos datos indican que las
pruebas de funcion hepatica estan directamenteioatedas con el grado de proteccion y la

hepatomegalia observada en los animales estudiados.

La inmunizacion intramuscular con AcNPV-LC3 confirié proteccion contra el

desarrollo de AHA en hamsteres retados

Con la finalidad de comparar la eficacia de prateccconferida por la
inmunizacion en mucosas con el AcNPV-LC3 contra umaunizacion parenteral,
decidimos incluir un grupo inmunizado por via imtescular, ya que esta via de
inmunizacion fue ampliamente reportada en ensaywspmbteccion con baculovirus
recombinantes. La evaluacion del grado de protace#orealizdé de acuerdo a los criterios
establecidos para la via de mucosas. De esta mamewatramos que el 30% del grupo IM
ACNPV-WT (6 de 20) y 55% del grupo IM AcNPV-LC3 (e 20), no desarrollaron

AHA, lo que sugiri6 proteccion total en estos ar@agTabla 7).



Tabla 7. Porcentaje de infeccidn en hamsteres controles e immunizadaos con AcNPV-LO3 v retados.

*Proteccion

Infectados/Total EProteccion *Proteccion Pyalorde p
Grupos ) - total - . A
infeccion {%) %) Parcial % final % [Fisher’s )
0,
8/10
i {
Sham (80%) ) 0 ]
11/2¢ c.02
IV ACNFV-\WT n 5 35
‘ {7095) {vs IM AcMPY-LC3)
9/20 g.cc2
IM AcNPV-LC3 ) 55 20 75
. {15%) (vs IM Sham)

Analisis estadistico GraphPad InStat 3.

2 Hamateras ain daiio hepatico.

b Apnnales eontlesiones por debajo del 204 de AHA
< Snma s la proteecion tofal v pareial.

e Nalow de p considzrando La protsceion tinal.

Por otra parte, se encontraron numerosos absdesmsinados en el parénquima
hepatico en el 80% de los animales del grupo si&ade(10), en el 65% del grupo IM
ACNPV-WT (13 de 20) y en el 25% del grupo IM AcNRXZ3 (5 de 20). Por otra parte,
animales del grupo IM AcNPV-WT e IM AcNPV-LC3, maston proteccion parcial en el
5y 20 %, respectivamente. Al sumar los porcentdgeproteccion parcial y total tenemos
una proteccion final de 35 y 75% para el grupo IMNRV-WT e IM AcNPV-LC3,
respectivamente (Figura 18A). Sin embargo, es derh@tar que en esta ocasion el grupo
sham infectado desarroll6 AHA solo en el 80%. Die esodo, tras un ajuste con el grupo
sham, podemos decir que la proteccion final fudslg 55% para los grupos IM AcNPV-
WT y AcNPV-LC3, respectivamente. Finalmente, ellarsdestadistico con la prueba de
Fisher indica que existen diferencias estadisatasmparar el grupo IM AcNPV-LC3 con

los grupos sham y AcNPV-WP<£0.02 y 0.002, respectivamente) (Tabla 7).
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Figure 18. Proteccion contra AHA en himsteres inmunizhdos con ACNPV-LC3 por vin inramuscular. 2. Porcentaje e
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El desarrollo de hepatomegalia medido en el pesbigado de todos los animales,
nos indicé que el promedio del grupo sham fue dB §4+6.5), mientras que el peso del
grupo IM AcNPV-LC3 fue de 7 g (x2). En comparaceeste grupo, el inmunizado con el
baculovirus WT tuvo un peso promedio de 13.5 g .(¥29n estos datos encontramos
diferencias estadisticamente significativas al canapel grupo IM AcNPV-LC3 contra IM

AcCNPV-WT y el grupo shanp&0.00]) (Figura 18B).



Determinacion de dafio hepatocelular en relacion alproteccion (total o parcial)

Dado que el parametro mas preciso en relacion &b deepatocelular es la
determinacion de ALT, decidimos evaluar el niveledga enzima en 5 animales de los
grupos sham infectado e IM AcNPV-LC3 con protec@arcial y total (Tabla 8). La
determinacion de ALT muestra claras diferenciageeids animales del grupo sham
infectado con respecto al grupo IM AcNPV-LC3 cootpccion total y parcial. Es de hacer
notar que todos los valores de ALT en el grupo IMNRV-LC3 con proteccion total estan
dentro del valor de referencia 32.2 U/L (x10.1)emtias que el grupo con proteccién
parcial tuvo determinaciones de 169.4 U/L (x112.3)| grupo sham infectado tuvo los

valores mas elevados de ALT, con 258.8 U/L (+16@2pla 8).

Tala 8. Determinacion de traonsaminansas en suero de himsteres inmunizados por via intra-muscular con
ACNPVLC3 e infectados con E. fiistelviica.

(£163.2)

Sham IMACNPVLC3 IMACNPVLC3
infectado (n=5} Proteccion total (n=5) Proteccion parcial (n=5)
Peso (g) 15+3.9 6+2.3 6.3+3.2
2388 322 1694
T (U/L
ALT (U/L}) <87 101

(£112.3)

Expresion de IFNy e IL-4 en parénquima hepatico de hamsteres inmurézos y
retados para AHA con diversos grados de proteccion

Con la finalidad de caracterizar la respuesta irolagica asociada a la proteccion
conferida por la vacunacion parenteral con ACNP\BL€&e determind la expresion de \FN
como citocina de la respuesta Thl y la molécul@rdehante en la respuesta inmune
protectora en ensayos de vacunacion ante el regstimal y hepatico. Adicionalmente, se
determiné la expresion de IL-4 como una citocirésicla de la respuesta Th2. De manera

interesante, encontramos que la expresion dg B-NL-4 estan directamente relacionadas



con el grado de proteccion conferida, al comparaxpresion de ambas citocinas entre el
grupo sham infectado (50 y 15 pg/mL de i{FH IL-4, respectivamente) y el grupo
inmunizado via intramuscular con el baculovirus ombinante AcNPV-LC3 con
proteccién total, es decir, sin desarrollo de adeg430 y 80 pg/mL de IRNe IL-4,
respectivamente) hay diferencias estadisticamegiéfisativas con respecto @< 0.05).
Sin embargo, al comparar la expresion de estasimd® entre los hamsteres del grupo
inmunizado con AcNPV-LC3 con proteccion parcial S@eollo de AHA< 20% del
parénquima hepético) contra el grupo inmunizadoAcNPV-LC3 con proteccién total y
el grupo sham infectado, no encontramos diferenesadisticamente significativag>(

0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de TFN7 e TT-4 en higados de hamsteres mmunizadns com ANPV-T.('3 via intramuscolar ¥ retados.
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A manera de resumen y utilizando los elementosrgusepermitieron evaluar las
diferencias entre los diferentes grados de prdiacaonferida por la inmunizacién
intramuscular con el baculovirus recombinante AcCNE338, en la figura 20, se muestran

las fotografias macro y microscépicas de los higad® animales pertenecientes a los



grupos sham y al grupo inmunizado con AcNPV-LC3 diferentes grados de proteccion.

Ademas, se incluyeron los valores del peso, ALFNyldocumentados para cada érgano

(Figura 20).

Macroscépico Microscépico Peso(g) ALT(U/L) IFNy(pg/mL)
Sham | 6.0 27 48
no-infectado ¥
Sham 20.3 500 59
infectado
’ 6.3 49 500
Protegido
’ 5.1 34 470
m 6.8 69 410
Parcialmente
protegido s )
8.9 203 257
16.5 271 80
No
protegido
18 385 45

Figura 20. Analisis microscopico, bioquimico e inmunologico de los higados de hamsteres inmunizados via intra-muscular con AcNPV-
LC3 después del reto de AHA. Columna 2 y 3, caracteristicas macroscopicas y microscopicas de higados representativos con diferentes
grados de proteccion ante el reto de AHA; columna 4, peso del érgano; columna 5, determinacién de ALT en suero y columna 6,
expresion de IFNy en el parénquima hepatico.

Es clara la relacion directamente proporcional eertk desarrollo de AHA, la

hepatomegalia desarrollada medida por el pesordahd y elevacion del nivel de ALT por



encima de los valores de referencia y la relaciéon inversa que existe entre el desarrollo del

AHA y la produccién de IFM



Discusion

La lectina deE. histolyticaes una molécula indispensable en la patogénesistde
parasito y el principal candidato a vacuna. Seulggrsdo que anticuerpos IgAs anti-lectina
deE. histolyticaconfieren resistencia a la reinfeccion de amibiagestinal en humanos y
gue este antigeno, utilizado en ensayos de proteces efectivo ante el reto de AHA
experimental. Estos hallazgos, llevaron a los e@gpeate la OMS a emitir la recomendacion
para el desarrollo de una vacuna coftraistolyticadado que este parasito es endémico en
paises en vias de desarrollo y es una importangaake morbi-mortalidad. Sin embargo, el
desarrollo de vacunas contra microorganismos giéetan la mucosa intestinal tiene una
limitante comun: la falta de un adyuvante segurefigaz para la administracion de
antigenos en humano. En este trabajo proponenssméeo del baculovirus recombinante
AcNPV-LC3 como un vector de vacunacion, que a difera de otros vectores empleados
en ensayos de proteccidn corfrehistolytica es un vector inocuo, incapaz de replicarse en
células de mamifero y por ende, de causar efedogaticos (Shoji y cols, 1997), sin
inmunidad pre-existente conocida en humanos (Georgos LJ, 2009), con riesgo
ambiental nulo y aprobado por la FDA como bioinsata para el control de plagas, tanto
en cultivos agricolas como en ecosistemas foresganos de consumo humano (Koppers-
Lalic D y Hoeben R. 2011) y para la produccion detginas recombinantes de uso clinico.
Adicionalmente, este virus tiene propiedades denate, lo que le permite inducir una
respuesta humoral y celular antigeno-especifica.

Por las caracteristicas descritas previamentbageropuesto al baculovirus como
un atractivo vector para vacunacion, terapia géngiatema de expresion de proteinas para

uso clinico (Madhan y cols, 2010).



Para demostrar la capacidad adyuvante del bacusoxecombinante, se realizaron
ensayos preliminares inmunizando por via oral yinasatones Balb/c con diferentes dosis
de baculovirus que expresan la proteina de flueresa verde (GFP) fusionada en el
extremo amino-terminal de la glicoproteina de dliper Gp64. En estos ensayos se
estandariz6 la dosis para inducir una respuestarierantigeno especifica en 1%p¥ y se
documentd la cinética de produccion de anticuemggodos animales inmunizados por
ambas vias, encontrando que el mayor titulo decwsrpos IgG séricos e IgAs anti-
baculovirus en sobrenadante de heces se obseo#dld ly 21 dias para la via oral y nasal,
respectivamente. Por otra parte, encontramos @&npios IgG séricos e IgAs anti-GFP en
los animales inmunizados por via oral, demostragde la inmunizacion por via de
mucosas con los baculovirus recombinantes es ad@ajenerar una respuesta sistémica
(Meneses-Ruiz DM, Laclette JP, Luz-Madrigal A, Vacay Carrero JC, datos no
mostrados).

Al momento que se inici0 este estudio, la eficatgabaculovirus recombinantes
administrado por via oral para inducir una respuesttigeno-especifica no habia sido
reportada en la literatura. Sin embargo, multiptabajos habian propuesto al baculovirus
como un vector y adyuvante eficiente dada su cdpdaie activar CPA y producir una
respuesta antigeno-especifica (Abe T y Matsuura010). Recientemente, se documento
la eficiencia de baculovirus administrados por eial en raton de inducir una respuesta
inmune (Prabakaran y cols, 2010; Madhan y colsp2&yed y Kwang, 2011) y se ha
propuesto un modelo del mecanismo de induccion ideadrespuesta (sistémica y en
mucosas), soportando el uso de baculovirus recantga como un vector de vacunacion

con capacidad de adyuvante seguro y eficiente (Kagicols, 2010).



Una vez demostrada la propiedad de adyuvantesdieaculovirus por mucosas, se
construyd el baculovirus recombinante AcNPV-LC3,cehl contiene un casete con el
promotor temprano del CMV y la regién codificantd ffagmento LC3 de la lectina &
histolytica Para demostrar que el baculovirus AcCNPV-LC3 gmzale transducir células
de mamifero y expresar eficientemente el péptids,laélulas HEPG2 (la linea celular con
mas alta eficiencia de transduccion; Hofmann y,cb®95, Luz-Madrigal y cols, 2007)
fueron transducidas con el baculovirus recombinActéPV-LC3 y mediante western blot
se demostro la expresion de la LC3 amibiana (véasesultados).

Posteriormente, se realizaron ensayos de inmudizag reto en el modelo
experimental de AHA. En estos ensayos, encontrgmadsccion total, es decir ausencia de
amibas y dafio, en el 57.9%, 21% y 55% para losaasrinmunizados con AcNPV-LC3
por via oral, nasal e intramuscular, respectivamgmroteccion parcial, car20% de dafio
hepatico, en el 21% y 20% de los animales inmuoigmbr via oral e intramuscular,
respectivamente (Tablas 5 y 7, figuras 14, 15 y. B)hecho de que los animales
inmunizados con AcNPV-LC3 desarrollaron una resfguasmoral y celular anti-amiba,
sugiere que el virus fue capaz de transducir celilh epitelio intestinal y nasal y/o células
inmunes de los animal@s vivo. Estas células expresaron el péptido LC3 bajortrcbdel
promotor de CMV que posteriormente fue procesagwegentado al sistema inmune de
manera eficiente, generando asi inmunidad prot&cték comparar los porcentajes de
proteccion final conferidos por el AcNPV-LC3 adnsinado por diferentes vias,
encontramos que la via de inmunizacién mas efefiyda via oral (78.9%) seguida por la
via intramuscular (75%), y la via menos eficienie fa nasal (21%). Sin embargo, es
indispensable mencionar que la proteccion partisévada en este trabajo no implica que

la inmunizacion permita al animal retado resoleeinfeccion parasitaria, para resolver esta



interrogante, sera necesario evaluar este grupayamtiempo del reto para determinar si la
respuesta inmune inducida por el baculovirus recoambe AcCNPV-LC3 es capaz de
eliminar o limitar el desarrollo del AHA inducidoxgerimentalmente. En este sentido, el
aumento de la expresion de NNén el parénquima hepatico de estos animales,rsugie

el sistema inmune puede ser capaz de limitar eimrento del absceso y eventualmente
resolverlo debido a que esta respuesta se haaedatt ampliamente a proteccion en este
modelo experimental (Martinez y cols, 2009).

En este sentido, Soong CJ y cols reportaron girerlanizacion intraperitoneal con
la proteina LC3 recombinante con Titermax como adgte, fue capaz de inducir
produccién de altos titulos de IgG séricos y ptetante el reto de AHA en gerbos con
una eficacia de 71% (Soong y cols, 1995). Estajoabs el Unico antecedente del empleo
de LC3 en ensayos de proteccion contra AHA, sinaegd) no es del todo comparable con
el proyecto presentado en esta tesis debido a osietrbfozoitos deE. histolytica
aparentemente son menos virulentos en gerbos gharmesteres (Tsutsumi y Shibayama,
2006), a que la carga parasitaria que emplearoa ghreto de AHA fue de 5x10
trofozoitos (Soong y cols, 1995), lo que represehta0% de la dosis empleada en este
trabajo y a que la via de inmunizacion es distildague implica una diferencia en el

reconocimiento antigénico y presentacion al sistemmane.

La determinacion de la proteccion conferida panitaunizacion con el baculovirus
recombinante AcNPV-LC3 se realizO mediante el aigdlmacro y microscopico de
multiples segmentos del higado. Sin embargo, eldestistologico no precisa el efecto
inducido por el reto a nivel celular en la totatldael 6rgano; por este motivo y con la

finalidad de tener parametros especificos de dapatbcelular, se realizo la determinacién



de pruebas de funcion hepética en el suero de b@asinmunizados y retados. De los
analitos determinados, el que aporta mayor infoibmaes la determinacion de la ALT,
debido a que valores mayores de 87 U/L indicas hispatocelular y por lo tanto, indica de
manera mas precisa dafo hepatico por minimo geeseat A diferencia de este analito, la
elevacion de la AST se puede producir también péioan otros tejidos como el muscular,
pancreatico, renal, cerebral y pulmonar, lo quesltae la elevacion de esta enzima por si
misma sea inespecifica (Harrison, 1998). Por estén; decidimos tomar como parametro
bioquimico de dafio hepatico la elevacion de la ALEmplearla también como una
herramienta para clasificar el grado de protecaonferida por la inmunizacion con
AcCNPV-LC3. De esta manera, encontramos una elewaaicel nivel sérico de ALT en los
animales del grupo sham (258.8+163.2) y del grupoAENPV-LC3 parcialmente
protegidos (169.4+112.3); por el contrario, losovaes del grupo O AcNPV-LC3 con
proteccion total estan dentro de parametros figiods<87 U/L (32.2+10.1) (Tabla 6 y 8).
Estos datos indican una clara correlacion entrgradlo de proteccion (determinado por
hallazgos histologicos) y el nivel sérico de ALTai@metro bioquimico que indica de
manera especifica dafio hepatocelular).

La capacidad de inducir una respuesta inmune halnyocelular con baculovirus
recombinantes de expresion fue documentada poemimez por Yoshida y colaboradores
en el 2009. Este grupo empled un sistema de baousoson expresion dual (despliegue y
expresion) denominado AcNPV-CMV-PbCSP. En esteyensncontraron que los ratones
inmunizados por via intramuscular con este baculeviecombinante, desarrollaron una
respuesta protectora tipo Th1/Th2 determinada lpos &tulos de anticuerpos seéricos 1gG

anti-PbCSP y la expresion de Nedor esplenocitos obtenidos de ratones inmunizados



como marcador de proliferacion antigeno-especifi¢ashida y cols, 2009). Con la
finalidad de evaluar que componentes de la respusiune adaptativa estan relacionados
con la proteccion conferida por el AcCNPV-LC3, seéedmind la presencia de anticuerpos
IgG anti-amiba en suero y la respuesta linfopradiiga de esplenocitos extraidos de los
animales inmunizados y estimulados con extractd tlet amiba.

Anticuerpos séricos IgG anti-amiba se observaodm en los animales inmunizados
con AcNPV-LC3, por lo que su presencia correlacioon la proteccion; sin embargo, el
titulo de los mismos no mostré una correlacion @ogrado de proteccion obtenido (Figura
16). Este resultado es opuesto a aquel reportadd.giter y cols en el 2000, quienes
encontraron correlacion entre el grado de protacgiél titulo de anticuerpos producido en
gerbos inmunizados con péptidos derivados de la @PRa lectina deE. histolytica
Ademas demostraron que la inmunizacion pasiva stos @nticuerpos confirié proteccion
a ratones SCID ante AHA (Lotter y cols, 2000). &mbargo, para el 2008, el mismo grupo
reportd que la proteccion ante AHA conferida poridenunizacién oral corYersinia
enterocoliticarecombinante atenuada, expresando diferentes értgside la lectina de.
histolyticg fue mediada por mecanismos celulares e indepsiedike| titulo de anticuerpos
(Lotter y cols, 2008), coincidiendo con los resiits: de nuestro trabajo (Figura 16 y 17).
En general, la mayoria de los trabajos de inmuiimacontra AHA concuerda en que la
respuesta inmune humoral no es la principal mediade proteccion (Mortimer y Chadee,
2010), aunque esto no significa que no participalieho proceso. A pesar de que los
anticuerpos IgG aparentemente no son relevantda @noteccion contra el AHA, los
anticuerpos IgAs se han relacionado con proteceidita infeccion intestinal (Carrero y
cols 2007 y 2010, Mortimer y Chadee, 2010). Aungnesste estudio no se determing la

producciéon de anticuerpos IgAs debido a que el moodie infeccion fue sistémico (AHA),



por estudios previos sabemos que la inmunizaciéh @yn baculovirus recombinantes
induce la produccion de anticuerpos IgAs antigespeeificos (datos no mostrados y en
proceso de publicacién), los cuales podrian protegmtra la infeccion intestinal
(actualmente en estudio).

Al contrario de lo observado con el titulo de emrpos séricos, encontramos una
clara correlacion entre el grado de proteccion edad por la inmunizacion con AcNPV-
LC3 y la respuesta linfoproliferativa. Esta respaefsie mas eficiente (en relacion al
porcentaje) en los animales que mostraron protedoi@l (15+ 2 y 22+ 4 % para la via
oral y nasal, respectivamente) con respecto arlmegidos parcialmente (1), y estos
dos grupos a su vez mostraron mayor porcentajeroldepacion con respecto a los
animales no protegidos (2 y 1.5%, respectivamer(fégura 17). La respuesta
linfoproliferativa en los esplenocitos de hamstaresunizados y protegidos sugiere que
clonas linfocitarias antigeno-especificas respandi@roliferando al estimulo con extracto
total de amiba. Por otra parte, no se observé esspdinfoproliferativa ante antigeno
amibiano en los hamsteres inmunizados con AcCNPV-@Wategidos ni en los no
protegidos, lo que sugiere que la escasa proteeaittnel AHA observada en este grupo no
fue antigeno-especifica, sino debido a la estinmuade clonas inespecificas por el virus.
Este hallazgo de proteccion inespecifica, fue desdado previamente en ensayos de
proteccidn contra el parasitdasmodium berghsij el virus de Influenza (Yoshida S y cols,
2009 y Abe y cols, 2003). En este sentido, losragthvan sugerido que esta respuesta
protectora inespecifica puede deberse a la adtivatlyuvante del AcCNPV-WT, que es
capaz de inducir maduracion de células dendritigasduccion de citocinas pro-

inflamatorias, quimiocinas e IFNs tipo | (HervasH3is y cols, 2007).



La ausencia de proliferacion de esplenocitos nitdds a partir de hamsteres
inmunizados y no protegidos ante el estimulo cdraeto total del parasito y el mitdgeno
policlonal Con A (datos no mostrados), sugiere emdfmeno de inmunosupresion que
podria estar condicionado por la activacion delagliireg en animales con AHA crénico.
En este sentido, se ha sugerido que la respuestméeen animales con AHA es regulada
por el parasito hacia una respuesta Th2/Treg, édoimpide al sistema inmune eliminar a la
amiba una vez establecida la infeccion (MortimeClyadee, 2010). Por lo tanto, es
probable que la proteccion contra el AHA dependiadéapida generacion de una respuesta
celular, que a su vez inhiba el desarrollo de aéliireg.

Numerosos reportes apoyan la nocion de que larimmacion por via oral con
diferentes antigenos confiere proteccion antetelde AHA (Mann y cols, 1997, Lotter y
cols 2000, 2004 y 2008). Dicha proteccion estaiagedpor la respuesta inmune celular,
en la que destacan, clonas linfocitarias antigepedficas y células de la respuesta
inmune innata, como las células INKT. De acuerdo @eportado por Lotter H y cols, las
células iNTK tienen un papel fundamental en la inidad del higado ante el reto de AHA,
esto es porque su activacion esta acompafadaed@resion de IF) molécula que tiene
un papel preponderante en el control temprano thev#sion poiE. histolyticatanto a nivel
intestinal como a nivel hepdatico (Lotter y colsP202009 y Guo y cols, 2009, 2011). En
este sentido y con la finalidad de determinar #rHly tiene alguna relacion con el grado de
proteccién conferido por la inmunizacién via intteoular con el AcNPV-LC3, se
cuantificd su expresion en muestras representati#hlsigado de hamsteres inmunizados y
retados mediante ELISA (Figura 19). Los datos maostr una correlacién directamente

proporcional entre la expresion de NN el grado de protecciébn conferido por la



inmunizacion con el baculovirus recombinante, loe qeorrobora con los hallazgos
histolégicos descritos previamente. El incrememtdacexpresion de INFen el higado de
los hdmsteres que mostraron proteccion total (aisel®e abscesos), esta relacionado con
la capacidad del sistema inmune del animal de piele invasion inicial del trofozoito
amibiano al parénquima hepético. EI mecanismo @msjouacerca del papel protector del
IFNy en amibiasis intestinal y hepatica es que éstaind activa macréfagos y neutréfilos
promoviendo asi su actividad amebicida (Ilvory ysc2006; Lotter H y cols, 2000, 2008,
2009; Guo y cols, 2009; Martinez y cols, 2009).

Los ensayos de inmunizacion en este trabajo fizanem empleando Unicamente el
baculovirus recombinante de expresion AcNPV-LC3bidie a que la lectina dé&.
histolytica y los fragmentos derivados de su subunidad pesamtap el LC3, son el
principal candidato a vacunacion. En este sentid@rsos trabajos han demostrado que
esta molécula participa en procesos fundamentalesofozoito amibiano involucrados en
la colonizacion, citélisis y sobrevivencia medialtte mecanismos de adherencia (Ravdin y
cols, 1985), citotoxicidad mediada por contactoiX@iea y Mann BJ, 2002), fagocitosis
(Sateriale y Huston, 2011) y enquistamiento (Agtidéaz y cols, 2011). Sin embargo,
consideramos que el empleo de una mezcla de lagovaas recombinantes ACNPV-LC3
con otros, como los que se desarrollaron en esta(#BcNPV-SR y AcCNPV-CR) y que adn
no se utilizan en ensayos de proteccion, podridanp@r la respuesta inmune arie

histolyticae incrementar el porcentaje de proteccion antetelde AHA.

Por otra parte, es necesario probar si la inmaitinaen mucosas con el baculovirus

recombinante ACNPV-LC3, es capaz de conferir paéecen el modelo experimental de



amibiasis intestinal, debido a que es la forma inicial de infecciérk pbistolyticay la

entidad clinica mas comuan en la poblacion.



Conclusiones

El baculovirus recombinante AcNPV-LC3 utilizadontm vector de vacunacion sin
adyuvante y administrado por mucosas (nasal y grpbr via intramuscular, es capaz de

inducir una respuesta humoral y celular antigepecifica.

La inmunizacién con el baculovirus recombinant®&RY-LC3 confirié proteccion
ante el reto de absceso hepéatico amibiano con mafioiencia en los hamsteres

inmunizados por via oral e intramuscular.

El grado de proteccién obtenido por la inmunizag@d mucosas con AcNPV-LC3
esta directamente relacionado con la respuestapirdiferativa antigeno-especifica, por el

contrario, la respuesta humoral no parecen edtaioaada a dicho fenémeno.

En los hdmsteres inmunizados y retados, el v@liocasde ALT y la expresion de
IFNy e IL-4 es inversa y directamente proporcional,peeivamente, al grado de

proteccidn conferida por la inmunizacion intramuacaeon AcCNPV-LC3.

Este trabajo permitid la siguiente publicacién

Meneses-Ruiz DM, Laclette JP, Aguilar-Diaz H, Hewhz-Ruiz J, Luz-Madrigal A,
Sampieri A, Vaca L, Carrero JQMucosal delivery of ACNPV baculovirus driving

expression of the Gal-lectin LC3 fragment confers qotection against amoebic liver
abscess in hamsternt J Biol Sci. 2011;7(9):1345-56. Epub 2011 Nov 1
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