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Resumen

Las vacunas de DNA son una herramienta prometedora para luchar contra las
enfermedades parasitarias, incluyendo la amibiasis, la cual es causada por el
protozoario Entamoeba histolytica. La molécula de superficie EnCPADH de este
parasito esta involucrada en la virulencia del trofozoito amibiano. Esta
molécula es un complejo formado por una adhesina (EhADH112) y una cisteina
proteinasa (EhCP112). En este estudio, evaluamos la inmunogenicidad y la
eficacia protectora de una vacuna de DNA compuesta por los genes codificantes
del complejo EnCPADH (Ehcpl12 y Ehadhl12). Primeramente evaluamos las
rutas de inoculacion intramuscular e intradérmica en hamsteres inmunizados
con la mezcla de plasmidos pcDNA-Ehcp112y pcDNA-Ehadhl112. Los resultados
de RT-PCR e inmunohistoquimica mostraron que ambos antigenos se expresan
de forma diferencial en la piel, el musculo, el bazo y el higado de los animales
inmunizados. No se obtuvo una respuesta inmune humoral significativa por
ninguna de las rutas de inoculacion estﬁaiadas. Sin embargo, la inoculacion
intradérmica de los hamsteres con la mezcla de plasmidos codificando para
ambos antigenos amibianos, indujo una respuesta inmune celular robusta de
tipo Thl en el higado de los hamsteres vacunados y retados con trofozoitos
virulentos. También observamos un alto nivel de proteccion y supervivencia
asociada a esta respuesta inmune celular. Concluimos que un refinamiento de
esta vacuna de DNA pudiera ser una buena opcion para el control de la

amibiasis hepatica.
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Abstract

DNA vaccines are a promising tool to fight parasitic diseases, including
amoebiasis caused by the eukaryotic protozoan Entamoeba histolytica. The
EhCPADH surface molecule of this parasite is involved in the trophozoite
virulence. It is a complex formed by an adhesin (EhADH112) and a cysteine
proteinase (EhCP112). In this study, we evaluated the immunogenicity and
protective efficacy of a DNA vaccine composed of EhCPADH encoding genes
(Ehcpl12 and Ehadhll2). We first evaluated the intradermal and
intramuscular delivery routes in hamsters immunized with the pcDNA-
Ehadhl112 and pcDNA-Ehcpll2 plasmids mixture. Our RT-PCR and
immunohistochemical staining results showed that both antigens were
differentially expressed in skin, muscle, spleen and liver of immunized animals.
No significant antibody immune response was obtained for none of the two
routes. However, intradermal inoculation of hamsters with a plasmid mixture
coding for both antigens, induced a rébust Th1l immune response in liver of
hamsters vaccinated and challenged with virulent trphozoites as well as high
protection and survival rate associated to this immune response. We conclude
that a refinement of this DNA vaccine could be a good choice to control hepatic

amoebic disease.
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1. Introduccion

1.1 Introduccion

Segun las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
se define a la amibiasis: “como la condicion de portar el parasito
Entamoeba histolytica con o sin manifestaciones clinicas" (WHO Bulletin,
1969).

La amibiasis es una enfermedad con distribucién mundial, principalmente
en paises tropicales con climas calidos y deficientes condiciones sanitarias.
Es mas frecuente en areas con mayor pobreza, con agua contaminada,
deficiente manejo de basura y deficiente sistema de drenaje. En estas
regiones la prevalencia esta entre el 30-50% (Walsh, 1986). Se estima que
esta enfermedad afecta a 50 000 000 de personas anualmente de las cuales
aproximadamente 100 000 mueren por las complicaciones causadas por
este protozoo parasito (WHO, 1997).

El agente etiologico de la amibiasis, E. histolytica fue descrito por Résel van
Rosenhof desde el siglo XVII, pero fue el cientifico Ruso Frederich Losch
quien describe por primera vez la enfermedad de disenteria amibiana en
San Petersburgo en el ano 1875, mientras que el nombre de E. histolytica le
fue asignado por Schaudin en el ano 1903, fundamentandose en la
capacidad que posee este parasito de lisar tejidos y producir ulceras
intestinales. Sin embargo, no fue hasta el ano 1925 en que Brumpt

propone basado en datos epidemiologicos la existencia de la especie E.



histolytica (el la denominé E. dysenteriae) como especie patogena invasiva y
una especie morfologicamente relacionada pero no invasiva (E. dispar),
datos que fueron virtualmente olvidados hasta que en 1978 se retoma la
idea de la existencia de dos especies relacionadas por Sargeaunt, quien
analizo el patron electroforético de las isoenzimas de la hexoquinasa de E.
histolytica, logrando determinar dos patrones electroforéticos diferentes
“zimodemos patogenos” y “zimodemos no patogenos” (Sargeaunt y col.,
1978). El autor, en conjunto con otros investigadores de Estados Unidos,
Meéxico, Europa, Israel, India, Japon y Sur Africa, estudié la distribucion
mundial de los zimodemos del parasito en alrededor de 10 000 casos de
amibiasis. Todos los pacientes con amibiasis invasiva estaban infectados
con amibas que presentaban zimodemos patogenos y aquellos con
infecciones asintomaticas tenian zimodemos patogenos y no patoégenos.
Estos resultados condujeron a Sargeaunt a postular en 1982 que en la
amibiasis estaban involucradas dos especies, una patogena y otra no
patogena, y que la propuesta de Brumpt era correcta y debia ser aceptada
(Sargeaunt y col., 1982). Estudios que relacionaban la interaccion entre el .
parasito y el hospedero, comparando los resultados de zimodemos con los
datos clinicos, epidemiologicos y serologicos, demostraron que en
individuos con amibiasis asintomatica el 10 % estaba infectado con E.
histolytica, mientras que el 90 % albergaba E. dispar (Gathiram y Jackson,

1985) y en pacientes con amibiasis sintomatica o invasiva observaron que



la respuesta serologica se asocia a los zimodemos patogenos, pero no a los
no patogenos (Jackson y col., 1985).

Estudios genéticos posteriores han demostrado una divergencia genomica
entre las dos amibas (Tannich y col., 1989), lo que constituye una evidencia
adicional de la existencia de dos especies que pueden ser diferenciadas por
meétodos bioquimicos, inmunolégicos y genéticos. Sin embargo, aun cuando
la existencia de dos especies con comportamiento diferencial esclarece la
causa de la falta de correlacion entre el numero de infectados y el numero
de enfermos, no resuelve la incognita de cuales son los factores que
inducen a E. histolytica a invadir los tejidos.

El redescubrimiento de la especie E. dispar impone cambios drasticos en la
epidemiologia de la amibiasis. Con anterioridad se habia estimado que el
10% de la poblacion mundial estaba infectada con E. histolytica, que
solamente el 10% de los infectados desarrollaban la enfermedad y que 500
millones de personas en el mundo se infectaban anualmente (Walsh, 1986).
A la luz de la existencia de dos especies dentro de lo que clasicamente se
diagnosticaba como E. histolytica, se puede estimar que el 90% de estos
individuos estan infectados por E. dispar y soélo el otro 10% alberga E.
histolytica (Gathiram y Jackson, 1985, Ravilin y col., 1990) dentro de los
cuales uno de cada diez desarrolla la enfermedad (Gathiram y Jackson,
1987). Por lo que en resumen, los individuos infectados se reducen a 50

millones por ano, de los cuales 5 millones (10%) desarrollan la enfermedad.



También ha tenido impacto en las técnicas de diagnostico y en el
tratamiento que se venia aplicando para esta enfermedad, ya que hasta
1996 la identificacion de quistes y trofozoitos amibianos se realizaba
mediante la observacion microscopica, pero ésta no permite establecer
diferencias morfologicas entre las dos especies, por lo que para ello se han
implementado nuevas técnicas como el analisis de isoenzimas (Sargeaunt y
col.,, 1978; Sargeaunt y Williams, 1979), la captura de antigenos de
superficie con anticuerpos monoclonales a partir de heces (Petri y col.,
1990), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Freitas y col., 2004),
secuenciamiento del RNAr (Clark y Diamond, 1991) y el analisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (Tannich y
Burchard, 1991).

Basandose en todo lo anteriormente expuesto, las recomendaciones del
grupo de expertos sobre amibiasis, OMS/OPS reunidos en abril de 1997,
fueron que se identifique especificamente la E. histolytica y si esta presente,
tratarla, mientras que si sélo se identifica E. dispar no sera necesario un
tratamiento. Si la persona infectada por esta especie tiene sintomas
gastrointestinales, se deberan buscar otras causas. No sera indicado el
tratamiento en los individuos asintomaticos en quienes se les reporta E.
histolytica/E.dispar y sin una identificaciéon especifica de E. histolytica, a
menos que hayan razones para sospechar una infeccion por esta ultima,
tales como titulos altos de anticuerpos, historia de contacto estrecho con

casos de amibiasis invasora o un brote epidémico (OMS, 1997).



A pesar de todos los estudios realizados y de existir una terapia efectiva
contra esta enfermedad, la morbilidad y mortalidad asociada a la infeccion
amibiana ha persistido, lo que ha hecho que los especialistas del tema
dirijjan sus investigaciones al desarrollo de nuevas estrategias que permitan
reducir o eliminar esta enfermedad. Sin embargo, la no existencia de una
vacuna apropiada que permita prevenir la trasmision del parasito o al
menos la progresion a la enfermedad invasiva en los individuos infectados
ha constituido el mayor problema para el control de la amibiasis, por lo que
en la actualidad se estan identificando y estudiando proteinas amibianas
que sean capaces de prevenir la amibiasis intestinal o prevenir la formacion
de abscesos hepaticos, como candidatas para el desarrollo de vacunas.
Aunque la mayoria de los resultados han sido obtenidos en roedores
experimentalmente infectados, falta mucho por hacer para reproducir estos
resultados en humanos (Petri y Ravdin, 1991; Zhang y col., 1994; Soong y

col., 1995).

1.2 Clasificacion taxonomica y filogenia.

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario evolutivamente muy
primitivo, considerado como un prototipo de célula eucarionte.
Taxonomicamente, se le clasifica de la siguiente manera (Zaman-Vigar,
1979; Smirnov y col., 2005).

IMPERIO O SUPER-REINO Eukariota

REINO Protista



PHYLUM Amoebozoa
SUBPHYLUM Sarcodina
SUPERCLASE Rhizopoda
CLASE Labosea
ORDEN Amoebida
FAMILIA Entamoebidae
GENERO Entamoeba

ESPECIE Entamoeba histolytica

La sistematica de los eucariontes ameboides sigue en constante estudio. No
existen caracteristicas fenotipicas que una al grupo, mas que la forma de
locomocion (Hinkle y col., 1994; Silberman, Clark, y Sogin, 1996). La
nocion de que las morfologias eucarioticas primitivas eran parecidas a
células ameboides (Meza, 1992; Bakker-Grunwald y Wéstmann, 1993) no
esta soportada por los datos moleculares.

Basandose en la ausencia de mitocondrias y otros organelos eucarioticos
(Martinez-Palomo, 1986), Bakker-Grunwald y Wodstmann (1993)
argumentaron que Entamoeba era un modelo apropiado de los eucariontes
primitivos. Estudios de filogenia molecular inferidos de la comparacion de
alfa, beta y gamma tubulina (Hasegawa y col., 1993; Edlind y col., 1996;
Keeling, Poulsen y McFadden 1998) le dan una ubicacion filogenética basal
a Entamoeba. En contraste, los estudios filogenéticos basandose en la

subunidad pequena de DNA ribosomal (rDNA) (Sogin and Silberman, 1998)



y factores de alargamiento (Shirakura et al., 1994; Baldauf, Palmer, and
Doolittle, 1996) muestran que la divergencia de Entamoeba sp. es
relativamente posterior a la antes mencionada. Esto hace pensar que si
Entamoeba sp. no representa un linaje de divergencia temprana, su falta
de mitocondria se debe a una pérdida secundaria en lugar de ser un estado
primitivo. El soporte de esta ultima hipotesis proviene de los estudios que
revelan la presencia de genes en E. histolytica, que codifican proteinas
normalmente asociadas con mitocondrias (Clark y Roger, 1995). La
deteccion de un compartimiento subcelular derivado de un mitocondriéon
en E. histolytica (Mai y col., 1999; Tovar, Fischer y Clark, 1999) también
confirma la hipotesis de la perdida de la mitocondria como proceso
secundario en el linaje ameboide. Sin embargo, se requieren de mas
estudios para conocer la posicion evolutiva correcta de Entamoeba sp. en la

filogenia eucariotica.

1.3 Epidemiologia

La amibiasis es la tercera enfermedad parasitaria mas importante del
mundo. Tiene una distribucion mundial que varia de un lugar a otro.
Generalmente las tasas de prevalencia son mas altas en algunas zonas del
tropico, donde el saneamiento es deficiente (WHO, 1997; Haque y col.,
2003). Se calcula en 500 millones el nimero de personas infectadas con
este parasito en el mundo, de éstas solo el 10% desarrollan la enfermedad,

llegando a ser letal en el 0.1% de estos ultimos (Walsh, 1986).



Se ha estimado que E. histolytica es responsable de 40 a 50 millones de
casos anuales de amibiasis invasiva (colitis y abscesos hepaticos),
fundamentalmente en paises tropicales y subtropicales (Walsh, 1986),
afectando fundamentalmente a pobladores de areas remotas con pobres
condiciones higiénico-sanitarias. Aunque este parasito tiene una
distribucion mundial y ha sido encontrado en todos los climas, incluyendo
las regiones subpolares (Salata y Ravdin, 1988); se han reportado varios
paises de escaso desarrollo con una prevalencia superior al 10% (Haque y
col., 1997; Blessmann y col.,, 2002; Stanley, 2003; Haque y col., 2003).
Estos paises no pueden realizar un saneamiento efectivo que prevenga la
trasmision fecal-oral y por lo tanto enfrentan un pobre control de la
enfermedad. Se considera a la India, sur y oeste de Africa, Lejano Oriente y
sur y centro Ameérica, las areas con mayor incidencia (Ravdin, 1995). En
Hue (Vietnam) una ciudad de aproximadamente 1 millon de habitantes se
reportaron 1500 casos de abcesos hepaticos en un periodo de cinco anos
(Pham y col., 1996), existiendo una incidencia de abscesos hepaticos
amibianos de 21 por cada 100 000 habitantes (Blessmann y col., 2002).
Mientras que en Egipto, donde la amibiasis tiende a presentarse en forma
de colitis amibiana, un sondeo realizado en el 2002 reporto que el 38% de
los pacientes con diarrea presentaban colitis amibiana (Abd-Alla MD vy
Ravdin JI, 2002). En Bangladesh, un seguimiento realizado en ninos por
un periodo de dos anos, mostro que el 55% desarrollé una infeccion con E.

histolytica, de los cuales el 20% desarrollo diarrea y el 8% presento colitis



amibiana, mientras que el resto curso una infeccion asintomatica (Haque y
col., 2002).

En Meéxico, la amibiasis sigue representando un grave problema de salud
publica nacional, en 1996 se reportaron 1.3 millones de casos de amibiasis
intestinal y aunque no se diferencia entre E. histolytica y E. dispar, los
datos son consistentes con estudios serologicos que indican que mas del
8% de la poblacion mexicana ha tenido al menos un episodio de amibiasis
(PAHO, 1998; Caballero-Salcedo y col., 1994). Estudios realizados en el
periodo de 1986-1994, arrojaron como resultado que esta enfermedad se
presenta durante todo el ano, aumentando la incidencia durante la
primavera y el verano (Trevino Garcia-Manzo y col., 1994). Se reporté una
incidencia nacional promedio de 1 000 a 1 200 casos en todas las
manifestaciones clinicas de la amibiasis por cada 100 000 habitantes a
nivel nacional (Escandon y col., 1996). Los casos de amibiasis hepatica han
disminuido considerablemente a partir de 1990, reportandose tasas de
morbilidad entre tres y cuatro casos por cada 100 000 habitantes (Trevino
Garcia-Manzo y col., 1994; Escandon y col., 1996). En el ano 1998, el
numero de casos de absceso hepatico amibiano se estimo en 6.77 casos por
cada 100,000 habitantes. Sin embargo, estudios posteriores mostraron una
incidencia relativamente alta en la zona fronteriza de Chiapas con
Guatemala (51.2) (Morales-Espinoza y col., 2003).

Muchos de los estudios realizados sobre la prevalencia de la amibiasis

estan limitados por la falta de diferenciacion entre E. histolytica y E. dispar.



Es por ello que la diferenciacion de estas dos especies mediante
caracterizacion molecular en los ultimos anos (Diamond y Clark, 1993),
condujo a la necesidad de volver a evaluar la epidemiologia de la amibiasis
en términos de prevalencia y morbilidad de esta parasitosis a nivel
mundial, particularmente en aquellas regiones geograficas donde es
endémica. México y otros paises latinoamericanos han hecho esfuerzos
para estudiar la epidemiologia de esta infeccion utilizando herramientas de
Biologia Molecular (Romero y col., 1992; Acuna-Soto y col., 1993; Pineiro y
col., 2005).

Se ha demostrado que las infecciones parasitarias intestinales producidas
por protozoos y helmintos se encuentran entre las 20 principales causas de
enfermedades en México, y la amibiasis con sus diferentes manifestaciones
clinicas se ubica entre las cinco primeras (Secretaria de Salud, 2003).
Estudios recientes realizados por el grupo de la Dra. Cecilia Ximénez,
empleando estas herramientas moleculares, han mostrado que en una
comunidad rural del estado de Morelos con una poblacion de 903
habitantes, la prevalencia detectada mediante microscopia fue de 12.8%
para E. histolytica/E. dispar, sin embargo por PCR en esta misma
comunidad la prevalencia fue de 13.8% para E. histolytica y de 9.7% para
E. dispar (Ramos y col., 2005). Lo que refleja la importancia de realizar
estudios longitudinales en diferentes areas endémicas con las herramientas
moleculares para generar datos mas fidedignos de la infeccion con E.

histolyticay/o E. dispar.
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El reto de la epidemiologia molecular de la amibiasis en México, esta
enfocado a la obtencion de nuevos datos que ayuden a comprender la
verdadera magnitud de esta enfermedad y evaluar el costo-beneficio de la
implementacion de medidas especifica de control en pobalaciones de riesgo

(Ximénez, 2006).

1.4 Morfologia

Se pueden distinguir tres formas o fases. de desarrollo en esta especie
(prequiste, quiste y trofozoito), las que se encuentran presentes durante
varias etapas de su ciclo de vida. Sin embargo, cabe sefalar que no se
aprecian diferencias entre E. histolytica y E. dispar, durante el analisis

microscopico (Bernal-Redondo, 2001).
El prequiste

Es la forma intermedia entre el trofozoito y el quiste. Es redondeado sin
membrana quistica y contiene 1 nucleo, vacuolas llenas de glicogeno y
barras cromidiales que se caracterizan por tener sus extremos gruesos

(Martinez-Palomo, 1987).

Quiste

Los quistes amibianos tienen forma redondeada o ligeramente ovalada, de 8
a 20 um de diametro. Su citoplasma incoloro permite la visualizacion de los
llamados cuerpos cromatoides y nucleolos en numero de uno a cuatro

(Martinez-Palomo, 1987).El quiste es la forma infectiva de E. histolytica. El
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quiste maduro posee cuatro nucleos con un cariosoma central que son
morfologicamente similares a los del trofozoito. Tiene una pared de 125-
150 nm de grosor formada de quitina, que le proporciona resistencia a los
cambios de temperatura, humedad y presion osmoética (Arroyo-Begovich y
Carabez-Trejo, 1982). Los mecanismos de enquistamiento y muchas de las
propiedades de los quistes aun continuan bajo estudio, debido a la

imposibilidad de su cultivo en el laboratorio.
Trofozoito

Es la forma invasiva de la especie. Se caracteriza por tener un nucleo con
una concentracion de cromatina puntiforme y generalmente concéntrica
llamado cariosoma central; asi como la formacion de cromatina en la
periferia del nucleo (Gillin y Diamond, 1980). Es pleomorfico, de 10-40 um
de diametro, con mucha motilidad y un anaerobio facultativo. Su movilidad
se puede ver afectada por cambios bruscos ‘de temperatura, del pH, la
osmolaridad y el potencial redox (Gillin y Diamond, 1980). Su citoplasma
carece de algunos organelos presentes en la mayoria de los eucariontes
como son: citoesqueleto estructurado, microtabulos citoplasmaticos,
mitocondrias y sistemas lisosomales primarios y secundarios (Arhets y col.,
1995). Se alimenta por fagocitosis y digestion intracelular de nutrientes
(Arhets y col., 1995). Tiene un nucleo organizado y genoma complejo y
superficie formada por una sola membrana plasmatica (Arhets y col.,

1995). El trofozoito pude extender pseudopodos desde diferentes partes de
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la célula y frecuentemente se observa un uroide en su parte posterior
conformado por miosina II y proteinas de la membrana plasmatica del
parasito (Arhets y col., 1995). Cuando se realizan cultivos monoaxénicos o
se ponen en contacto con tejido epitelial, se pueden observar filopodios
(Martinez-Palomo, 1987). Presentan vesiculas micropinociticas observables
mediante microscopia electronica de barrido (Espinosa-Cantellano vy

Martinez-Palomo, 2000).

1.5 Ciclo de vida

La infeccion se inicia cuando se consumen alimentos o agua contaminada
con quistes amibianos (Feachem, 1983). Estos recorren el tracto digestivo
y al llegar a la region ileon-secal se desenquistan, produciendo un
protoplasto desnudo tetranucleado. Cada uno de los nucleos sufre una
division y el protoplasto da lugar a ocho trofozoitos metaquisticos de un
solo nucleo (Lushbaugh y Miller, 1988). Asi, el ciclo de vida del parasito es
por lo tanto relativamente simple, con una forma quistica infecciosa y una
de trofozoito invasivo.

Los trofozoitos producidos a este nivel intestinal logran reproducirse por
fision binaria y finalmente pueden (Orozco y col., 2000) (Figural): 1) Ser

expulsados con las heces para morir inmediatamente por su escasa
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A - Forma nfectante
As Forrma disgrdstics

Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica

Los quistes maduros contaminan el agua y los alimentos constituyendo la forma
infectante. Al ser ingeridos por el humano, se desenquistan para dar origen a los
trofozoitos que son la forma invasiva. Los trofozoitos se multiplican a nivel
intestinal pudiendo colonizar la mucosa intestinal de manera asintomatica o
atravesar la mucosa intestinal para invadir otros é6rganos o enquistarse y ser
expulsados con las heces.

Modificado de http://pathmicro.med.sc.edu/parasitology/e-histol-life.gif.
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resistencia a las condiciones ambientales. 2) Vivir como comensales en el
tracto intestinal de manera indefinida. 3) Degradar la capa de mucus e
invadir la mucosa intestinal provocando desde sintomas leves hasta una
disenteria grave. 4) Invadir a otros organos fundamentalmente a través del

torrente sanguineo. 5) Enquistarse y salir al medio ambiente, donde
contaminan alimentos y aguas, los cuales pueden ser ingeridos por otros
individuos en areas con bajos niveles sanitarios y comenzar un nuevo ciclo

(Feachem, 1983 y Schuster y Visvesvara, 2004).

1.6 Organizacion genomica.

En E. histolytica la division nuclear se lleva a cabo sin degradacion de la
membrana, por lo que la condensacion de los cromosomas no es evidente
(Meza y col.,, 1990). Se desconoce el numero exacto de cromosomas
presente en este parasito. La cromatina con DNA involucrado en la sintesis
del RNAr se distribuye de forma periférica a lo largo del borde interno del
nucleo, mientras que el DNA que interviene en la sintesis de RNAm se
condensa en un endosoma central semejante a un nucleolo (Albach, 1989).
El genoma contiene 9938 genes con un promedio de 1.17 kb. Se ha
predicho que un cuarto de los genes de E. histolytica contienen intrones y
el 6% de estos genes contienen multiples intrones. El 38% de las proteinas
predichas no poseen homologos identificables a partir de bases de datos

publicas (Loftus y col., 2005).
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Las regiones intergénicas, asi como las secuencias 5"y 3" no traducibles de
los RNAm son relativamente cortas en comparacion con el genoma de los
eucariontes superiores (Bruchhaus y col.,, 1993). De forma similar, las
secuencias reguladoras del comienzo y término de la transcripcion, como la
secuencia de la caja TATA (localizada frecuentemente 30 bp antes del ATG
de inicio de la traduccion) difieren de las secuencias consenso de los genes

eucarioticos (Bruchhaus y col., 1993).

1.7 Patogenia

El mecanismo patogénico de la amiba es un proceso complejo y
multifactorial aun no comprendido en su totalidad. A pesar de esto, existe
concenso entre los estudiosos del tema en que al menos tres eventos son
imprescindibles para la colonizacion del epitelio intestinal (Petri y Ravdin,
1988):

1. La adhesion de los trofozoitos a la célula blanco.

2. El efecto citopatico dependiente del contacto.

3. La fagocitosis.
En cada evento participan varias moléculas con funciones bien definidas, lo
que no excluye la participacion de una misma molécula en mas de uno de
estos eventos. Ya han sido caracterizadas bioquimica e inmunologicamente
algunas proteinas con funciones claves en estos mecanismos de agresion

del parasito (Ravdin y Guerrant, 1981; Garcia Rivera y col, 1999).
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De acuerdo con el camulo de resultados experimentales obtenidos por
diferentes grupos de investigacion a nivel mundial, se propuso un modelo
para explicar la penetracion de la mucosa colonica por parte de E.
histolytica, que conduce a la invasion, destruccion tisular y persistencia del
parasito (Huston, 2004). Segun este modelo, la adherencia de los
trofozoitos amibianos a la mucosa colonica constituye el evento inicial y
clave, siendo altamente dependiente de la interaccion entre adhesinas de la
superficie amibiana con glicoconjugados del hospedero. Se han descrito y
caracterizado varias moléculas involucradas en el proceso, entre las que se
encuentran la lectina inhibible por D-galactosa/N-acetil-D-galactosamina
(Gal/GalNAc) (Petri, 1987; Chadee, 1987), la lectina de 220 kDa (Rosales
Encina y col,1987), la lectina de 150 kDa que copurifica con la Gal/GalNAc
(Cheng y co0l,1998; Cheng, 2001), la proteina rica en serina (SREHP)
(Stanley y col, 1990), la proteina de 66 kDa (Vohra y col., 1992) y la
proteina de superficie de 112 kDa (Garcia-Rivera, 1999).

En los individuos que desarrollan la forma invasiva de la amibiasis, la
adherencia esta seguida por la penetracion del trofozoito a la barrera de
mucus del colon y el contacto directo con el epitelio. Se ha reportado que
después del contacto hay secrecion de amebaporos, un polipéptido de 5
kDa con capacidad de formar poros en la membrana y facilita la lisis de la
célula hospedera (Leippe, 1991), ya que es capaz de matar a las células
eucarioticas y manifiesta actividad bactericida (Leippe y Muller-Eberhard,

1994). El trofozoito secreta ademas una familia de cistein-proteasas que
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escinden la polimerizacién de mucinas (MUC2), la componente mayoritaria
del mucus del colon humano, facilitando la adhesién de los trofozoitos a las
células del hospedero (Moncada, 2003). Se han identificado 50 genes de
cistein-proteasas en E. histolytica (Tillack y col., 2007), y se ha visto una
correlacion entre la expresion de este tipo de proteasas con la
patogenicidad de este parasito (Bruchhaus y col, 2003). También se ha
observado que los cultivos de aislamientos clinicos de E. histolytica
producen de 10-100 veces mas cistein-proteasas que los de E. dispar (Reed
y col, 1989). Se ha reportado ademas que E. dispar no posee dos de estos
genes (Ehcpl y Ehcp5) (Buchhaus y col, 2003). Experimentos in vitro han
mostrado que estas proteasas degradan proteinas importantes de la matriz
extracelular que incluyen colageno tipo I, fibronectina y laminina (Keene,
1986; Li, 1995) y facilitan la penetracién tisular (Que y Reed, 2000). Las
celulas del epitelio intestinal son capaces de censar la infeccion e iniciar
una respuesta inmunologica, promoviendo la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias y factores solubles (Jung y col.,, 1995). Las células del
epitelio intestinal poseen receptores especificos denominados receptores
similares a Toll (Toll like receptors), los cuales detectan la presencia de
patogenos (Cario y Podolsky, 2000). En el caso de la invasion amibiana se
ha especulado sobre posibles moléculas blanco reconocidas por estos
receptores, entre las que se encuentran la lectina de 260 kDa, ya que su
subunidad pesada se encuentra oculta en la superficie de E. dispar y

expuesta en la de E. histolytica (Pillai y col., 2001), pudiendo constituir un
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blanco para discriminar entre amibas patogenas y no patogenas. De
manera similar se habla del lipofosfoglicano que recubre a los trofozoitos,
presente 10% menos en E. dispar que en E. histolytica (Moody y col., 1998;
Bhattacharya y col., 2000) y de la cistein proteasa 5, que no es expresada
en E. dispar (Bruchhaus y col., 1996; Willhoeft y col., 1999).

In vivo se ha observado que la destruccion del epitelio del colon es
producida tanto por el contacto directo de la amiba con las células
epiteliales, como de la induccion de una potente respuesta inflamatoria
producida por las células epiteliales con el reclutamiento de neutréfilos y
dano del tejido (Seydel y col., 1998). La penetracion profunda del tejido,
seguido por una extension lateral de la lesion produce las ulceraciones “en
forma de frasco” caracteristica de la enfermedad bien desarrollada y la
posibilidad de una diseminacion a tejidos extraintestinales
(fundamentalmente al higado, a donde se piensa que llega el parasito por
via sanguinea, pero esto no ha sido probado) (Huston, 2004).

El mecanismo de destruccion celular ha sido muy investigado y sigue bajo
discusion, pero se conoce que se requiere el contacto directo del trofozoito
con la célula del hospedero (Li y col., 1989; Ravdin, 1989). Las células
epiteliales lisadas liberan pre-IL-1, la cual es procesada a su forma activa
por las citein-proteasas amibianas, atribuyéndosele un papel directo en el
desarrollo de la inflamacion presente en estadios tempranos de la invasion
del colon (Zhang y col., 2000) y contribuyendo a potenciar el dano por la

produccion de otros mediadores inflamatorios adyacentes a la célula lisada,
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entre los que se incluyen IL-8, IL-6, GM-CSF, cicloxigenasa 2 (COX-2),
oxido nitrico sintasa inducible y TNF-o (Jung y col., 1995). Este parasito
puede tomar ventaja del estimulo inflamatorio e incrementar su unioén al
epitelio del colon y diseminarse a otros 6rganos (Flores-Romo y col., 1993)
Ademas, se cuenta con datos experimentales que sugieren que la
inmunidad adquirida puede perpetuar la inflamacion vy el dafno tisular
(Houpt y col., 2002). Las células CD4+ pueden mediar directamente la
inflamacion bajo ciertas circunstancias, también es posible que estas
células sean contraproducentes mediante una regulacion negativa sobre las
funciones protectoras del macrofago.

Una vez iniciado el proceso inflamatorio, los trofozoitos tienen que luchar
contra los intermediarios reactivos del nitrogeno (RNI) como el 6xido nitrico
(NO) producido por las células del epitelio intestinal activadas y contra las
moléculas citotoxicas, los intermediarios reactivos del oxigeno (ROI) y del
nitrogeno producidos por los neutréfilos. E. histolytica produce una
superoxido dismutasa que contiene hierro y que le permite convertir los
aniones superoxidos en peroxido de hidrogeno (Bruchhaus y Tannich,
1994). Los hidroperoxidos producidos durante el estrés oxidativo pueden
ser detoxificados por la flavina, una oxidoreductasa bifuncinal, que
contiene actividades disulfuro reductasa y actividad formadora de peroxido
de hidrogeno, ambas dependientes de NADPH (Bruchhaus y col., 1998).

Se conoce que E. histolytica presenta en su superficie un antigeno de 29

kDa rico en cisternas, que se piensa participa en la detoxificacion de
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especies reactivas del oxigeno endogenas (Bruchhaus y col., 1997; Flores-
Romo y col., 1993).

También es poco conocido el mecanismo mediante el cual E. histolytica
puede resistir los intermediarios reactivos del nitrogeno (RNI). Existen
trabajos que demuestran que las proteinas amibianas inhiben la sintesis
de NO en los macrofagos murinos derivados de médula 6sea (Wang y col.,
1994). Se ha identificado un péptido amibiano que inhibe la producciéon de
NO en los monocitos y neutrofilos (Rico y col., 2000). El NO es producido
enzimaticamente a partir de la L-arginina bajo la accion de la NO sintasa y
se conoce que E. histolytica, consume arginina durante su crecimiento en
medio TYI-S-33 (Zou y Coombs, 1995), pudiendo ser este un mecanismo de
inhibicion de la sintesis de NO. En los extractos crudos de E. histolytica se
ha detectado actividad arginasa (Corraliza y col., 1994) y se ha identificado
y clonado un gen homologo al de la L-arginasa de E. coli (Ankri, 2002). Se
ha identificado actividad de peroxiredoxina en este parasito, la cual puede
estar asociada a la detoxificacion de peroxinitritos, sin embargo esto no ha
sido confirmado.

También se han caracterizado proteinas, de la familia de estrés térmico
(HSP70 y HSP100), las que pudieran contribuir a la resistencia del parasito
frente a RNI (Bakatselou y col., 2000).

En cuanto a la resistencia a las moléculas citotoxicas liberadas por los
neutrofilos, se conoce que los granulos azurofilos de los neutrofilos

humanos contienen una familia de proteinas con homologia estructural a
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las serina proteinasas (captesina G, elastasa y proteinasa-3) (Borregaard y
col,, 1993) y que la actividad de estas proteinasas es naturalmente
regulada por miembros de la superfamilia de inhibidores de serina
proteinasas (serpinas) (Ye y Goldsmith, 2001). En el genoma de E.
histolytica, se ha identificado un gen con gran homologia a los miembros de
la familia de las serpinas (Ehserp), que son inhibidores de serinas
proteazas. Esta proteina citoplasmatica se ha observado que solo se secreta
por activacion de los trofozoitos amibianos con células de mamiferos y por
una via que depende de lectinas (Ankri, 2002). Ehserp inhibe la captesina
G de los neutrofilos, lo que pudiera constituir un mecanismo de evasion
frente a la respuesta del sistema inmune del hospedero (Tani y col., 2001;
Ankri, 2002).

E. histolytica tiene la capacidad de evadir por diferentes vias la respuesta
inmune durante la infecciéon cronica. La lectina Gal/GalNAc tiene
similitudes secuenciales y reactividad cruzada con el CD59, lo que evita el
ensamblaje del complejo C5b-9 del sistema del complemento (Braga y col.,
1992). Las moléculas de glicosilfosfatidilinositol y lipofosfoglicanos que
recubren a los trofozoitos también los protegen contra el ataque del
complemento. Algunas cistein-proteasas amibianas degradan
eficientemente las anafilotoxinas del complemento C3a y C5a, IgA
secretoria e IgG sérica, asi como pre-IL-18 (Reed, 1995; Que y col., 2003).
Los macrofagos pueden ser importantes para lograr una respuesta inmune

efectiva, porque adquieren la habilidad de aniquilar a las amibas virulentas
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cuando son activadas con INF-y, sin embargo, in vivo, E. histolytica
suprime la activacion y la presentacion por MHC-II del macrofago (Wang y

Chadee, 1995).

1.8 Manifestaciones clinicas

De acuerdo a los sintomas y signos presentados los individuos infectados,
la amibiasis puede ser clasificada como: asintomatica, sintomatica sin
evidencia de invasion tisular y sintomatica con evidencia de invasion tisular

(Ortiz-Ortiz, 1994).

La amibiasis asintomatica es cuando el individuo presenta quistes de E.
hsitolytica pero no manifestaciones clinicas. El hallazgo de quistes del
protozoario puede ser fortuito, pudiendo mantener este estado de portador
hasta por dos anos; siendo de gran importancia debido a que estos sujetos
constituyen una fuente de diseminacion de la infeccion, sobre todo si
manejan alimentos y no guardan las normas de higiene adecuadas (Ortiz-

Ortiz, 1994).

La amibiasis sintomatica se presenta generalmente como una enfermedad
intestinal. Esta enfermedad se asocia con una amplia gama de alteraciones
anatomicas, que corresponden a condiciones clinicas bien definidas y se
presenta en los seres humanos de cualquier edad, aunque se ha observado
con mayor frecuencia en ninos y adultos jovenes. Se manifiesta de
diferentes formas produciendo: disenteria aguda fulminante con fiebres y

escalofrios, flatulencia, dolor de cabeza y fatiga o diarrea sanguinolenta
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mucoide (llamada disenteria amibiana); pudiendo llegar a causar un
malestar abdominal leve, que se alterna con periodos de estrefiimiento; e
incluso puede provocar la muerte. Segun las manifestaciones clinicas de
los pacientes se ha podido establecer cuatro formas fundamentales: La
diarreica-disentérica, la colitis fulminante, la apendicitis y el ameboma

(Pérez-Tamayo, 1986).

La forma clinica diarreico-disentérico, se caracteriza por un cuadro clinico
como el anteriormente descrito, es la forma mas comun ya que representa
el 90% de la amibiasis invasora y generalmente tiene una duracion menor a
la semana. Se presenta con evacuaciones sanguinolentas, con dolor colico
moderado que precede a la evacuacion, la cual esta formada por materia
fecal escasa, liquida, tenida con sangre, generalmente no hay fiebre pero en
lactantes se puede presentar con fiebre y sin sangre microscopica en las
evacuaciones. Los pacientes desnutridos cursan esta enfermedad con
fiebre, prolapso rectal e infeccion agregada; teniendo una letalidad del 0.5%

(Pumarola y col., 1991).

La colitis fulminante se presenta principalmente en lactantes y ninos
menores de tres anos con desnutricion avanzada. El cuadro clinico se da
con manifestaciones de peritonitis por el estado toxico-infeccioso y por
perforaciones. Los pacientes presentan ulceras necroticas que afectan
grandes areas del colon y lesionan todas las capas de la pared colonica. Se

manifiesta con mas de 20 evacuaciones diarias formadas por material fecal
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y sangre y precedidas por dolor codlico intenso, tenesmo constante y
malestar abdominal, pudiendo acompanarse de nauseas, anorexia, fiebre
de 39-40 °C, hipotension arterial, ausencia de peristalsis y estado de

choque. Presenta una letalidad del 50 al 80% (Pumarola y col., 1991).

La apendicitis amibiana no se puede diferenciar de otros tipos de
apendicitis por medios clinicos. Se presenta con mayor frecuencia en

adultos jovenes (Pumarola y col., 1991).

El ameboma es una presentacion inusual de la amibiasis intestinal que
ocurre en menos del 1% de los pacientes con enfermedad invasora
intestinal. Se presenta como una forma segmentaria rara de colitis
amibiana cronica, es mas comun en el ciego y en el colon ascendente,
presentando una masa abdominal sensible que puede confundirse con un
carcinoma de colon. El organismo reacciona de forma exagerada contra la
ameba y forma tejido de granulacion que da lugar a zonas de estrechez,
como un pequeno tumor. Es raro en ninos y se presenta con mayor
frecuencia en . adultos jovenes. Esta caracterizado por diarrea

mucosas-sanguinolenta (Pumarola y col., 1991).

La infeccion puede también diseminarse por medio de la sangre, a través de
la vena portal, al higado y con menor frecuencia a los pulmones, el cerebro

0 a otros organos (Pumarola y col., 1991).
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De la amibiasis extraintestinal, la localizacion mas frecuente es la hepatica,
cuya incidencia es menor en las edades pediatricas que en el adulto,
aunque es de mayor gravedad en infantes. El absceso hepatico amibiano
inicia con un cuadro brusco de dolor en la parte superior del abdomen,
acentuado y persistente que se irradia a la region escapular o al hombro
derecho, se presenta ademas hepatomegalia y fiebre (Hughes y Petri, 2000).
El cuadro clinico se acentia con la tos, con la respiracion profunda o
cuando el paciente esta acostado sobre el lado derecho. Cuando el absceso
se localiza en el lobulo izquierdo, el dolor se percibe sobre todo en el
epigastrio (Hughes y Petri, 2000). La fiebre varia entre 38 a 40°C y con
frecuencia tiene un patron en agujas. En la exploracion fisica se encuentra
un paciente palido, emaciado, con hepatomegalia dolorosa. La digito
presion intercostal y la puno percusion del area hepatica son dolorosas. Es
frecuente encontrar disminuido el murmullo vesicular en la base pulmonar
derecha, debido a reacciéon pleuropulmonar por contigiiidad sobre todo
cuando el absceso se encuentra en la parte alta del 16bulo derecho. La
movilidad del hemidiafragma derecho esta restringida. En ocasiones el
absceso hepatico puede sufrir complicaciones del tipo del drenaje a
cavidades vecinas (abdominal, pleural y pericardica), lo que hace que el
pronostico sea mas sombrio. Se presenta con mayor frecuencia en el sexo
masculino y se localiza preferencialmente en el lobulo derecho. Puede
producir ruptura de la cavidad pleural, del peritoneo, el pericardio o

diseminarse a piel y cerebro (Hughes y Petri, 2000).
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Los factores de riesgo para la amibiasis severa abarcan: desnutricion, edad
avanzada, embarazo, uso de esteroides, una malignidad (cancer) y
alcoholismo, al igual que un viaje reciente a una region de alta incidencia

(Sepulveda, 1982).

1.9. Respuesta inmune frente a E. histolytica.

1.9.1 Respuesta inmune innata

Las enzimas digestivas, la flora bacteriana y la capa de moco forman una
barrera que protege la integridad del epitelio de la mucosa. Hay evidencias
que sugieren que las mucinas del colon constituyen la principal defensa del
huésped contra la invasién de los trofozoitos de E. histolytica. En modelos
experimentales de amibiasis intestinal, la eliminacion de la capa de moco
precedio a la invasion parasitaria (Chadee y Meerovitch, 1985)

En estudios posteriores se describio que células de la linea HT-29, de
epitelio del colon co-cultivadas con E.coli DH5-o y con trofozoitos de E.
histolytica, mostraron un incremento en la expresion de IL-8, IL-la, GM-
CSF, con respecto a las cultivadas en aus_encia de bacterias, lo que sugiere
la participacion de las bacterias entéricas en las senales proinflamatorias
tempranas del huésped frente a la infeccion amibiana (Kim y col., 1998).
Neutrofilos polimorfo-nucleares

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que E. histolytica emite senales
de quimioatraccion para neutrofilos polimorfo-nucleares (PMN) humanos.

Se ha visto que estas células del sistema inmune son capaces de matar
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trofozoitos no patogenos (Guerrant y col., 1981). Esta reportado que los
PMN fragmentan e ingieren amibas por un mecanismo desconocido,
independiente de oxigeno y complemento. En contraste, al entrar en
contacto con amibas virulentas los PMN pierden su motilidad, se
degranulan y mueren, aunque los que permanecen en la vecindad de las
amibas sobreviven (Chadee y Meerovitch, 1984).

Modelos de absceso hepatico en jerbos, permitieron concluir que los
neutrofilos representan la respuesta inicial del hospedero a la invasién del
higado, pero que ésta es ineficiente para matar al parasito (Chadee y
Meerovitch, 1984). Estudios in vivo e in vitro, sugieren que la lisis
subsecuente del neutrofilo por las amibas permiten la liberacion de
productos no oxidativos que contribuyen a la destruccion de tejido del
huésped y a la patogénesis de la amiba (Salata y Ravdin, 1986).

Al analizar las lesiones amibianas inducidas en el higado de ratones
BALB/c normales y con deplecion de neutrofilos, se observo que los dafnos
fueron considerablemente mayores en el grupo de animales a los que se les
elimino los neutrofilos. Esto sugirio un papel importante de los neutroéfilos
en la limitacion de la extension de las lesiones hepaticas causadas por
amibas (Velazquez, 1998). Existen evidencias de que los neutroéfilos
activados con IFN-y o TNF-a en presencia de lipopolisacaridos (LPS) o
antigenos amibianos, presentan un comportamiento amebicida (Denis y
Chadee, 1989; Guerrant y col., 1981). Estudios in vitro (Lin y col., 1994) e

in vivo (Seydel y col., 2000) han demostrado la importancia del 6xido nitrico
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(NO) como molécula efectora de la actividad amibicida en neutréfilos y
macrofagos.
Complemento

El complemento es otro de los componentes del sistema inmune que
participa en la respuesta del hospedero ante la invasiéon amibiana. La
deplecion de los niveles de complemento en hamsteres a los que se les
inocularon amibas patogenas llevo a lesiones hepaticas mas severas y
extensas que las que se produjeron en los animales, con niveles normales
(Calderon, 1988). Estos resultados sugieren una participacion in vivo de la
via alterna del complemento en la defensa del huésped contra la amiba.

La activacion de la via alterna del complemento, permite lisar cepas de E.
dispar pero no cepas patogenas de E. histolytica (Reed y col., 1989).
Ademas, en el contenido intestinal se reporta una actividad anti-
complemento (Befus y Bienenstock, 1982).

Si bien las cepas virulentas son generalmente resistentes a la lisis durante
la incubacion con suero humano fresco y las no virulentas sensibles, no
existen diferencias significativas en la activacion del complemento entre
ambas cepas (Gutiérrez-Kobh y col., 1997). Por otra parte, la exposicion
repetida al suero humano normal, de trofozoitos sensibles a la lisis por
complemento, los convierte en resistentes y potencia su virulencia
aumentando la capacidad de producir abscesos hepaticos en hamsteres

(Gutiérrez-Kobh y col., 1997). Estos resultados sugieren que la resistencia
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a la lisis por complemento es un fenoémeno adquirido, mas que una
propiedad genética de la amiba.

De igual forma, existen evidencias de la activacion por E. histolytica de la
via clasica del complemento. Calderon y Schreiber (1985), estudiaron la
contribucion relativa de cada via a la activacion del complemento de suero
humano no inmune, ocasionada por trofozoitos. Utilizando inhibidores
especificos, comprobaron que las dos vias participan y que es mayor la
contribucion de la via clasica (Calderon y Schreiber, 1985).

Se ha reportado que la lectina inhibible por galactosa y N-
acetilgalactosamina de E. histolytica presenta reactividad cruzada vy
comparte secuencias con la proteina CD59, un inhibidor importante de la
formacion del complejo de ataque de la membrana (CAM) del sistema de
complemento. Un anticuerpo monoclonal dirigido contra un epitope del
dominio rico en cisteina de esta lectina incremento la lisis de los trofozoitos
por el CAM. La lectina purificada es capaz de unir a los componentes C8 y
C9 del complejo y de conferir resistencia a amibas sensibles (Braga y col.,
1992).

Por todo esto, el papel del complemento como defensa contra parasitos
intestinales permanece en debate.
Macrofagos

Los macrofagos encontrados en los abscesos hepaticos amibianos son

incapaces de desarrollar estallido respiratorio, matar amibas y responder a

las interlucinas in vitro (Denis y Chadee, 1988). No obstante, los
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macrofagos aislados del bazo y de la cavidad peritoneal de los mismos
animales enfermos no presentan una disminucién significativa de estas
funciones. Extractos crudos o medio de cultivo de amibas patégenas
inducen en los macro6fagos un comportamiento similar al que tienen estas
células en los abscesos, mientras que extractos crudos de amibas no
virulentas de la cepa Laredo son incapaces de reproducirlo (Denis y
Chadee, 1988). Estos resultados indican que la supresion de la actividad de
los macrofagos puede estar limitada al sitio de la infeccion.

Exposiciones a lisados solubles de E. histolytica estimulan en los
macrofagos derivados de médula 6sea de ratones Balb/c, la expresion de
los genes del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de la interleucina
1(IL-1) alfa y beta. No asi lisados de trofozoitos de la cepa Laredo (Seguin y
Chadee, 1992). Ambas interleucinas tiene como principal funcion actuar
como mediadores de la respuesta inflamatoria del huésped en la inmunidad
natural. Esto sugiere una posible actividad de los macrofagos en los
mecanismos tempranos de defensa frente a la amiba.

El INFy actua sobre los macrofagos murinos derivados de médula osea
aumentando la expresion de moléculas clase II del MHC e incrementando
asi la eficacia de presentacion del antigeno a las células T CD4+. Proteinas
totales de E. histolytica suprimen este efecto, estimulando la produccion
por los macrofagos de prostaglandina E2 (PGE2), la cual actua de forma
autocrina y es responsable en parte de la inhibicion en la produccion del

TNF-o (Wang y Chadee, 1995). Estudios posteriores, usando el modelo de
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absceso hepatico en hamster, confirmaron la participaciéon de PGE2 en la
patogénesis del absceso. Empleando inhibidores de la sintesis de PGE2, se
observo una reduccion de las lesiones después de la infecciéon hepatica con
respecto al grupo control (Sanchez-Ramirez, 1997).

Los macrofagos y polimorfonucleares de hamsteres vacunados o protegidos
no son fagocitados, por el contrario, son capaces de matar a las amibas in
vivo (Ghadirian and Meerovitch, 1982a). Animales de experimentacion en
los que la actividad de los macrofagos se inhibe por tratamiento con silica,
al recibir un inoculo intrahepatico de trofozoitos desarrollan mas abscesos
y metastasis que los animales del grupo control. Ademas, animales
tratados con el bacilo de Calmette Guérin (BCG) desarrollan abscesos
significativamente menores y menor numero de metastasis (Ghadirian and
Meerovitch, 1982a).

Ensayos in vitro con la lectina nativa de 260 kDa, evidenciaron que esta es
capaz de estimular la producciéon de INF-y por los linfocitos T (Schain y col,
1992), y de TNF-a en los macrofagos virgenes de ratones BALB/c,
considerandose un posible mecanismo de la proteccion obtenida (Seguin y
col, 1995).

Estudios in vitro demuestran que INF-y y TNF-a son capaces de activar la
capacidad citotoxica de los macréfagos contra trofozoitos de E. histolytica,
induciendo la produccion de oxido nitrico (Lin y col., 1994). La
administracion de un antisuero contra TNF-o, suprime la producciéon de

TNF-a, de NO y de la actividad amebicida. Se ha demostrado ademas, que
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el TNF-a producido por los macrofagos actuia de forma autocrina
induciendo la transcripcion del gen de la enzima 6xido nitrico sintetasa
inducible (iNOS) (Lin y col., 1994).

Cultivos axénicos de trofozoitos amibianos matan in vitro a macréfagos no
activados derivados de monocitos humanos, sin perder su viabilidad (Salata
y col., 1986a). Sin embargo, macrofagos de individuos sanos, activados in
vitro, muestran actividad amebicida (Salata y col., 1984; Salata y col.,
1985), por lo que su funcién pudiera ser mas importante en la resistencia

contra las reinfecciones (Denis y Chadee, 1988).

1.9.2 Respuesta inmune especifica

1.9.2.1 Respuesta inmune mucosal

El papel tradicional de los anticuerpos IgA en la defensa mucosal, se ha
considerado que consiste en formar una barrera para evitar la penetraciéon
a la mucosa de las sustancias exodgenas y de esa forma prevenir la
infeccion. Estudios in vitro e in vivo, han suministrado evidencias que
sugieren que la IgA puede tener papeles adicionales en la defensa mucosal.
Por ejemplo, al pasar la IgA a través del revestimiento de las células
epiteliales de la membrana mucosal cuando se dirige a las secreciones,
tienen la oportunidad de neutralizar los patogenos intracelulares como los
virus. Por otro, lado en la lamina propia tienen la oportunidad de
acomplejar los antigenos y excretarlos a través del epitelio mucosal

adyacente, por la misma ruta que toman las secreciones de IgA libre. Estas
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ultimas funciones ayudan a la recuperacion de la infeccion (Lamm y col.,
1995).

Ortiz-Ortiz y col. (1988) estudiaron la respuesta secretoria en saliva contra
antigenos de membrana de E. histolytica mediante Western blot vy
encontraron que la IgA presente en la saliva de los pacientes con amibiasis
intestinal estudiados reconocen los antigenos de 170, 125, 46 y 37 kDa (>
90%) mientras que menos del 10% de los sujetos sanos reconocieron a
estas proteinas.

Se estudio el papel de la IgA en la eliminacion de antigenos amibianos
mostrandose que la IgA elimina activa y rapidamente los antigenos
amibianos presentes en la circulacion general (Campos y col., 1986). Se
observd que los anticuerpos diméricos inducidos por E. histolytica
producen una disminucion de la posible formacion de complejos con otras
inmunoglobulinas que pueden producir dano tisular (Campos y col., 1986).
También se ha demostrado la presencia de IgA anti-E. histolytica en la
saliva de pacientes con amibiasis intestinal, asi como la capacidad de estos
anticuerpos para inhibir la adhesion de la amiba a monocapas de células
MDCK (Carrero y col.,, 1994). La saliva de estos pacientes reconoce
fundamentalmente bandas proteicas de 23, 26, 30, 36, 59, 60, 87 y 170
kDa, mientras que la saliva de los sujetos sanos fue negativa a estos
antigenos y ocasionalmente reconocen los antigenos de 21, 23 y 109 kDa.
El 52% de las muestras de saliva de los pacientes estudiados reconocen la

banda de 68 kDa mientras que el 43% de las mismas muestras reconocen
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la banda de 30 kDa (Carrero y col., 1994). En este mismo estudio se
demostro que la saliva de individuos infestados con otros parasitos, entre
los que se incluyen Entamoeba coli y G. lamblia, no inhiben la adherencia
ameébica a células MDCK (Carrero y col., 1994). Otras proteinas reportadas
como reconocidas por anticuerpos IgA secretorios de la saliva de pacientes
con absceso hepatico amibiano son: una proteina ribosomal L23a, una
ciclofilina, otra perteneciente a la familia de las proteinas de choque
térmico Hsp70, y un péptido rico en acido glutamico (Carrero y col., 2000).
La invasion del colon por E. histolytica produce una respuesta IgA secretora
contra la adhesina de 260 kDa, una de las proteinas que media la union
del parasito a las mucinas del colon y a las células epiteliales. Sin embargo,
la amiba posee una potente actividad para degradar IgA debido a sus
cistein-proteasas especificas, lo que pudiera limitar la accion de esta
respuesta secretora (Ravdin y Kelsall, 1994).

En otros estudios se han detectado anticuerpos IgA contra E. histolytica
tanto en pacientes sintomaticos como en individuos asintomaticos
(Valenzuela y col., 2001; Haque y col., 2001), pero se conoce muy poco de
su posible papel protector y la accion que ejerce sobre los mismos las
cistein-proteasas amibianas. Por ello se estudiaron muestras de saliva
humana con y sin anticuerpos contra E. histolytica y se encontré que el
84% de los sueros con anticuerpos contra la amiba reconocieron a una
cistein-proteasa de 70 kDa (Guerrero y col.,, 1998). Ademas, la IgA

purificada de un conjunto de sueros con anticuerpos contra esta proteasa,
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manifesto un potente efecto inhibidor de la actividad proteolitica de E.
histolytica en estudios in vitro, resultado que de ocurrir in vivo, podria ser
un importante factor de proteccion (Guerrero y col., 1998).

Otros autores consideran que las cistein-proteasas son un factor de
virulencia clave de la amiba, por el papel que juegan en la invasion
intestinal al degradar la matriz extracelular y burlando al sistema inmune
del hospedero degradando la IgA secretora, la IgG y activando el sistema del
complemento (Que y col.,, 2003). Por lo que el estudio estructural y
funcional, de estas proteasas pudiera facilitar el diseno de inhibidores
especificos, los que pudieran ser utilizados como futuros agentes
quimioterapeuticos (Que y Reed, 2000).

En estudios realizados en ratones se ha encontrado diferencias en el patron
isotipico de anticuerpos anti-amibianos producidos en el intestino grueso y
en el delgado, lo que confirma la existencia de una compartimentacion de la
respuesta inmune intestinal (Moreno-Fierro y col., 2002).

Se ha encontrado que ninos con anticuerpos IgA mucosales contra
adhesinas amibiana fueron resistentes a la reinfeccion con E. histolytica.
Sin embargo, la inmunidad fue de corta vida, y aproximadamente el 20% de
los ninos en el estudio tuvieron un segundo episodio de infecciéon con E.
histolytica (Stanley, 2001). Estos resultados indican que se puede
desarrollar una inmunidad contra la amibiasis en algunos ninos después
de una infeccion intestinal, aunque esta inmunidad protectora puede ser

transitoria y su importancia en la prevencion de la enfermedad sigue sin
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establecerse (Stanley, 2001). En otro estudio se encontroé una correlaciéon
entre la respuesta IgA mucosal especifica contra la lectina de 260 kDa y la
proteccion inmune contra la amiba (Haque y col., 2001).

Lo anterior concuerda con la estrategia para prevenir enfermedades
producidas por patogenos entéricos mediante una vacuna que produzca IgA
secretora intestinal que bloquee la accion del patogeno (McGhee y col.,

1992; Zhang y col., 1995).

1.9.2.2 Respuesta Inmune Humoral.

Los pacientes con amibiasis invasiva después de la primera o segunda
semana del establecimiento de los sintomas desarrollan altos titulos de
anticuerpos contra la amiba, los cuales persisten hasta por 10 anos
(Ravdin y col., 1988; Ravdin, 1990), aunque el papel protector de dichos
anticuerpos se pone entredicho debido a que el absceso hepatico amibiano
sigue su curso. El suero de pacientes curados reconoce a proteinas de la
superficie del trofozoito (Joyce y Ravdin, 1988) y puede, incluso, bloquear
in vitro la adherencia de los trofozoitos a mucinas del colon (Chadee y col.,
1987)

El suero inmune de pacientes con absceso hepatico amibiano es capaz de
proteger de forma parcial a ratones con inmunodeficiencia severa
combinada. Estos ratones inmunizados pasivamente 24 horas antes del
reto intrahepatico, vieron reducida el area de tejido hepatico danada con

respecto al grupo control, de un 24.5% a un 3.5% (Seydel y col., 1996).
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Estos resultados apuntan hacia un posible papel de los anticuerpos
humanos en la prevencion del absceso hepatico. A pesar de ello, el
desarrollo de anticuerpos séricos no resulta en la resolucion espontanea de
la colitis invasiva o del absceso hepatico en el humano (Ravdin, 1989).

E. histolytica tiene la capacidad de evadir la inmovilizacion por anticuerpos
(Calderon y col., 1980) y la lisis mediada por la via clasica del complemento
(Ravi y col., 1980)

Se demostro que los trofozoitos poseen la capacidad de degradar las
inmunoglobulinas G séricas humanas mediante la accion de la cistein
proteasa neutral, una de las primera proteinas amibianas que interactua
con el hospedero (Tran y col., 1998). Estos hallazgos pudieran explicar en
parte la inefectividad de la respuesta humoral para controlar la infeccion
por E. histolytica.

Ha sido reportada también la presencia de autoanticuerpos en pacientes
con amibiasis hepatica y en el suero de hamsteres con abscesos amibianos
(Meerovitch y col., 1978). Estos hallazgos indican la existencia de un
fenomeno autoinmune que puede agravar los danos provocados
directamente por la amiba. Pero, anticuerpos secretores generados contra
proteinas de superficie pueden contribuir a la resistencia de enfermedades
invasivas subsecuentes, o a la colonizacion intestinal por el parasito (Leyva

y col., 1992).
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1.9.2.3 Respuesta inmune celular

Estudios en modelos animales y en la clinica han aportado evidencias del
papel central que representan los mecanismos de inmunidad mediada por
células en la defensa del huésped contra la amiba. Al parecer la inmunidad
celular desempena un papel protector importante en la amibiasis como
sugieren las respuestas celulares obtenidas en diferentes modelos animales
(Ghadirian y Meerovitch, 1981), y se comprob6 que la proteccion por
vacunacion ante la infeccion se debia a una respuesta inmune celular
(Ghadirian y col., 1980).

Debe senalarse que durante la fase aguda del absceso hepatico amibiano
(AHA), puede ocurrir una depresion transitoria de la respuesta inmune
celular mediada por hipersensibilidad de tipo tardio hacia ciertos antigenos
amibianos (Ortiz-Ortiz y col., 1975), depresion del nimero de linfocitos T
(Archarya y Sen, 1981) y depresion en la produccion del factor inhibidor de
la migracion (MIF) (Ortiz-Ortiz y col., 1975).

Se ha observado que los pacientes con abscesos hepaticos amibianos
tienen una relacion de linfocitos T CD4+/T CD8+ menor a los individuos
sanos, pero una vez que se curan, los niveles de linfocitos T CD4+ se
reestablecen, asi como la respuesta celular contra E. histolytica in vitro
(Salata y col., 1986a).

La participacion de la inmunidad celular durante la infeccion amibiana ha
sido demostrada tanto in vivo como in vitro (Salata y col, 1986a; Schain y

col., 1995; Ghost y col., 1995; Alba-Hurtado y col., 1999). Se ha observado
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que animales de experimentacion tratados con drogas inmunosupresoras, 0
que han sufrido una extirpaciéon de sus organos linfoides primarios y
secundarios, ven reducida su resistencia a la infeccion amibiana
(Ghadirian and Meerovitch, 1981).

Las células efectoras capaces de matar in vitro a trofozoitos de E. histolytica
incluyen a linfocitos de sangre periférica, de bazo y a macrofagos
peritoneales (Ghadirian and Meerovitch, 1982).

Células T de pacientes infectados presentan disminuida su respuesta
proliferativa frente al estimulo de la concanavalina A y frente a los
antigenos especificos (Salata y col., 1986a). Existen evidencias que
demuestran que linfocitos T de pacientes curados de abscesos hepaticos
amibianos presentan respuesta linfoproliferativa especifica frente a los
antigenos de E. histolytica, asi como produccién de linfocinas (IL-2 e INFy)
(Salata y col.,, 1985a) y que al menos in vitro, los macrofagos de estos
pacientes inducen una actividad amebicida (Salata y col., 1986a; Schain y
col., 1992).

Los linfocitos de pacientes, después de ser expuestos in vitro a proteinas
amibianas, son capaces de desarrollar actividad amebicida contra
trofozoitos virulentos, no asi los linfocitos no expuestos o los provenientes
de individuos sanos (Salata y col., 1986a). Sin embargo, no se han podido
determinar los mecanismos mediante los cuales los macrofagos activados y
linfocitos T previamente estimulados son resistentes frente al poder

citolitico de las amibas.
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Como otros parasitos, E. histolytica suprime transitoriamente la respuesta
inmune celular del hospedero durante la fase activa de la enfermedad
(Alba-Hurtado y col., 1999). Esta supresion pudiera estar mediada por
factores inducidos en el suero de los pacientes, por la lectina de 260 kDa,
por citotoxinas o por otros mecanismos aun no conocidos (Salata y Ravdin,
1985).

Un estudio realizado en jerbos, demostré que el suero inmune de humanos
presenta un factor que disminuye en un 63% la proliferacion de linfocitos
frente a antigenos amibianos y reduce un 93% la produccion de IFNy con
respecto al suero control (Salata y col., 1990). Se pudo concluir que esta
actividad supresora no se correlaciona con el titulo de anticuerpos y es
independiente de oxido nitrico y de prostaglandinas; sin embargo, involucra
a un factor soluble que reduce la produccion de IL-2 y logra una supresion
transitoria de la respuesta de las células T durante la infeccion por E.
histolytica (Darren y col., 1999).

Las interleucinas IL-2, IFN-y y TNF (respuesta Th1l) estan involucradas en
la estimulacion de la actividad amebicida en macrofagos y posiblemente en
el control de la enfermedad invasiva (Salata y col., 1986a; Petri y Ravdin,
1991). Una activacion de la respuesta inapropiada puede exacerbar la
enfermedad (Mosmann y Sad, 1996). La produccion de IL-4, IL-10 y TGF-B
(respuesta Th2) puede inhibir la respuesta inmune contra E. histolytica (Lin
y Chadee, 1992). La PGE2 producida en fase temprana de la infeccion por

amibas (Wang y Chadee, 1992), estimula la transcripcion de IL-4 y reprime
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la de IL-2, lo que pudiera explicar la inmunosupresion transitoria que se
observa en esta fase (Lacour y col., 1994).

Durante la amibiasis hepatica experimental en jerbos, en la fase inicial se
observo una respuesta Th2 y coincidié6 con el establecimiento del dano
hepatico. Esta fase fue seguida por una supresiéon transitoria en la
produccion de interleucinas, en la respuesta linfoproliferativa y por un
dano maximo a nivel del higado. En la fase tardia, a los 30 y 60 dias de la
infeccion, en la que el dano en los higados disminuia espontaneamente, asi
como en animales curados con metronidazol, el patron de interleucinas
encontrado fue Thl (Campbell y Chadee, 1997). Con el objetivo de
esclarecer la relacion entre resistencia a la infeccion y secrecion de
interleucinas, los animales con patron de respuesta Thl se retaron con la
inoculacién intrahepatica de amibas virulentas y todos resultaron
resistentes (Campbell y Chadee, 1997). Los resultados sugirieron que una
respuesta tipo Th1 podria contribuir a prevenir la infeccion; no obstante, se
desconoce si estos cambios vistos en el patron de interleucinas, en el
modelo del jerbo, ocurren en el humano.

Ensayos de inmunizacion en jerbos con la lectina de 260 kDa han generado
proteccion frente al reto intrahepatico con amibas y se observo la
liberacion de IL-2 e INF-y cuando los linfocitos del bazo proveniente de
estos animales se estimularon in vitro con esta lectina (Schain y col., 1995;
Petri y Ravdin, 1991). Por otra parte, esta proteina fue capaz de estimular

la transcripcion y la expresion de la IL-12 en macrofagos humanos
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(Campbell y col., 2000), interleucina con un papel clave en la diferenciacion
hacia un patron de respuesta Thl porque estimula la produccion de INF-y
en linfocitos T y en células asesinas naturales (Romani y col., 1997).
Estudios in vitro muestran que el INF-y puede inhibir en la amiba la
sintesis de proteinas (medida por la incorporacion de leucina tritiada) y la
sintesis de DNA, en estudios realizados empleando timidina marcada.

(Castellanos y col., 1989).

1.9.2.4 Generalidades de la respuesta inmune frente a E.
histolytica.

En la actualidad sigue siendo una incognita la respuesta inmune que es
importante para conferir proteccion contra la amibiasis invasiva. Los
modelos murinos con ratones inmunocompetentes desarrollados
recientemente para estudiar la colitis amibiana o el absceso hepatico,
indican que los mecanismos de la respuesta inmune innata son de
primordial importancia para el control de amibiasis (Asgharpour y col.,
2005; Lotter y col.,, 2006). Sin embargo, la transferencia pasiva de
anticuerpos en ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID)
sugieren que los anticuerpos especificos son los mediadores primarios para
controlar la infeccion amibiana (Zhang y col., 1994a; Lotter y col., 1997),
mientras que otros estudios utilizando este mismo modelo de ratones SCID
han demostrado que los neutrofilos son de gran importancia para limitar el

dano tisular en el absceso hepatico amibiano (Seydel y col., 1997). Estudios
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in vitro muestran que E. histolytica lisa a los macrofagos y neutrofilos en
reposo, pero cuando estos son activados previamente con INF-y o TNF-q,
conjuntamente con la adiciéon de LPS o antigenos amibianos adquieren
potencialidades amebicidas (Guerrant y col., 1981; Salata y Ravdin, 1986;
Denis y Chadee, 1989; Ghadirian y Bout, 1989; Ghadirian y Denis, 1992).
Experimentos también in vitro han sugerido que la muerte de los trofozoitos
amibianos inducida por los macrofagos activados esta mediada por oxido
nitrico (Lin y col., 1994), resultado que es consistente con los obtenidos de
estudios con ratones knockout para INF-y y para iNOS (Seydel y col.,
2000), los cuales se vuelven mas susceptibles a desarrollar abscesos
hepaticos amibianos. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que
se requiere de la activacion de macrofagos y neutrofilos para producir oxido
nitrico en el control de la infeccion amibiana. Por lo resulta razonable
asumir que la induccion de una respuesta de células T especifica y la
activacion de macrofagos y neutrofilos constituye un componente critico
para conferir una proteccion contra el absceso hepatico amibiano después

la vacunacion con proteinas amibinas (Lotter y Tannich, 2006).

1.9.3 Estrategias vacunales contra E. histolytica.

Se considera que el mayor problema que se tiene para controlar la
amibiasis, es la falta de una vacuna que sea capaz de prevenir la
transmision del parasito o al menos evitar la progresion de los individuos

infectados a etapas invasivas de la enfermedad (Lotter and Tannich, 2006).
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Sin embargo, el hecho de que este parasito tenga un ciclo de vida
relativamente sencillo, comparado con otros parasitos, la ausencia de
hospederos intermediarios y su localizacion extracelular en las células del
hospedero unido a que entre sus mecanismos evasivos a la respuesta
inmune no se ha detectado el conocido como variaciéon antigénica, ha hecho
pensar a los investigadores que una vacuna efectiva contra la amibiasis
pudiera ser alcanzada en un menor plazo que las vacunas contra otros
parasitos protozoarios (Snow and Stanley, 2006). Pero existen una serie de
retos a resolver antes de generar una vacuna contra esta parasitosis. El
control de esta enfermedad requiere prevenir la infeccion inicial que se
produce a nivel de las paredes mucosales del colon y la invasiéon de la
barrera mucosa para prevenir la forma severa de la enfermedad ya que si la
vacunacion (o la infecciéon natural) produce anticuerpos mucosales capaces
de bloquear la adherencia del parasito a las células del epitelio intestinal,
no se establecera la infeccion y de esta forma se evita la enfermedad
intestinal y extraintestinal. A favor de esta hipotesis se tiene los resultados
experimentales que demuestran que los anticuerpos IgA aislados de la
saliva de pacientes con amibiasis intestinal pueden bloquear la adherencia
de los trofozoitos amibianos a las células blanco (Carrero y col., 1994).
Ademas, se requiere que la vacuna genere una respuesta inmune
protectora, lo cual se ha demostrado que es posible a través de
experimentos en modelos animales como se describiran a continuacion y

por los estudios clinicos realizados en Bangladesh, los cuales sugieren que
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aquellos individuos con anticuerpos IgA mucosales especificos contra la
lectina de 260 kDa de E. histolytica, tienen un menor riesgo de adquirir una
reinfeccion con este parasito (Haque y col., 2001).

Teniendo todo lo anteriormente expuesto en consideracion, las estrategias
vacunales se han enfocado en evaluar moléculas amibianas identificadas
como importantes factores de virulencia y que sean capaces de inhibir o
prevenir la infeccion o la formacion de abscesos hepaticos en modelos
experimentales. Dentro de las moléculas mas importantes que estan siendo
estudiadas como potenciales candidatos vacunales se encuentran:

La lectina Gal/GalNAc: Esta lectina es una proteina de la superficie
celular que tiene la habilidad de unirse a galactosa (Gal) y N-acetil
galactosamina (GalNAc) (Petri y col., 2002). Es un heterodimero de 260
kDa, que posee una subunidad pesada de 170 kDa que se une mediante
enlaces disulfuros a una subunidad ligera de 35 o 31 kDa y de manera no
covalente a una subunidad intermedia de 150 kDa (Petri y col., 2002). Esta
lectina tiene un papel importante en la patogénesis de la amiba y se reporta
que tiene varias funciones. Participa en la invasion de la pared intestinal y
en la resistencia al ataque del sistema del complemento (Braga y col.,
1992). Participa también en la adherencia a neutrofilos y bacterias,
demostrandose que las propiedades de adherencia corresponden a una
region rica en cisteinas que se encuentra en la subunidad pesada
(Guerrant y col., 1981a; Bracha y Mirelman, 1983; Chadee y col., 1987;

Mann y col., 1993). Al bloquear la actividad de la lectina con galactosa o N-
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acetil galactosamina se evita la citotoxicidad dependiente de contacto
(Ravdin y Guerrant, 1981), mientras que la disminucién de la expresion de
la subunidad ligera de esta proteina disminuye la virulencia de la amiba
mediante un mecanismo independiente a la disminucién de la adherencia a
la célula blanco (Padilla-Vaca y col., 1999). Varios estudios se han
desarrollado utilizando la lectina nativa o varios fragmentos recombinantes
provenientes de la cadena pesada de la misma. Los ensayos realizados
utilizaron diferentes métodos de purificacion, dosis de antigenos, esquemas
de inmunizacion, rutas de administracion combinado con diferentes dosis y
grado de virulencia de las amibas usadas en el reto (Gaucher y Chadee,
2003). Los resultados mas relevantes obtenidos con esta proteina son los
siguientes. La inmunizacion de jerbos con la lectina nativa indujo una
proteccion del 66% contra la formacion de abscesos hepaticos amibianos
frente a un reto intrahepatico con trofozoitos virulentos de E. histolytica,
aunque en el resto de los animales se observo un incremento significativo
en el tamano de los abscesos hepaticos, lo que sugiere que la respuesta
inmune contra una parte de esta molécula puede exacerbar la enfermedad
(Petri y Ravdin, 1991), por lo que la identificacion de los componentes
optimos de esta lectina a utilizar como vacuna es de crucial importancia
para el éxito de la inmunizacion. La administracion de tres dosis
intraperitoneales de un péptido de 25 aminoacidos de esta lectina con
adyuvante completo de Freund a jerbos, indujo una disminucion

significativa del tamano de los abscesos hepaticos formados frente a un
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reto intrahepatico con E. histolytica y los anticuerpos generados indujeron
también proteccion por transferencia pasiva en un modelo murino (Lotter y
col., 1997). Experimentos realizados con una porcion recombinante de la
subunidad pesada de esta lectina y denominada LC3, administrados
intraperitonealmente con Titermax como adyuvantes indujo una proteccion
del 71% en jerbos retados intrahepaticamente (Soong y col., 1995a). Los
estudios realizados con un péptido de 25 aminoacidos procedente de la
region rica en cisteinas de la cadena pesada de esta lectina y acoplado
covalentemente a KLH, mostraron que al ser administrado parenteralmente
indujo una proteccion total contra la formacion de abscesos hepaticos en el
33% de los jerbos retados, mientras que el resto de los animales
desarrollaron abscesos menores que los controles (Lotter y col., 2000).
Mientras que utilizando un fragmento que contenia los 13 aminoacidos del
extremo N-terminal de este péptido fusionado a la subunidad B de la toxina
del colera también permiti6 inhibir la formacion de abscesos hepaticos
amibianos administrandose tanto por la ruta parenteral como por la oral,
aunque no se obtuvo una significativa respuesta IgA especifica contra este
antigeno (Lotter y col., 2000).

Con respecto a la respuesta inmune mucosal, se ha evaluado la respuesta
generada al administrar la lectina nativa o un fragmento de la subunidad
pesada de la misma denominado LecA (aminoacidos 578 al 1154) por la via
intranasal o intraperitoneal en el modelo murino C3H de colitis amibiana

(Houpt y col., 2004). Los resultados indicaron que ambas formulaciones
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indujeron proteccion contra la formacion de colitis amibiana frente a un
reto intracecal con trofozoitos de la cepa HM1:IMSS, aunque con la lectina
nativa se obtuvieron los mejores resultados (Houpt y col., 2004). En este
mismo estudio se observo que la presencia de anticuerpos IgA especificos
contra la lectina antes del reto correlacion6 con la proteccion, aunque este
correlato no fue total, ya que algunos ratones protegidos no tuvieron niveles
significativos de IgA antes del reto (Houpt y col., 2004).

También se ha evaluado este antigeno utilizando vacunas de DNA, para ello
se optimizo la secuencia con la frecuencia de codones de mamiferos (jerbos)
y se construyo una vacuna optimizada que codifica para un fragmento de la
cadena pesada de esta lectina, incluyendo el dominio rico en cisteinas. Esta
vacuna se utilizo para inmunizar ratones por la via intradérmica y se
observo que los ratones inmunizados desarrollaron una respuesta inmune
celular de tipo Thl y desarrollaron anticuerpos capaces de reconocer a un
fragmento recombinante de la cadena pesada de esta lectina, asi como de
inhibir in vitro la adhesion de trofozoitos a células CHO (Gaucher y Chadee,
2002).

La proteina rica en serinas de E. histolytica (SREHP): esta proteina
como su nombre indica contiene un alto numero de residuos de serina (52
de los 233 aminoacidos que la componen) y ademas posee secuencias
centrales de ocho o doce aminoacidos repetidos en tandem y muy
conservados que estan flanqueadas por aminoacidos cargados (Stanley y

col.,, 1990). Posee multiples modificaciones postraduccionales, como
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fosforilaciones, acetilaciones y posee residuos de N-acetilglucosamina
(Stanley y col., 1990; Stanley y col., 1995). Esta proteina se encuentra
localizada fundamentalmente en la membrana del trofozoito amibiano
(Stanley y col., 1995a). La funciéon exacta de esta proteina permanece
desconocida, aunque se ha demostrado que constituye un quimoatrayente
para los trofozoitos amibianos (Stanley y col., 1995a) y media la union de
las amibas a las células eucariontes (Zhang y col., 1994a). En pacientes
con AHA, aproximadamente el 80% tiene anticuerpos que reconocen a
SREHP (Stanley, 1997) y muchos de los epitopos reconocidos por los
sueros de estos pacientes se encuentran localizados en la regiones
repetidas en tandem (Wang y col.,, 1997). Estas caracteristicas de
localizacion superficial, su capacidad de inducir anticuerpos que inhiben la
adherencia a células eucariontes y la presencia de epitopos conservados
indicaron que esta molécula era un buen candidato vacunal (Stanley,
1997).

Teniendo en cuanta lo anterior, muchos intentos se han realizados
encaminados a desarrollar sistemas de administracion mejorados para
una vacuna basada en esta proteina, los cuales han incluido el clonaje y
expresion de esta proteina como proteina de fusion a trpE, a glutation S-
transferasa (GST) y a la proteina de union a maltosa (MBP). La proteina
recombinante en la forma SREHP-MPB, ha mostrado ser una vacuna
efectiva que previene la formacion de abscesos hepaticos usando como

modelo de estudio al jerbo, mostrando que el 85% de los animales
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vacunados  intraperitonealmente con esta  proteina  quedaron
completamente protegidos frente a un reto intrahepatico con trofozoitos
virulentos de E. histolytica (Zhang y col., 1994; Zhang y col., 1994b).
Ademas, la inmunizacion pasiva de ratones SCID con anticuerpos
especificos contra esta proteina recombinante también resultaron
protegidos contra la formacion de abscesos hepaticos amibianos,
sugiriendo que estos anticuerpos podrian ser los responsables de la
proteccion observada (Zhang y col., 1994a). La seguridad e
inmunogenicidad de esta proteina recombinante fue también evaluada en
monos verdes africanos, los cuales no mostraron efectos colaterales y
presentaron una reaccion local minima en el sitio de inoculacion atribuido
fundamentalmente al adyuvante usado (adyuvante completo de Freund)
(Stanley y col., 1995). Los monos inmunizados desarrollaron altos titulos de
anticuerpos anti-SREHP y anti-amibas, ademas estos anticuerpos
reconocieron a la molécula nativa en trofozoitos amibianos y fueron
capaces de bloquear su adhesiéon a células de mamiferos (Stanley y col.,
1995).

También se expresd esta proteina y la MBP en una cepa atenuada de
Salmonella typhymurium, la cual se utilizoé para inmunizar ratones y jerbos
mediante tres dosis orales (Zhang y col., 1996). Tanto los ratones como los
jerbos inmunizados fueron capaces de producir una respuesta IgA
especifica contra la amiba a nivel intestinal asi como anticuerpos IgG anti

amibas a nivel sistémico (Zhang y col., 1996). De los jerbos vacunados soélo
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el 22% desarrollaron AHA frente a un reto intrahepatico con trofozoitos
virulentos (4/18) y el tamano de los abscesos formados en estos fueron
menores que en el grupo control donde todos los animales desarrollaron
AHA (Zhang y col., 1996).

Otros intentos han estado encaminados a desarrollar una respuesta
inmune a nivel mucosal. La SREHP geneticamente fusionada a la
subunidad A2 de la toxina del colera fue capaz de formar una holotoxina
quimeérica al ser coexpresada con la subunidad B de la toxina del célera
(Sultan y col., 1998). Al administrar esta holotoxina por via oral en ratones,
se indujo la produccion de anticuerpos IgA que reconocen a los trofozoitos
amibianos (Sultan y col., 1998), pero hasta la fecha no se han realizados
estudios de eficacia con respecto a la prevencion de la amibiasis intestinal o
a la formacion de abscesos hepaticos amibianos usando esta construccion.

Una variante a la anterior fue el uso de una cepa viva atenuada de Vibrio
choleare, asi como la toxina. Se produjo una cepa viva atenuada (Peru?2)
capaz de expresar un dodecapeptido de SREHP fusionado a CTB en el
sobrenadante, mediante el uso de plasmidos o integracion en el cromosoma
de la bacteria (Ryan y col., 1997). Esta cepa fue administrada por via oral
en ratones aplicando una o dos dosis, sin ningun otro adyuvante. Los
ratones que recibieron dos dosis con la cepa que tenia el plasmido para la
expresion de la proteina de fusion fueron lo que dieron mejor respuesta
sistémica y mucosal contra la amiba (Ryan y col., 1997), ademas de

producir respuesta especifica contra V. cholerae.
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Otra estrategia seguida con esta proteina fue el desarrollo de una vacuna
de DNA, usando un plasmido que codifica para toda la SREHP. Esta
vacuna fue utilizada para inmunizar ratones y jerbos intramuscularmente.
Los animales vacunados desarrollaron anticuerpos y respuesta inmune
celular especifica contra los trofozoitos amibianos. El 80% de los ratones y
el 60% de los jerbos vacunados quedaron protegidos contra la formacion de
abscesos hepaticos amibianos (Zhang y col., 2000a).

Lipofosfoglicanos/proteofosfoglicanos: E. histolytica posee
lipofosfoglicanos (LPG) y proteofosfoglicanos (PPG) de estructura unica
anclados en su superficie (Zhang y col., 2002). Esta moléculas son muy
abundantes en los trofozoitos de E. histolytica y contienen en su estructura
grupos fosfatos, azicares y un componente peptidico que se une a la
membrana mediante un anclaje formado por un grupo glicofosfatidilinositol
(GPI), que es diferente a los observados en otras células eucariontes
(Stanley y col., 1992; Isibasi y col., 1982). Se ha demostrados que estas
moléculas son muy inmunogénicas y que los anticuerpos dirigidos contra
las mismas son capaces de bloquear la adherencia amibiana a células de
mamiferos (Stanley y col., 1992). La inmunizaciéon pasiva de ratones SCID
con un anticuerpo monoclonal dirigido contra esta molécula amibiana los
protegio de desarrollar abscesos hepaticos frente a un reto intrahepatico
con trofozoitos virulentos (Marinets y col.,, 1997), mientras que una
combinacion de inmunizacion pasiva con inmunizacion activa usando LPG

protegio a ratones SCID-HU-INT contra la colitis amibiana (Zhang y col.,
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2002). La inmunizacién también indujo una reduccion en el dano tisular y
una disminuciéon en el dano a la permeabilidad de la barrera intestinal
(Marinets y col., 1997). Se han identificados péptidos que mimetizan la
estructura de PPG/LPG amibianos, y con estos se han generado
anticuerpos que son capaces de reconocer los PPG nativos de E. histolytica
(Melzer y col., 2002; Melzer y col., 2003). Otros estudios han mostrado que
los PPG/LPG amibianos son capaces de unirse a los TLR-2 y TLR-4
humanos estimulando la respuesta inmune innata (Maldonado-Bernal y
col., 2005).

La proteina de 29 kDa de E. histolytica: Esta proteina es rica en
residuos del aminoacido cisteina y su localizacion celular no esta clara hoy
en dia, ya que se ha encontrado en diferentes lugares dentro de la célula.
Su funcion se ha relacionado con la inactivacion de peroxido de hidrogeno
(Stanley, 1997).

La inmunizacion intraperitoneal de jerbos con tres dosis de esta proteina
recombinante conjuntamente con adyuvante TiterMax indujo la produccion
de anticuerpos IgG séricos en todos los animales vacunados. De estos
animales vacunados el 30% desarrolldo AHA frente a un reto intrahepatico
con trofozoitos virulentos. Los abscesos desarrollados en los animales
vacunados fueron de igual tamano a los encontrados en el grupo control
(Soong y col., 1995).

Amebaporos amibianos: Los amebaporos constituyen un grupo de

polipéptidos con capacidad de formar poros en la membrana de las células
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procariontes y eucariontes, constituyendo importantes factores de
virulencia de E. histolytica (Andra y col., 2004). La adicion de amebaporos a
c€lulas eucariontes produce necrosis y posiblemente apoptosis (Zhang y
col., 2004). Mediante un mecanismo de silenciamiento de genes se cre6é una
cepa mutante de E. histolytica que no expresa el amebaporo A (Zhang y
col., 2004). Estas mutantes producen menores AHA en ratones SCID que la
cepa silvestre. Interesantemente, esta mutante produce una infeccion en el
colon de ratones SCID-HU-INT similar a la cepa silvestre, lo que indica que
los amebaporos son necesarios para la virulencia amibiana en el AHA, pero
no son necesarios para causar dafno a nivel intestinal (Zhang y col., 2004).
Al inocular esta forma mutante de E. histolytica en hamsteres por la via
intraperitoneal, no indujo AHA a diferencia de la silvestre que indujo AHA
en todos los animales inoculados (Bujanover y col., 2003)

Cistein proteinasas de E. histolytica (CP): este parasito contiene un gran
numero de estas proteasas que son codificadas por 30 genes diferentes
(Bruchhaus y col.,, 2003; Brendan Loftus y col.,, 2005). Las cistein
proteasas amibianas pueden tener diferentes localizacion y .funciones
dentro de la célula y no todas son expresadas in vitro (Bruchhaus y col.,
2003). Algunas CP amibianas pueden degradar componentes de la matriz
extracelular (Moncada y col., 2003), pueden degradar ademas polimeros de
MUC2, una glicoproteina que compone mayoritariamente la capa de mucus
del colon (Moncada y col., 2003) y se ha demostrado que juegan un papel

importante en la fagocitosis de eritrocitos (Ankri y col., 1998). Aunque,
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solamente para la CP5 amibiana se ha demostrado una relacion directa
entre patogenicidad de la amiba y sus niveles de expresion (Ankri y col.,
1999) y como esta enzima se encuentra localizada en la superficie del
trofozoito, se le ha considerado como un candidato vacunal (Jacobs y col.,
1998).

La inhibicién de la expresion de esta cistein proteasa amibiana mediante la
utilizacion de una secuencia de DNA antisentido, produjo en los trofozoitos
mutantes una pérdida en su capacidad de inducir la formacion de AHA en
higados de hamster (Moncada y col.,, 2003). Ademas se observé que
disminuye la produccion de las citosinas inflamatorias IL-1p e IL-8, y
produce menos inflamacion en el colon de ratones SCID-HU-INT (Zhang y

col., 2000).

El complejo EhCPADH de E. histolytica: Esta proteina fue identificada
mediante el uso de mutantes deficientes en adhesion y de anticuerpos
monoclonales. Estos anticuerpos inhiben la adherencia de los trofozoitos a
eritrocitos y células epiteliales. Esta proteina esta afectada en mutantes
deficientes en adhesion y es reconocida por el suero de pacientes con
absceso hepatico amibiano (Arroyo y Orozco, 1987). Se ha podido
comprobar que esta proteina es un heterodimero compuesto por un
polipéptido de 49 kDa (EhCP112) con actividad de cistein proteasa y otro
78 kDa (EhADH112) con funcion de adhesina, los cuales estan codificados
por dos genes continuos separados uno de otro por una regién no

codificante de 188 bp (Garcia-Rivera y col., 1999).
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La proteina EhCP112, es un polipéptido de 446 aa, que posee en su
estructura un segmento transmembranal putativo, un motivo RGD y un
motivo tiol proteasa, ademas in vitro manifiesta actividad de cistein
proteasa frente a gelatina, colagena tipo I, fibronectina y hemoglobina, asi
como tiene la capacidad de destruir monocapas de células MDCK y de
unirse a los eritrocitos humanos (Garcia-Rivera y col., 1999; Ocadiz y col.,
2005). Los resultados experimentales muestran que este polipéptido es
secretado por los trofozoitos amibianos, mientras que la proteina
recombinante es reconocida por el suero proveniente de pacientes con
amibiasis, pero no por el suero de sujetos sanos (Ocadiz y col., 2005).
Todos estos resultados sugieren que esta proteina pudiera participar en el

mecanismo patogénico de E. histolytica.

La otra proteina que conforma este complejo, la proteina EhADH112,
contiene 687 aa y en su secuencia se han podido identificar tres posibles
sitios de N-glycosilacion. En su region N-terminal se encuentra un dominio
Bro-1, mientras que hacia su extremo carboxilo Terminal se encuentra el
dominio de adhesion, indicando que esta proteina pudiera participar en el
mecanismo patogénico de la amiba asi como en otros eventos de
senalizacion intracelular (Garcia-Rivera y col., 1999; Banuelos y col., 2005).
Mediante microscopia electronica y ensayos de inmunofluorescencia
empleando anticuerpos monoclonales se ha podido demostrar que durante
la fagocitosis, la adhesina se transloca de la membrana hacia vacuolas

fagociticas (Garcia-Rivera y col., 1999). Anticuerpos monoclonales dirigidos
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contra esta adhesina inhiben la adherencia, la fagocitosis y el efecto
citopatico de los trofozoitos amibianos y sus extractos proteicos en un
grado variable (Garcia-Rivera y col.,, 1999; Madriz y col., 2004). La
expresion en tomates del extremo carboxilo terminal de esta proteina
(Adh240) mostr6 un polipéptido de 28 kDa, que es reconocido por
anticuerpos especificos y que conserva la capacidad de inhibir la
adherencia (32.8%) y la fagocitosis (44.75%) de los trofozoitos amibianos a

las células blanco (Carrillo-Landell y col., 2008).

La inmunizacién con un polipéptido de la EhADH112 formado por los
ultimos 243 aminoacidos de su extremo carboxilo terminal y que incluye el
epitope de adhesion, produjo una respuesta inmune humoral que reconoce
tanto al polipéptido recombinante como al complejo EnCPADH en extractos
proteicos totales de trofozoitos. Estos anticuerpos especificos fueron
capaces ademas de inhibir la adherencia, la fagocitosis y la destruccion de
monocapas de celulas MDCK por parte de los trofozoitos vivos
(experimentos in vitro). La respuesta inmune producida fue parcialmente
protectora frente a un reto intraportal con trofozoitos de la cepa HM1:IMSS

(Martinez-Lopez y col., 2004)

En estudio similar inmunizando con los genes codificantes para el complejo
EhCPADH, por separado y conjuntamente se pudo evidenciar que se
produce una respuesta inmune humoral y celular especifica contra E.

histolytica, destacandose que la co-inmunizacion de los dos genes produjo
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una respuesta IgG especifica significativamente mayor contra los trofozoitos
a pesar de que no hubo un incremento significativo en la respuesta inmune
celular. Sorprendentemente so6lo se observo una reduccion significativa del
dano hepatico, frente a un reto intraportal con trofozoitos de la cepa
HMI1:IMSS, en el grupo que recibié la mezcla de los genes (Madriz y col.,

2004).
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2. Justificacion.

La amibiasis es causada por el parasito E. histolytica, siendo la principal
manifestacion clinica primaria de la infeccion sintomatica la disenteria y la
colitis, que en el 10% de los casos puede llegar a producir abscesos
hepaticos. La amibiasis representa un grave problema de salud publica
para el que no se tiene soluciéon inmediata, a pesar de contar con una
quimioterapia efectiva. La inmunizacion es la medida mas eficaz y de mejor
balance costo-beneficio de que se dispone para enfrentar el problema de las
enfermedades infecciosas, sin embargo todavia el mundo no cuenta con
una vacuna contra la amibiasis y las cifras de muerte y enfermedad por
esta causa contintian en ascenso.

El desarrollo de una vacuna efectiva contra la amibiasis pudiera
teoricamente resultar en la completa eliminacion de este parasito, ya que el
organismo humano constituye el reservorio primario y no se conocen otros
animales intermediarios en el ciclo de vida de la amiba.

Se ha demostrado que la adhesion de los trofozoitos de E. histolytica a las
células blanco de la mucosa intestinal, constituye el primer paso en el
proceso de colonizacion y de invasion de los tejido (Orozco y col., 1980), en
la citolisis dependiente de contacto y en la fagocitosis (Ravdin y col., 1988).
Ademas que las cistein-proteasas de este parasito  constituyen un
importante factor de virulencia y contribuyen a los mecanismos evasivos
que el mismo pone en accion frente a la respuesta inmune especifica. Por lo

que el empleo de proteinas como el complejo EhCPADH, la que contiene un
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fragmento con actividad de adhesina y otro con actividad de cistein
proteasa, constituye un buen modelo para alcanzar una inmunidad
efectiva contra la amibiasis. Experimentalmente se ha demostrado que esta
proteina tiene una amplia participacion en el mecanismo de virulencia de la
amiba y ademas ha resultado una molécula inmunogénica, que produce
una reduccion significativa del dano hepatico en modelos animales.

El presente trabajo esta dirigido a profundizar en el estudio de las
propiedades inmunologicas de esta proteina asi como en los mecanismos
por los cuales manifiesta la proteccion frente a la infeccion amibiana para

obtener una formulacion vacunal efectiva contra esta enfermedad.
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3. Hipotesis
La inmunizacion de hamsteres con una vacuna de ADN que codifica el

complejo proteico EnCPADH, induce una respuesta protectora que depende

esencialmente de la respuesta inmune celular.
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4.0Objetivos

Objetivo general
» Caracterizar la respuesta inmune inducida por la inoculaciéon de los
plasmidos pcDNA-Ehcpl12 y pcDNA-Ehadhll2 en el modelo de

absceso hepatico en hamster.

Objetivos particulares

1. Evaluar la expresion in vivo de los genes Ehcpl12 y Ehadhl12 en
hamsteres inmunizados con los plasmidos pcDNA-Ehcpl112 y pcDNA-
Ehadhl12.

2. Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por la inmunizacion
con los plasmidos pcDNA-Ehcp112 y pcDNA-Ehadhl12 en el modelo
de absceso hepatico en hamster.

3. Caracterizar el patron de respuesta inmune celular generado por la
inmunizacion con los plasmidos pcDNA-Ehcpl112 y pcDNA-Ehadhl12
en hamsteres.

4. Evaluar el efecto de la ruta de inoculacion y la capacidad protectora
de los inmunogenos frente a un reto con trofozoitos amibianos de la

cepa HM1:IMSS.
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S. Materiales y métodos.

5.1. Plasmidos.

Utilizamos los plasmidos de expresion en procariontes pcDNA3 (Invitrogen,
USA), pcDNA-Ehcpl112y pcDNA-Ehadhl12, los cuales fueron construidos y
descritos por Madriz y colaboradores con anterioridad (Madriz y col., 2004).
El plasmido pcDNA-Ehcpl112 codifica el marco de lectura completo de la
cistein proteasa EhCP112 de E. histolytica, mientras que el plasmido
pcDNA-Ehadh112 permiti6o la expresion de 586 aminoacidos del extremo
amino terminal de la proteina EhADH112 de este mismo parasito.

También se utilizaron los plasmidos de expresion en procariontes pTrcHisC-
Ehcp112 (Ocadiz y col., 2005), el cual permiti6 la expresion en bacterias del
marco de lectura completo de la proteina EhCP112 fusionado a una
etiqueta de 6 histidinas en su extremo carboxilo terminal y el plasmido
pPRSTadh729 (Martinez-Lopez y col., 2004), que permitio la expresion del
polipéptido recombinante EhADH243, el cual comprende los ultimos 243
aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la adhesina EhADH112

fusionado a una etiqueta de histidinas en su extremo N-terminal.

5.2 Cepas de Escherichia coli (E. coli).

En este trabajo experimental se utilizaron las siguientes cepas E. coli DH5a
con genotipo F-, 80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl. Esta cepa

permite la amplificacion eficiente de plasmidos. La cepa BL21(DE3)pLysS
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con genotipo F-, ompT, hsdSB (rB-, mB-), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cmr.
Esta cepa puede ser usada con vectores de expresion que se encuentran
bajo el control del promotor T7, ya que es lisogénica para lambda-DE3, que
contiene el gen 1 del bacteriofago T7 y codifica para la T7 RNA polimerasa.
Ademas contiene el plasmido pLysS, que porta el gen de la lisosima T7, lo
cual permite disminuir los niveles de expresion basales de los genes de
interés clonados bajo el control del promotor T7, pero no interfiere con los
niveles de expresion logrados mediante la induccion de la expresion con

IPTG.

5.3. Preparacion de células competentes de E. coli.

Para la preparacion de las células competentes de E. coli, las cuales
permitieron la transformacion con el DNA plasmidico recombinante
anteriormente descrito, sembramos células de las cepas DH-5a o
BL21(DE3) pLysS en cajas Petri con medio Luria Bertaini (LB) (10 g de
Triptona, S g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 14 g de bactoagar en
un litro de agua desionizada, pH 7.6) y se incubaron durante 16 h a 37° C.
Trascurrido este tiemioo, una colonia se sembré en 5 ml medio LB liquido
(LB sin bactoagar) y se incub6 con una agitacion constante de 240 rpm a
37° C hasta que el cultivo alcanzé una densidad optica (DO) de 1.0 a 550
nm, entonces se realizo una dilucion 1:20 de este cultivo con medio LB
liquido y se incubo en las mismas condiciones hasta alcanzara una DO de
0.5 a 550 nm. Las células se incubaron en hielo durante 5 min y se

centrifugaron a 10 000 rpm en una centrifuga Beckman (rotor JA20)
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durante 5 min a 4° C. E] sobrenadante de cultivo se desecho y la pastilla
celular obtenida se resuspendio en 40 ml de solucion Tfbl (acetato de
potasio 30 mM, KCl 100 mM, CaCl2 10 mM, MnCI2 50 mM y 15 % de
glicerol, pH 5.8) y se incub6 en este mismo tampon durante 5 min en hielo.
Posteriormente se centrifugd a nuevamente a 10 000 rpm durante 5 min a
4° C. La pastilla resultante se resuspendio en 4 ml de solucion Tfb2 fria
(MOPS 10 mM, 68 CaCl2 75 mM, KCI 10 mM y 15 % de glicerol, pH 6.5) y
se incubo 15 min en hielo. La suspension celular se homogeneizo y se
distribuyo6 en alicuotas de 200 pl las cuales se guardaron a -70° C hasta su

uso.

5.4. Transformacion de células competentes de E. coli.

Para transformar las bacterias de E. coli, con los plasmidos anteriormente
descritos, 50 pl de las células competentes se mezclaron con 100 ng de los
plasmidos y se incubaron durante 30 min en hielo, transcurrido este
tie.mpovu se les aplico un choque térmico de 90 segundos a 42 °C. Las
bacterias se incubaron inmediatamente en hielo, donde se mantuvieron
durante 4 min, después se les adiéion() 1 ml de medio LB y se incubaron
durante 1 h bajo agitacion constante de 240 rpm a 37 °C. Transcurrido
este tiempo, las c€lulas se sembraron sobre medio LB solido conteniendo el
antibiotico de seleccion apropiado, las cajas se incubaron a 37° C durante

18 h y posteriormente se almacenaron a 4° C.
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5.5 Purificacion de DNA plasmidico.

Para la purificacion de grandes cantidades del DNA plasmidico se utilizo el
kit comercial QIAGEN Mega-Plasmid columns (QIAGEN, USA), siguiendo
las indicaciones del fabricante.

Una colonia de E. coli transformada con el plasmido que se queria purificar
se inoculo en 5 ml de medio LB conteniendo el antibidtico de seleccion
apropiado y se incubo a 37° C bajo agitacion constante de 240 rpm
durante 18 horas, transcurrido este tiempo se realizaron diluciones 1/100
para inocular cultivos de 11 en medio LB conteniendo el antibiotico de
seleccion apropiado. El cultivo se incubé en las mismas condiciones
durante 16 horas. Las bacterias se cosecharon por centrifugaciéon a 10500
x g durante 15 min a 4° C, el sobrenadante de cultivo se decantoé y la
pastilla celular resultante se resuspendi6 en 50 ml de tampoén P1 (Tris-HCl
50 mM pH 8, EDTA 10 mM, RNAsa a 100 pg/ml), se incubaron 5 min en
hielo y a continuacion se le adicionaron 50 ml de amortiguador P2 (NaOH
200 mM, SDS 1%), se mezclo por inversion suave y se dejo reposar 5 min a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se anadi6o a la mezcla
anterior 50 ml de amortiguador P3 (acetato de potasio 3 M pH 5.5), se agito
suavemente y se incubo durante 30 min a 4° C. Seguidamente las
muestras se centrifugaron a 10 500 x g durante 30 min a 4° C, el
sobrenadante conteniendo el DNA plasmidico, se filtro a través de varias
capas de gasa estéril y se aplico a una columna previamente equilibrada

con 35 ml de la solucion amortiguadora QBT (NaCl 750 mM, MOPS 50 mM
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pH 7.0, isopropanol 15% y Tritén X-100 0.15%), posteriormente la columna
se lavo con 100 ml del tampén QC (NaCl 1M, MOPS 50 mM pH 7.0,
isopropanol 15%). E1 DNA se eluy6 de la columna con 35 ml del tampon de
elusion QF (NaCl 1.25M, Tris-HCl 50 mM pH 8.5, isopropanol 15 %), se
precipito con 24.5 ml de isopropanol a temperatura ambiente y se
centrifugé inmediatamente a 10 000 x g durante 30 min a 4° C. La pastilla
resultante se lavo con 7 ml de etanol al 70 %, se centrifug6 a 10 000 x g
durante 10 min y se dejo secar a temperatura ambiente unos 15 min.
Transcurrido este tiempo, el DNA se resuspendio en 500 pl de agua estéril.
La pureza y concentracion del DNA obtenido se determiné por analisis
espectrofotométrico registrando la absorbancia de la muestra a 260/280
nm. El DNA también se analizo6 mediante restriccion enzimatica,

electroforesis en geles de agarosa y analisis densitométrico.

5.6. Analisis de DNA plasmidico en geles de agarosa.

Las muestras de DNA se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
0.8 % siguiendo el método de Sambrook (Sambrook y col., 1989), en
camaras horizontales de electroforesis (Owl Scientific, USA)A. La agarosa
(BioRad, EUA) se mezclo en tampon de corrida TBE 1X (Tris-HCl 89 mM
pH8, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8), se fundio a 60 °C y se dejo
enfriar hasta los 50 °C, se le agregé6 bromuro de etidio (Sigma,EUA) hasta
una concentracion final de 0.5 pg/ml. La solucion se dejo solidificar en los

moldes destinados para este fin.
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Las muestra de DNA se disolvieron con 0.1 volumen de solucion de carga
(Glicerol al 50 %, azul de bromo fenol al 0.25 %, xilen—cianol al 0.25 %,
(Sigma, EUA)) y se corrieron electroforeticamente a 10 V/cm de distancia
entre los electrodos.

Los marcadores de peso molecular utilizados fueron DNA del fago A digerido
con la enzima Hind IIl (New England Biolabs), Gene Ruler DNA Ladder Mix
(Fermentas, USA) y el Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, USA). El DNA
separado se visualizo por irradiacion con luz U.V de 310 nm y se registro
en el documentador GelDoc 1000 (BioRad, USA). Con el software de este

mismo equipo se realizaron los analisis densitométricos.

5.7. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes EhCP112

y EnADH243.

Para la expresion y purificacion de las proteinas recombinante se siguio la
metodologia descrita previamente por Ocadiz y col. (2005) y Martinez-Lopez
y col. (2004).

Las células de E. coli de la cepa BL21(DE3) pLysS (Novagen, USA)
previamente trasformada con el plasmido pTrcHisC-Ehcpl12 (Ocadiz y Col.n,
2005) o con el plasmido pPRSTadh729 (Martinez-Lopez y col., 2004) se
inocularon en 10 ml de medio LB conteniendo 50 pg/ml de ampicilina y 35
pg/ml de cloranfenicol y se incubaron a 37° C durante 18 h bajo agitacion
a 240 rpm. Transcurrido este tiempo, 5 ml de este pre-cultivo se inocul6 en
500 ml de medio de cultivo LB con los mismos antibioticos de seleccion y se

le permitio crecer en las mismas condiciones hasta alcanzé una densidad
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optica de 0.5 a 600 nm. En este momento se extrajo una alicuota de
cultivo y al resto se le adiciond isopropil B-D-galactopiranosido (IPTG,
Sigma, EUA) a una concentracion final de 1 mM. Se continué su
crecimiento en las mismas condiciones durante 3 h. Transcurrido este
tiempo, el cultivo se enfrié en hielo y se centrifugo a 12 000 x g a 4° C, el
medio de cultivo se desecho y con el paquete celular se hicieron alicuotas
que fueron almacenadas a —20° C hasta su uso.

La induccion de las proteinas recombinantes se comprobo sonicando la
pastilla celular con 6 ciclos de 30 s cada uno a una potencia de 90 watt y
separando el extracto proteico obtenido en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 12 % o mediante Western blot usando un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la etiqueta de histidinas (Invitrogen, USA).

La purificacion de las proteinas se realizO bajo condiciones
desnaturalizantes a través de una columna de afinidad Ni-NTA (Qiagen,
USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.

El boton celular correspondiente a una alicuota de 200 ml de un cultivo
inducido se descongelo y se resuspendi6 en 10 ml de tampon A
(hidrocloruro de guanidinio 6M, NaH2PO4 0.1 M, Tris-Base 0.1M pH 8), se
incubo bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 1 h,
transcurrido este tiempo se completo la lisis celular sonicando la muestra
con 3 ciclos de 30 s cada uno y una potencia del 90 watt usando un
sonicador Vibra Cell (Sonics, USA). Entonces la muestra se centrifugo en

un equipo Beckman (J2-HS, EUA) a 10 000 g y 4°C. El sobrenadante se
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recupero y se dejo interactuar durante 1 hora a temperatura ambiente con
S ml de la resina Ni-NTA previamente equilibrada con el tampon A.
Transcurrido este tiempo, la mezcla se pas6 a una columna y se continuo
lavando con el tampon A hasta obtener la linea base a 280 nm.
Seguidamente se realizaron lavados con los tampones B (urea 8 M,
NaH2PO4 0.1 M, Tris-Base 0.1 M pH 8), C (urea 8 M, NaH2PO4 0.1 M, Tris-
Base 0.1 M pH 6.3), D (urea 8 M, NaH2PO4 0.1 M, Tris-Base 0.1 M pH 5.9),
E (urea 8 M, NaH2PO4 0.1 M, Tris-Base 0.1 M pH 4.5) y finalmente la
proteina de interés se eluyo con el tampon F (hidrocloruro de guanidinio 6
M, acido acético 0.2 M). La proteina eluida fue dializada contra PBS (NaCl
140 mM, KCI 2.7 mM, NapHPO4 8 mM, KH2HPO4 8 mM, pH 7.4) (3 cambios
de 6 h cada uno), la concentracion de la proteina se cuantifico por el
método de Bradford (1976) y se conservo a -20 °C hasta su uso.

Las proteinas purificadas fueron caracterizadas mediante SDS-PAGE y

Western blot.

5.8. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

La concentracion de proteinas se determiné por el método descrito por
Bradford (1976). Se prepar6 una curva patron por triplicado adicionando
cantidades crecientes de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma, EUA) 0, 2.5,
5, 7.5y 10 pg a partir una solucion de BSA de 0.5 pg/nl. A cada tubo se le
agrego la cantidad necesaria de NaCl 50 mM para alcanzar un volumen
final de 100 pl y seguidamente se adiciono 1 ml del reactivo de Bradford

(100 mg de azul de Coomassie, 50 ml de etanol al 95 %, 100 ml de acido
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fosforico al 85 %), los tubos se agitaron vigorosamente y se dejaron en
reposo durante 2 min a temperatura ambiente. Después se determiné la
absorbancia de las muestras medidas a 595 nm en el espectrofotometro
(Beckman, DU-650, EUA). Los resultados de absorbancia obtenidos se
graficaron contra la concentracion correspondiente. Para medir la
concentracion de las proteinas de interés se tomaron alicuotas de 3 jl de
cada muestra y se siguié el mismo procedimiento. Los datos obtenidos se
interpolaron en la curva patron, determinando asi las cantidades de las

proteinas en estudio.

5.9. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes y reductoras usando el detergente dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE).

Para el analisis electroforético de las proteinas se us6 una modificacion del
meétodo descrito por Laemmli (1970). Las proteinas fueron separadas en
geles  discontinuos de poliacrilamida, utilizando como agente
desnaturalizante el detergente dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Para
crear el gel separador se usaron las siguientes soluciones: 12% de una
solucion acrilamida/N,N’ metilen bis acrilamida al 30%, Tris—-HCI 1.5 M pH
8.8, SDS 0.1 %, PSA 0.05 % y TEMED 0.005 %, mientras que en la
elaboracion del gel concentrador se us6 5% de una solucion
acrilamida/N,N” metilen bis acrilamida al 30%, Tris—=HCI 0.125 M pH 6.8,
SDS 0.1%, PSA 0.05% y TEMED 0.005%. Los geles se prepararon en un

sistemas para minigeles de BioRad (Miniprotean II System, EUA)
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adicionando el tampon de corrida 1X (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y SDS
al 0.1 %) y aplicando en cada carril 30 pg de las muestras de proteinas
previamente preparadas con el tampon de carga (250 mM de Tris (pH 6,8),
50 mM de ditiotreitol (DTT), 10% de dodecil sulfato sodico (SDS), 0,5% de
azul de bromofenol y 50% de glicerol). Los geles se corrieron a 60 V hasta
que la muestra cruzo el gel concentrador y a 100 V hasta que el colorante
de la solucion amortiguadora de corrida lleg6 aproximadamente a 0.5 cm

del extremo inferior del gel.

5.10. Tincion de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie.

Los geles se sumergieron durante 30 min en una solucién que contenia
azul de Coomassie R-250 al 0.25 % disuelto en una solucién que contenia
metanol al 45 % y acido acético al 10 %, y posteriormente fueron
destenidos en una solucion compuesta por metanol al 30 % y acido acético
al 10% realizando varios lavados bajo agitacion constante hasta obtener el
contraste deseado en las bandas tenidas de azul intenso sobre un fondo

azul claro.

5.11. Ensayos de inmunodeteccion de proteinas en membranas de
nitrocelulosa (Western blot)
La transferencia de las proteinas separadas mediante electroforesis se

realizo siguiendo una modificaciéon de la técnica descrita por Towbin y col.

(1979).
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Una vez concluida la separacion electroforética de las proteinas, el gel de
acrilamida se retir6 de la camara de electroforesis y se equilibré durante 30
min en el tampoén de transferencia (Tris 48 mM, glicina 39 mM pH 8.3,
metanol al 20 %). Transcurrido este tiempo, las proteinas se transfirieron a
la membrana de nitrocelulosa usando el mismo tampén y una camara de
transferencia (Mini trans-blot, BioRad). La transferencia se realiz6 a una
corriente constante de 300 mA durante 1 h a 4° C. Al finalizar la
transferencia la membrana fue tenida con una solucion de rojo ponceau S
en acido acético al 1% para verificar la eficiencia de la transferencia y
destenida aplicandole varios lavados con PBS. Posteriormente, los sitios
inespecificos fueron bloqueados incubando la membrana de nitrocelulosa
en una solucion de leche descremada al 3% en PBS-Tween20 durante 1 h a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, la membrana se incubo
con el primer anticuerpo (monoclonal de raton IgG dirigido contra la
etiqueta de histidinas) diluido en leche al 1% en PBS-Tween durante 16 h a
4° C y bajo agitacion suave. Terminada la incubacion, se realizaron tres
lavados con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente y se procedio
a la incubacion con el anticuerpo secundario (anti-IgG de raton conjugado
a peroxidasa (Zymed, EUA)) diluido en leche al 1% en PBS-Tween durante
1 h a temperatura ambiente. La membrana se revel6 con solucion que
contenia 0.5 mg/ml de diaminobencidina (Sigma, EUA) y peroxido de
hidrogeno al 0.01 %. La reaccion se detuvo lavando la membrana con agua

bidestilada.
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5.12. Animales y esquemas de inmunizacion.

En nuestros experimentos utilizamos hamsteres sirios dorados
(Mesocrisetus auratus) machos de 4 a 5 semanas de edad, los cuales
fueron tomados al azar para formar grupos de 8 o 10 animales segun el
estudio a realizar. Todos los animales fueron mantenidos en jaulas de
plastico estériles y se les suministro alimento y agua estériles ad libitum
segun el protocolo 0313/06 aprobado por el comité interno para el cuidado
y uso de los animales de laboratorio del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del IPN (CICUAL) y acorde con la norma oficial para el cuidado
y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999). Los animales se
inocularon dos veces con un intervalo de 20 dias, mediante la inyecciéon en
la base de la cola (ruta intradérmica) o en ambos musculos tibiales
anteriores (ruta intramuscular) de 100 pL de PBS conteniendo una mezcla
de los plasmidos pcDNA-Ehcpl12/pcDNA-Ehadhl12 (100 pg/100 pg) o
conteniendo 200 pg del plasmido control pcDNA3, usando jeringas de 1

ml.

5.13. Evaluacion de la expresion in vivo del RNAm de los genes
Ehcpl112y Ehadhl12 en hamsteres inmunizados.

Para investigar la expression in vivo de los transgenes usamos grupos de 8
hamsteres que fueron inoculados con la mezcla de los plasmidos pcDNA-
Ehcp112/pcDNA-Ehadhl112 o el plasmido control pcDNA3, los animales

fueron sacrificados a las 18 h, 7 dias y 21 dias después de la primera
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dosis, se les extrajo el area del sitio de inoculacion (piel o musculo), el baso
y el higado a partir de los cuales se extrajo el RNA total y realizamos

ensayos de RT-PCR.

5.13.1. Obtencion de RNA total.

Para la extraccion del RNA total, los tejidos se homogeneizaron en Trizol
(Invitrogen, USA) con ayuda de un politron. El homogeneizado se dejo
reposar a 4 °C durante 10 min y se le adicioné 200 ul de cloroformo por
cada mililitro de Trizol adicionado, se mezclo bien por inversion y se dejo
reposar durante 5 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugo a
10323 g durante 15 min a 4 °C, recuperamos el sobrenadante y
precipitamos el RNA adicionando un volumen igual de isopropanol e
incubando la mezcla durante 20 min a -70 °C. Entonces se centrifugo a
10323 g durante 15 min a 4 °C, el sobrenadante se desechd con ayuda de
una pipeta y el precipitado obtenido se lavo dos veces con etanol al 70% en
agua-DEPC y se centrifugo a 10323 g durante 15 min a 4 °C. El precipitado
se resuspendio en tampoén (20 mM Tris-HCL pH 8.4, 2mM MgCl2, 50 mM
KCl) y se trato con DNAsa durante 15 min a 37 °C, para eliminar cualquier
contaminacion con DNA genomico o plasmidico. Se precipitd nuevamente
con isopropanol, se lavo con etanol al 70% en agua-DEPC. Finalmente, el
precipitado se resuspendié en agua-DEPC y se conservo a -70 °C hasta su
uso. El RNA fue cuantificado espectrofotométricamente mediante lectura de
la absorbancia a 260 nm de una dilucion 1/1000 de cada muestra. Su

integridad fue evaluada en geles de agarosa con formaldehido.
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5.13.2. Analisis de la expresion de los genes Ehcpl12 y Ehadhl112

mediante PCR en tiempo real.

Para analizar la expresion in vivo de los transcritos Ehcpl12 y Ehadhl12,
se utilizaron muestras de tejidos del sitio de inoculacion (piel o musculo),
del bazo y del higado de los animales sacrificados a las 18 h, a los 7 y a los
21 dias después de la vacunacion con DNA. A partir de estos tejidos se
extrajo el RNA total mediante la técnica de Trizol (Gibco BRL, USA) y se
trato con DNAsa [ como se describié anteriormente.l

La reaccion de retrotranscripcion se realizé empleando 1 ug de RNA total y
el kit comercial QuantiTect Reverse Transcription (QIAGEN, USA) en un
volumen final de 20 pl y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para
el analisis de la expresion génica se realizaron ensayos de RT-PCR en
tiempo real, empleando el sistema de deteccion ABI prisma 7300 (Applied
Biosystem, USA) con placas de reaccion de 96 pozos con cubierta optica
(Applied Biosystem, USA). Las reacciones se desarrollaron usando 1
ul/pozo de cada cDNA y 24 ul/pozo de una mezcla de reaccion que contenia
12.5 pl de la mezcla maestra de PCR conteniendo SYBR green (Applied
Biosystem, USA) y los oligonucleotidos especificos a una concentracion
final de 300 nM (Tabla 1) para completar un volumen de reaccion final de
25 ul. Todas las muestras se analizaron por triplicado. Las condiciones de
amplificacion fueron 10 min a 95 °C y 40 ciclos de amplificacion de 30 s a
95 °C, 30 s a 55 °Cy 30 s a 70 °C. Como control interno se amplifico un

fragmento de 91 bp del gen constitutivo hipoxantina
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fosforribosiltransferasa de hamster (hprt) utilizando iniciadores especificos
(Tabla 1). Para facilitar la cuantificacion incluimos en cada ensayo una
curva estandar conteniendo 8 diluciones seriadas 1/10 del ¢cDNA de los
genes analizados (hprt, Ehcpl12 o Ehadhl12) (cada punto por triplicado),
también se incluy6é un control negativo sin molde en cada ensayo. Los
productos de PCR fueron sometidos a un analisis de disociaciéon para
confirmar la especificidad de las reacciones. Los niveles de expresion de los
genes Ehcpl12y Ehadhl12 se normalizaron con respecto a los niveles del

gen hprt presente en cada muestra.

S5.14. Analisis de la expresion in vivo de las proteinas EhCP112 y

EhADH112 mediante immunohistoquimica.

Para el analisis de la expresion de las proteinas EnCP112 y EhADH112 en
la piel, el musculo, el bazo y el higado en los hamsteres inmunizados, estos
fueron sacrificados a las 18 h, 7 dias y 21 dias posteriores a la
Inmunizacion y lbs"t-ejidos fueron fijados en etanol absoluto durante 48 h,
pasados por xilol (tres cambios de 1 h cada uno) y finalmente incluidos en
parafina. Se cortaroﬁ secciones de 4 um con un microton RM2145 (LEICA).
Para la deteccion de las proteinas, las secciones de tejidos fueron
desparafinadas 20 min a 60 °C y seguidamente se realizaron lavados
siguiendo la secuencia xilol, etanol, etanol 90% y agua. Las muestras se
trataron con peroxido de hidrogeno al 10% en metanol (4 cambios de 15

minutos cada uno) a temperatura ambiente, para eliminar la peroxidasa
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Tabla 1. Oligonucleotidos especificos utilizados en la amplificacion de los

genes hprt, Ehcpl112y Ehadhl12.

Cebadores Tm Amplicon
(°C) (bp)
hprt sentido: 5- AGATCCACTCCCATAACTGTAGATTTTAT -3~ 56 91
hprt antisentido: 5'-CATCCGCACCATTAATTTTTAAGTC-3"
Ehcp112 sentido: 5'- CTGCACAACGTTTTCTTGATGTTA -3’ 55 69
Ehcp112 antisentido: 5'- CTCGAGGATGACCACCACAA -3~
Ehadh112 sentido: 5- AAGCTGCTGGTGCATTCCA -3 BE 65

Ehadh112 antisentido: 5'- ATCACCACTACCTGCTGCACATA -3~
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endogena y seguidamente se incubaron con suero normal de cabra durante
30 min para bloquear las uniones no especificas. Transcurrido este tiempo,
las secciones se incubaron con el anticuerpo primario (anticuerpo
polyclonal de conejo anti-EhCP112 (1:2000) o anticuerpo polyclonal de
conejo anti-EhADH112 (1:50)) a temperatura ambiente durante 16 h y
seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-IgG de
conejo biotinilado obtenido en cabra (1:200)) durante 1 h. Posteriormente
se se trataron con el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa (Becta
Satain ABC kit, Vector Laboratorios) durante 30 min y finalmente se
tineron con diaminobencidina y 0.04% de peroxido de hidrogeno. Las
laminillas fueron contrastadas con hematoxilina y los resultados se
registraron usando una camara CCD Alpha (Innotech Corporation)
acoplada a un microscopio Olympus BX40 y el software RS Image version
1.7.3 (Roper Scientific). Los controles se trataron en iguales condiciones
pero incubando con suero normal de conejo, o sin incubar con el

anticuerpo primario, o sin incubar con el anticuerpo secundario.

5.15. Cultivo de trofozoitos de E. histolytica.

Los trofozoitos amibianos de la cepa HM1-IMSS (donada por el laboratorio
del Dr. Ruy Pérez Tamayo, Hospital General de México), previamente
pasados por higados de hamster para mantener su virulencia, fueron
cultivados axénicamente a 37 °C, en tubos de vidrio de 16 x 25 mm o en

cajas de poliestireno de 25 cm?, en medio TYI-S-33 (Diamond y col., 1978)
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suplementado con 16.6% de suero bovino, 3% de una mezcla de vitaminas
(Special Diamond Vitamin Mixture, North American Biologicals, EUA),
penicilina 0.25 Ul/ml y estreptomicina 35 pg/ml, hasta alcanzar la mitad
'de la fase logaritmica de crecimiento (aproximadamente 72 h). Para todos
los experimentos los trofozoitos amibianos fueron cosechados en la fase
logaritmica de crecimiento, mediante enfriamiento en hielo durante 10 min
y centrifugacion de 500 x g durante 7 min a 4° C. Los trofozoitos se lavaron
con medio TYI-S-33 sin suero. El numero de trofozoitos presente en cada
cultivo se conté usando la camara de Neubauer y un microscopio de luz.
Finalmente, los trofozoitos se ajustaron a la concentracion requerida en

medio TYI-S-33 sin suero.

5.16. Reto de los hamsteres con trofozoitos de la cepa HM1:IMSS

Veinte dias después de la ultima inmunizacion (dia 40), un grupo de
hamsteres fue sacrificado y el resto se reto intraportalmente con amibas
virulentas, siguiendo el protocolo anteriormente descrito (Tsutsumi y col.,
1984). Los hamsteres se anestesiaron administrandoles
intraperitonealmente 35 mg/kg de pentobarbital sodico (anésthesal Plizer,
USA). Entonces, a los animales se les practico una incision media
longitudinal que permitio desplazar las asas intestinales hasta poder
visualizar el hilio hepatico. Entonces inoculamos por via intraportal 100 pl
de medio TYI-S-33 conteniendo 250 000 trofozoitos de amibas virulentas de
la cepa HM1-IMSS. La hemorragia se detuvo con una pieza de gelfoam. Las

asas intestinales se devolvieron a la cavidad intestinal y la pared abdominal
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se cerro suturando los hamsteres con ceda 3.0. Siete dias después del reto
(dia 47) los animales se sacrificaron y se extrajeron los higados, los que
fueron fotografiados y analizados para determinal el porcentaje de dano
hepatico segun la expresion:

% de dano hepatico = (Peso de los abscesos/ Peso total del higado)x100.

Para realizar los estudios de sobrevivencia, después del reto los animales se
mantuvieron con agua y alimento ad libitum y se monitorearon diariamente
durante 60 dias. Al final del experimento, todos los animales fueron

sacrificados.

5.17. Analisis de la respuesta inmune humoral mediante ELISA.

Para evaluar la respuesta inmune humoral generada en los animales
inmunizados, los hamsteres se sangraron por puncion del seno retro-
orbital con capilares de vidrio heparinizados en los dias 0, 40 y 47. La
sangre se coloco en tubos de microcentrifugas de 1,5 ml (Eppendorff, USA)
y se incub6 a 37° C por 30 min, luego se paso a 4° C por 1 hora para
permitir la formacion del coagulo. Posteriormente se centrifugdé en
microcentrifuga durante 3 min a 7 000 rpm y el suero se recolectd en otrb
tubo y se guardo a -20° C hasta su uso. Para detectar los niveles de 1gG
especificos, las placas de ELISA fueron recubiertas con 50 ul por pozo de
PBS conteniendo 1x 104 trofozoitos amibianos (previamente inactivados por
calor durante 15 min a 52 °C), o con 50 ul por pozo de una solucion 0.5
mg/ml de las proteinas recombinates EnCP112 o EhADH243 en tampon de

carbonato ( Na2COz 0.1M, NaHCO3 0.1 M, pH 9.0), durante toda la noche a
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4 °C. Transcurrido este tiempo, las placas se bloquearon con leche
descremada al 5% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, las placas se incubaron con cada suero en una dilucion
1:500 en leche descremada al 1% en PBS durante 16 h a 4 °C.
Transcurrido este tiempo, las placas se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-IgG de hamster conjugado a peroxidasa en una dilucion
1:2000 en leche al 1% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se adicioné solucion de revelado (12 ml de
amortiguador de revelado, 6 mg de orthofenilendiamina (OPD) y 30 pul de
H202) 50 nl/pozo y se incubé en la oscuridad y a temperatura ambiente
durante 15 min. La reaccion se detuvo con 25 ul de H2SO4 2.5 M. Los
resultados de la reaccion colorimétrica se leyeron en un lector de ELISA
(Titertek-plus) a una longitud de onda de 492 nm. Todas las muestras se
analizaron por duplicado y todos los valores fueron normalizados con

respecto al suero preinmune correspondiente.

5.18. Ensayo de linfoproliferacion celular usando esplenocitos totales

de hamsteres.

Para los ensayos de linfoproliferacion celular los animales se sacrificaron
20 dias después de la ultima inmunizacion (dia 40) y los animales que
recibieron el reto intraportal con trofozoitos virulentos fueron sacrificados
en el dia 47 del experimento (siete dias después del reto). Se extrajeron los
bazos en condiciones estériles y se colocaron en cajas de vidrio conteniendo

> ml de medio RPMI-1640 completo (medio RPMI-1640 suplementado con
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suero fetal bovino 10%, Penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml).
Los bazos previamente envueltos en una tela de organza estéril fueron
macerados. Las cé€lulas se recuperaron y se centrifugaron a 504 g por 7
min a 4 °C. Desechamos el sobrenadante y la células se sometieron a un
choque osmoético con 3 ml de tampoén de lisis (NH4Cl al 0.05%, NaHCO3 0.1
M, pH 8.0) durante 3 min a temperatura ambiente. La lisis se detuvo
adicionando 3 ml de medio RPMI-1640 completo e incubando en hielo. Los
linfocitos se lavaron dos veces con medio RPMI-1640, se resuspendieron en
1 ml de medio de cultivo RPMI-1640 completo y se colocaron en hielo. La
viabilidad y cantidad de los linfocitos presente en cada muestra se
determind en una dilucion 1:10 con azul de tripano en una camara de
Neubauer. Finalmente se ajustaron a 4 x 106 linfocitos/ml en medio RPMI
completo.

Posteriormente, los linfocitos se cultivaron en placas de 96 pozos con fondo
plano (COSTAR; EUA), colocando 50 pl/pozo de medio RPMI-1640 completo
conteniendo 2x10° linfocitos de cada hamster. Las células se estimularon in
vitro adicionando 50 pl/pozo de medio RPMI-1640 completo el cual
contenia 4x10% trofozoitos de la cepa HM1:IMSS previamente inactivados
con calor (52 °C, 15 min); concanavalina A (5 pg/ml); las proteinas
recombinantes EhCP112 y EhADH243 (5 pg/ml) o sin estimulo como
control. Las placas de cultivo se incubaron durante 72 h a 37° C en
atmosfera de COz al 5 % y transcurrido este tiempo a cada pozo se le

anadieron 20 pL de CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
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Assay (Promega, USA) y se continuo el cultivo durante 4 h en las mismas
condiciones. Posteriormente se registr6 la absorbancia de cada pozo a
490nm con ayuda de un lector de ELISA y con estos datos se determino el
indice de estimulacion para cada muestra segun la expresion:

Indice de estimulacién=(Absorbancia de muestra estimulada /Absorbancia
de muestra sin estimular)

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

5.19. Analisis de la expresion del RNAm de las citocinas INF-y, TNF-a,
IL-4, TGF-$ y del gen de la enzima iNOS mediante RT-PCR en tiempo

real.

Para medir la expresion de citocinas en los hamsteres, estos fueron
sacrificados en los dias 40 y 47 del experimento. Los higados y bazos de
estos animales se extrajeron y se congelaron a -70 °C. A partir de estas
muestras congeladas se realizo una extraccion de RNA total usando Trizol

como se describié anteriormente.

5.19.1. Sintesis de cDNA.

Para la sintesis del cDNA mediante transcripcion reversa, se colocaron en
tubos individuales 5 pug de RNA total de cada muestra, se les adicionoé 1 ul
(250 ng) de un oligo(dT)1s (Invitrogen) como cebador y agua-DEPC hasta un
volumen final de 12 pl. La mezcla se incubo a 70 °C durante 10 min,
transcurrido este tiempo los tubos se incubaron en hielo por 4 min y se

les adiciono 4 pl del tampon (First Strand Buffer 5X, Invitrogen), 2 ul de
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una solucion de DTT 0.1 M, 1 ul de una mezcla de dNTP 10 mM, la mezcla
se homogeneizo6 y se incubd a 42 °C durante 2 min. Se adicioné 1 ul (20 U)
de la enzima SuperScript II (Invitrogen) y la mezcla se incub6é nuevamente
durante 50 min a 42 °C. Para detener la reaccion, la enzima se inactivo al
incubar la mezcla durante 15 min a 70 °C. Transcurrido este tiempo, la
mezcla se incubo a 4 °C durante 5 min, se centrifugo a 7374 g a 4 °C
durante 30 s. Se adicion6 1 pl (3U) de RNAsa H en cada tubo y se incubo
durante 30 min a 37 °C. Finalmente los cDNA obtenidos se conservaron a

-70 °C hasta su uso.

5.19.2. Amplificacion de los genes INF-y, TNF-a, IL-4, TGF-B e iNOS.

Para el analisis de la expresion de los genes de las citocinas de hamster
INF-y, TNF-a, IL-4, TGF-B, el gen de la enzima iNOS asi como para el gen
constitutivo hprt, se realizaron PCR cuantitativas en tiempo real con el
sistema ABI Prisma 7300, usando placas de reaccion de 96 pozos, en las
cuales se adiciono6 1 pl de cDNA y 24 pl de una mezcla compuesta por 12.5
ul de un master mix para PCR conteniendo SYBR green (Applied
Biosystems, USA), 300 nM de cada juego de cebadores especificos (Tabla 2).
Las condiciones de amplificacion fueron un paso de desnaturalizacién
inicial de 15 min a 95 °C, 40 ciclos con desnaturalizacion a 95 °C durante
15 s, alineamiento a Tm (Tabla 2) durante 20 s y extension a 72 °C durante
35 s, al finalizar los 40 ciclos se adiciond otro paso de disociacion para

obtener las curvas de disociacion. Como control se utilizo cDNA proveniente
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de hamsteres sin inmunizar y sin retar. Todas las muestras se analizaron
por triplicado. La cuantificacion relativa de los niveles de expresion de cada
gen fue determinada en cada muestra usando el método del AACT (Pfaffl,
1991). Los resultados reportados representan niveles de expresion relativos
del gen analizado con respecto a los niveles de expresion en los animales
controles sin inmunizar y sin retar. Los cebadores especificos para gen

amplificado se muestran en la tabla 2.

5.20. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos colectados se realiz6 utilizando los
paquetes estadisticos Statistica (Statsoft, USA) y Prism 4.0 (Graphpad,
USA). Para las comparaciones entre los grupos de tratamientos se aplico un
analisis de varianza de un factor (ANOVA) convinado con la prueba de
Tukey para probar las diferencias entre las medias muestrales. Diferencias
estadisticas con un valor de p< 0.05 se consideraron significativas. La
sobrevivencia fue calculada mediante el método de Kaplan-Meier y la
significancia estadistica fue determinada con la prueba log-rank

(equivalente a la prueba Mantel-Haenzel).
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Tabla 2. Cebadores especificos para la amplificacion de los genes INF-y,

TNF-a, IL-4, TGF-B e iNOS, mediante PCR en tiempo real.

Cebadores Tm Amplicon

(°C) (bp)

hprt sentido: 5'-AGATCCACTCCCATAACTGTAGATTTTAT-3" 56 o1

hprt antisentido: 5-CATCCGCACCATTAATTTTTAAGTC-3"

TNF-o sentido: 5-AACTCCAGCCGGTGCCTAT-3" 56 81

TNF-o antisentido: 5-GTTCAGCAGGCAGAAGAGGATT-3"

INF-y sentido: 5'-GGCCATCCAGAGGAGCATAG-3" 56 68

INF-y antisentido: 5'-CCATGCTGCTGTTGAAGAAGTTAG-3"

IL-4 sentido: 5’-CCACGGAGAAAGACCTCATCTG-3" 56 72

IL-4 antisentido: 5’-GGGTCACCTCATGTTGGAAATAA-3"

TGF-p sentido: 5-GCGGCAGCTGTACATCGA-3" 60 57

TGF-B antisentido: 5-GGCTCGTGAATCCACTTCCA-3"

iNOS sentido: 5’-GCAGAATGTGACCATCATGG-3" 49 198

iNOS antisentido: 5 -TTCTACTACTATCAGGTCGAG-3’
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6. Resultados.

6.1. Analisis de restriccion de los plasmidos pcDNA3, pcDNA-Ehcp112

y pcDNA-Ehadh112.

En la figura 2, se muestran geles de agarosa que ilustran los resultados de
los analisis de restricciéon practicados a los plasmidos purificados para
comprobar su identidad y facilitar su cuantificacion mediante analisis
densitométrico. En el panel A se puede apreciar la generacion de una sola
banda de aproximadamente 5.4 kb al digerir el plasmido pcDNA3 con la
enzima BamH I (Fig 2A, carril 1) o con la enzima EcoR I (Fig 2A, carril 4),
coincidiendo con la talla teorica esperada para este plasmido linealizado. El
plasmido pcDNA-Ehcpl12 al ser restringido con las enzimas BamH I (Fig
2A, carril 2) o EcoR I (Fig 2A, carril 5) produjo una banda de 6.7 kb;
mientras que el plasmido pcDNA-Ehadhl12 tratado con las enzimas Xba I
(Fig 2A, carril 3) y Apa I (Fig 2A, carril 6) arrojo como resultado una banda
de 7.1 kb, coincidiendo con las tall'asﬂesperadas para cada plasmido.

En el panel B de la figura 2 podemos observar nuevamente que el plasmido
pcDNA-Ehcp112 digerido con la enzima BamH I produce una sola banda de
6.7 kb (Fig 2B, carril 2) mientras que la doble restriccion de este plasmido
con las enzimas BamH I y EcoR I produce una banda de aproximadamente

5.4 kb, que coincide con la talla esperada para el vector pcDNA3 linealizado
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Figura 2. Analisis en gel de agarosa al 0.8% de los plaismidos pcDNA3, pcDNA-
Ehcpl112 y pcDNA-Ehadhl12. El DNA plasmidico purificado a partir de las
clonas transformantes de E. coli, fue sometido a un analisis de restriccion para
verificar su identidad. En el panel A se muestra el analisis realizado mediante
disgestion simple. Carriles: 1) plasmido pcDNA3 linealizado con la enzima
BamH 1, 2) plasmido pcDNA-Ehcpl12 linealizado con la enzima BamH 1 3)
plasmido pcDNA-Ehadhl12 linealizado con la enzima Xba I 4) plasmido pcDNA3
linealizado con la enzima EcoR I 5) plasmido pcDNA-Ehcp112 linealizado con la
enzima EcoR 1 6) plasmido pcDNA-Ehadhl12 linealizado con la enzima Apa [ 7)
marcador de tamano molecular DNA A / Hind IIl. En el panel B se muestra el
analisis realizado mediante doble digestion para liberar el inserto correspondiente.
Carriles: 1) marcador de tamano molecular GeneRuler DNA ladder (Fermentas) 2)
plasmido pcDNA-Ehadhl12 linealizado con la enzima Apa I 3) plasmido pcDNA-
Ehadhl12 sometido a doble digestion con las enzimas Xbal y Apa I 4) plasmido
PcDNA-Ehcp112 linealizado con la enzima EcoR I 5) plasmido pcDNA-Ehcpl12

sometido a doble digestion con las enzimas BamH [ y EcoR 1.
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y un fragmento de 1.3 kb que se corresponde a la talla del gen Ehcpl12
(Fig 2B, carril 3). Mientras que la restriccion del plasmido pcDNA-Ehadhl12
con la enzima Apa I produce una banda de la talla esperada para esta
construccion linealizada (7.1 kb) (Fig 2B, carril 4) y la doble digestion de
este plasmido con las enzimas usadas en el clonaje (Xba I/Apa I) produce
dos fragmentos uno de aproximadamente 5.4 kb y otro menor de 1.7 kb
coincidiendo con las tallas esperadas para el vector linealizado y el

fragmento clonado del gen Ehadhl12.

6.2. Expresion y purificacion de las proteinas recombinates EhCP112 y

EhADH243.

Para apoyar los estudios in vitro se expresaron y purificaron los
polipéptidos recombinantes EhCP112 y EhADH243 fusionados a una
etiqueta de 6 histidinas, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente
por Ocadiz y col. (2005) y Martinez-Lopez y col. (2004).

La proteina recombinante EhCP112 fue purificada mediante cromatografia
de afinidad con niquel a partir de bacterias E. coli BL21 (DE3) pLys S
transformadas con el plasmido pTrcHisC-Ehcp112.

En la figura 3A se presenta un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5%
mostrando los extractos de bacterias antes y después de tres horas de
induccion con IPTG, asi como los productos de los pasos de purificacion
mostrandose finalmente la proteina purificada (Fig. 3A carril 5) donde se

aprecian dos bandas proteicas, una mayoritaria de 52 kDa y otra menor de

91



1 2 34 5 6
= \Da
i’

: 60

50

|40

Ll 25

Figura 3. Expresion y purificaciéon mediante cromatografia de afinidad de la
proteina recombinante EhCP112. La expresion de la proteina EhCP112 se
indujo con IPTG 1 mM, las células fueron lisadas y la proteina recombinante se
purifico mediante afinidad a niquel con la resina Ni-NTA. Las muestras proteicas
fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 12.5% (panel A) y trasferidas a
membranas de nitrocelulosa para su posterior deteccion con el anticuerpo
monoclonal anti-histidinas (panel B). Carriles: 1) extractos de E. coli sin inducir
con IPTG, 2) extractos de E. coli después de 3 h de inducciéon con IPTG, 3-4)
lavados de la columna Ni-NTA, 5) proteina EhCP112 eluida de la columna Ni-NTA,
6) marcador de peso molecular BenchMark protein ladder (Invitrogen) (panel A) o

BenchMark prestained protein ladder (Invitrogen) (panel B).
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47 kDa. Para confirmar la identidad de la proteina purificada se realizé un
Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra la
etiqueta de histidinas (Mouse Anti-His (C-term) Monoclonal Antibody,
Invitrogen) (Fig. 3B), que permitio confirmar la presencia de la proteina
recombinante tanto en las bacterias inducidas con IPTG como en las dos
bandas correspondientes a la fraccion purificada (Fig. 3B, carril 5)
correspondiendo la primera al peso esperado para la proteina recombinante
y la segunda posiblemente a un producto del procesamiento de esta
proteasa.

Para la purificacion del polipéptido EhADH243 las bacterias de la cepa E.
coli. BL21 (DE3) pLys S fueron transformadas con el plasmido
pRSETadh729. Las bacterias fueron inducidas con IPTG y el polipéptido
expresado fue purificado usando una columna de afinidad Ni-NTA
(QIAGEN).

En la Fig. 4A se muestra un SDS-PAGE al 12.5% mostrando al polipéptido
recombinante purificado con un peso de aproximadente 31 kDa como se
esperaba y para confirmar su identidad se realizo un Western blot usando
el anticuerpo monoclonal dirigido contra la etiqueta de histidinas
(Invitrogen) (Fig. 4B), confirmandose que efectivamente se purifico el
polipéptido esperado de 31 kDa. Ambos polipéptidos purificados fueron

conservados a -20 °C hasta su uso.
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Figura 4. Expresion y purificacion mediante cromatografia de afinidad de la
proteina recombinante EhADH243. La expresion de la proteina EhADH243 se
indujo con IPTG 1 mM, las células fueron lisadas y la proteina recombinante se
purifico mediante afinidad a niquel con la resina Ni-NTA. Las muestras proteicas
fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 12.5% (panel A) Carriles: 1) extractos de
E. coli sin inducir con IPTG, 2) extractos de E. coli después de 3 h de induccién
con IPTG, 3) proteina EnADH243 eluida de la columna Ni-NTA, 4) marcador de
peso molecular BenchMark protein ladder (Invitrogen). La proteina purificada fue
trasferida a una membranas de nitrocelulosa para su posterior deteccién con el
anticuerpo monoclonal anti-histidinas (panel B) Carriles: 1) marcador de peso
molecular BenchMark prestained protein ladder (Invitrogen), 2) proteina
EhADH243.
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6.3. Expresion in vivo de los genes Ehcpl12 y Ehadhll2
después de la inmunizacion de hamsteres con la mezcla de

plasmidos pcDNA-Ehcp112 y pcDNA-Ehadhl112.

La inmunizacion de hamsteres con una mezcla de plasmidos que codifica
para los polipéptidos EhCP112 y EhADH112 de E. histolytica induce una
proteccion parcial contra la formacion del absceso hepatico (Madriz y Col.,
2004). Sin embargo, para conocer como se expresaban estos polipéptidos
en los diferentes 6rganos de los animales inmunizados, estudiamos el
patron de expresion de los genes Ehcpll2 y Ehadhll12 en grupo de
hamsteres inoculados con la mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehcpl12 y
pcDNA-Ehadhl12 por las vias intramuscular e intradérmica, usando como
control animales inmunizados de igual manera con el vector pcDNA3. Los
hamsteres fueron sacrificados a las 18 h, a los 7 dias y a los 21 dias
después de la inoculacion de la mezcla de plasmidos para evaluar la
expresion de los genes mediante RT-PCR en tiempo real en piel, musculo,
bazo e higado. Los resultados obtenidos mostraron una expresion
diferencial de estos genes en los diferentes tejidos estudiados y en los
animales inoculados por las dos rutas antes descritas (Fig 5). Después de la
administracion de la mezcla de plasmidos por la ruta intradérmica, no se
detecto la presencia del RNAm de los genes Ehcpl112y Ehadhl12 en la piel.
Sin embargo, ambos genes fueron expresados en el bazo y el higado

durante todos los tiempos analizados. La cantidad del RNAm del gen

95



Ehcp112 detectada en el bazo a las 18 h fue considerada como el 100% (Fig
SA) y esta cantidad fue ligeramente superior a la encontrada en higado
(73%) en ese mismo tiempo. Este gen alcanzo su maxima expresion el dia
siete en el bazo(171%) para después disminuir su expresion en este érgano
en el dia 21 aun 25% del valor obtenido a las 18 h (Fig 5A). En el higado,
este gen disminuyo su expresion a un 25% en el dia siete y a un 12.5% en
el dia 21 después de la inoculacion (Fig 5A).

En el bazo, a las 18 h la cantidad del RNAm del gen Ehadhll2 fue
ligeramente mayor (120%) a la cantidad correspondiente para el gen
Ehcp112, pero su cantidad disminuye a 89% en el dia siete y a 31% en el
dia 21 posteriores a la inoculacion (Fig 5B).

En los hamsteres inoculados por la via intramuscular, se pudo detectar
una cantidad similar del transcrito del gen Ehcp112 en el musculo, el bazo
y el higado (132-150%) en todos los tiempos estudiados (Fig 5C), excepto en
el higado a los 21 dias donde el RNAm disminuye a 68% (Fig 5C). En estos
animales intramuscularmente vacunados, la cantidad de RNAm del gen
Ehadhl12 a las 18 h fue superior en el bazo (187%) con respecto a la
cantidad encontrada en el musculo (50%), mientras que en el higado casi
no hubo expresion (3%) (Fig 5D). Sin embargo, en el dia siete después de la
inoculacion, la cantidad de mensajero del gen Ehadhl12 aumenté en el
musculo (119%) y en el higado (110%), pero disminuy6 ligeramente en el
bazo (163%) con respecto a la cantidad detectada a las 18 h (Fig 5D).

Interesantemente, en el dia 21 después de la inoculacion el RNAm del gen
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Ehadh112 fue pobremente detectado en los tres tejidos (0-4%) (Fig 5D). No
se detecto la presencia de RNAm de ninguno de los dos genes en las
muestras obtenidas de los hamsteres inoculados con pcDNA3 por la ruta

intradérmica o intramuscular (Fig 5).

6.4. Expresion in vivo de las proteinas EhCP112 and EhADH112
después de la inmunizacion de hamsteres con la mezcla de plasmidos

PcDNA-Ehcp112 y pcDNA-Ehadhl112.

Para confirmar la expresion de las proteinas EnCP112 y EhADH112 en la
piel, en el musculo, en el bazo y en el higado de los animales inmunizados
con la mezcla de plasmidos por la ruta intruscular o intradérmica
desarrollamos tinciones inmunohistoquimicas empleando anticuerpos
especificos contra cada una de ellas.

En los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica, se pudo
comprobar la expresion de ambas proteinas en algunos linfocitos y en
numerosos macrofagos, asi como en los hepatocitos (Fig 6A, B, C) en los
tres intervalos de tiempo estudiados. A pesar de lo anterior se puede
apreciar una baja expresion de la proteina EhnCP112 en el higado dé los
animales sacrificados 21 dias después de la inoculacion (Fig 6C). En
contraste no se encontro expresion de ninguna de las dos proteinas en el
sitio de inoculacién en ninguno de los tres intervalos de tiempos estudiados
(Fig 6A, B, C).

En los hamsteres vacunados intramuscularmente se aprecia la expresion

de las proteinas EhCP112 y EhADH112 en los macrofagos esplénicos
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Figura 5. Expresion de RNAm de los genes Ehcpll12 y Ehadhll2 en los
hamsteres inmunizados. La expresion del RNAm de los transgenes fue analizada
usando cantidades equivalentes de RNA total aislado a partir de diferentes tejidos
de los hamsteres a las 18h, 7 dias y 21 dias después de la inoculacion
intradérmica (A, B) o intramuscular (C, D) con la mezcla de plasmidos o con
pcDNA3 como control. E1 RNA total (5 pg) aislado de la piel, el musculo, el bazo o
el higado y tratado con DNAsa I, fue sometido a RT-PCR en tiempo real usando

cebadores especificos.
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(Fig 6E, F, G), excepto en el dia 21 donde no se aprecia la expresion de la
proteina EhADH112 (Fig 6G). Se detect6 la expresion de la proteina
EhCP112 en los hepatocitos de los animales estudiados en los tres tiempos
analizados (Fig 6E, F, G), mientras que la proteina EhADH112 no fue
detectada en este 6rgano a las 18 h (Fig 2E). A los 7 dias después de la
inoculacion de la mezcla de plasmidos se pudo apreciar la expresion de la
proteina EhADH112 en los hepatocitos (Fig 6F), pero su expresion
desaparecio al analizar las muestras de higados a los 21 dias posteriores a
la inoculacion de la mezcla plasmidica (Fig 6G). Ambas proteinas fueron
detectadas en el sitio de inoculacion (musculo anterior de la tibia) en los
tres tiempos estudiados, excepto a los 21 dias, donde no se detecto
expresion de la proteina EhADH112 en el musculo de los animales
inoculados con la mezcla plasmidica (Fig 6E, F, G).

Los animales usados como control y que fueron inoculados con el vector
PpcDNA3 por la ruta intradérmica o intramuscular no expresaron ninguna
de las dos proteinas en el bazo, el higado ni tampoco en el sitio de

inoculacion (Fig 6D, H).

6.5. Evaluacion de la respuesta inmune humoral especifica antes del
reto en hamsteres inoculados con la mezcla de plasmidos pcDNA-

Ehcp112y pcDNA-Ehadhl112.

Para determinar si la inoculaciéon con la mezcla de los plasmidos estimulo
la produccion de anticuerpos especificos contra las proteinas amibianas

EhCP112 o EhADH112 desarrollamos ensayos de ELISA utilizando los
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Fig. 6. Expresion in vivo de las proteinas EhCP112 y EhADH112 en los
tejidos de los hamsteres inmunizados con la mezcla de plismidos pcDNA-
Ehcpl112 y pcDNA-Ehadhl12. La expresion de las proteinas fue analizada
mediante inmunohistoquimica usando anticuerpos policlonales especificos en los
tejidos de los hamsteres inmunizados intradérmicamente (A-D) o
intramuscularmente (E-H). Se muestran fotos representativas del patréon de
expresion de las proteinas a las 18 h (A, E), 7 dias (B, F) y 21 dias (C, G)
posteriores a la inoculacion del DNA. También se muestran fotos representativas
de tejidos procedentes de los hamsteres controles inoculados con el plasmido
pcDNA3 (D, H). Aumento 40x.
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sueros colectados al dia 40 después de la primera inmunizacion. Las placas
de ELISA fueron recubiertas con las proteinas recombinantes EhCP112 o
EhADH243 o con trofozoitos amibianos inactivados con calor. El resultado
obtenido para el suero preinmune (suero del dia 0) fue sustraido del
valor resultante obtenido en cada animal inmunizado. Los resultados
finales obtenidos para cada ruta de inoculacion se muestran en la figura 7.
Los hamsteres vacunados por la ruta intradérmica produjeron muy bajos
niveles de anticuerpos IgG epecificos en el dia 40 (después de haber
recibido dos inmunizaciones con la mezcla de los plasmidos pcDNA-
Ehcp112y pcDNA-Ehadhl12) (Fig 7A). Un patron similar de anticuerpos fue
observado en los hamsteres vacunados por la ruta intramuscular
mostrando bajos niveles de anticuerpos IgG especificos al dia 40, pero en
estos animales, se aprecia un ligero incremento en los niveles de
anticuerpos determinados al recubrir las placas de ELISA con la proteina
recombinante EhADH243, aunque no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los sueros de los animales inmunizados con la mezcla
de los plasmidos y los animales controles inmunizados con el vector
pcDNA3 (Fig 7B). Estos resultados pudieran ser consecuencia de una baja
estimulacion de células T auxiliadoras, por esta razon decidimos evaluar la

respuesta inmune celular en estos animales.

101



A ) B
Intradérmica Intramuscular
0.254 1 pcDNA3 0.25- [ pcDNA3
M Ehcp112/Ehadh112 MR Ehcp112Ehadh112
0.2+ 0.2+

g 0.15+ g 0.15+
g 3
O 0.1 O 014
a a

0.05+ 0.05

N B = . : Tae
EhCP112 EhADH243 Trofozoitos EhCP112 EhADH243 Trofozoitos
Dia 40 Dia 40

Figura 7. Respuesta inmune humoral de los animales inmunizados con la
mezcla de plasmidos. Los hamsteres fueron inmunizados por la ruta
intradérmica (A) ‘.o intramuscular (B) con el vector pcDNA3 o con una mezcla de
plasmidos que codifican las proteinas EhCP112 y EhADH112. Cuarenta dias
después se determinaron los niveles de anticuerpos IgG especificos contra las
proteinas recombinantes EhCP112 y EhADH243 o contra trofozoitos amibianos
inactivados con calor, presentes en los sueros diluidos 1:500, usando la técnica de
ELISA. Las barras representan el promedio de las densidades opticas de cada
grupo de hamster (n=8) a 490 nm, con sus respectivas desviaciones estandar para
los sueros analizados. En todos los casos los valores fueron normalizados con

respecto al valor del suero pre-inmune (dia 0).
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6.6. Respuesta inmune celular inducida en los hamsteres inmunizados

con la mezcla de plasmidos pcDNA-Ehcp112 y pcDNA-Ehadhl12.

En este trabajo evaluamos la respuesta inmune celular inducida en los
animales que recibieron dos inoculaciones, por la via intradérmica o
intramuscular, con la mezcla de plasmidos codificando los antigenos
amibianos EnCP112 y EhADH112 o con el vector pcDNA3 como control.

En el dia 40, los animales inoculados con la mezcla de plasmidos por la
ruta intradérmica mostraron un incremento de sus niveles de proliferacion
celular con respecto al grupo control al estimular in vitro sus esplenocitos
con trofozoitos amibianos inactivados con calor o con las proteinas
recombinantes EhCP112 y EhADH243 (Fig 8A). Los analisis estadisticos
mostraron, que las diferencias observadas en los niveles de proliferacion de
los esplenocitos de los hamsteres inmunizados con la mezcla de los
plasmidos con respecto a los controles inmunizados con el vector pcDNA3
fueron estadisticamente significativas cuando se estimularon in vitro con
las proteinas recombinantes EhCP112 (p< 0.05) y EhADH243 (p< 0.05) o
con trofozoitos inactivados con calor (p< 0.01). Los esplenocitos de los
animales inmunizados con pcDNA3 no mostraron diferencias en los nivles
de proliferacion celular frente a los diferentes estimulos usados (Fig 8A).

Por el contrario, los esplenocitos de los animales inmunizados por la ruta
intramuscular con la mezcla plasmidica, presentaron bajos niveles de
proliferacion celular independientemente del estimulo utilizado y no se

detectaron diferencias entre las células provenientes de los animales
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Figura 8. Respuesta linfoproliferativa a partir de células esplénicas totales de
hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehcpl12 y
pcDNA-adh112. Los hamsteres fueron inoculados dos veces con un intervalos de
20 dias usando una mezcla que contenia 100 pg de cada plasmido y 20 dias
después de la ultima inoculacion un grupo de estos animales fueron sacrificados
(dia 40 del experimento) y los esplenocitos de cada uno de ellos fueron
estimulados in vitro con las proteinas recombinantes EnCP112, EhADH243 o con
trofozoitos amibianos inactivados con calor. El grado de proliferacion celular frente
a cada estimulo fue medido con el kit colorimétrico CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA). Las barras representan el valor
promedio de los indices de estimulacion de las células provenientes de los
hamsteres de un mismo grupo (n=8) frente a un estimulo en particular con
respecto a las mismas células no estimuladas y las lineas sus respectivas
desviaciones estandares. Grupos de hamsteres (n=8) inmunizados con 200 ng del

vector pcDNA3 se usaron como control.
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inoculados con la mezcla plasmidica y las provenientes de los animales

controles (Fig 8B).

6.7. Evaluacion del patron de citocinas en el bazo y el higado de los

hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica o intramuscular.

El patron de citocinas asociado con la respuesta inmune celular inducida
en los hamsteres inoculados por la ruta intradérmica o intramuscular fue
evaluado en el dia 40 usando RT-PCR en tiempo real.

En las células esplénicas de los hamsteres vacunados intradermicamente
vacunados con la mezcla de los plasmidos, se detectaron incrementos de
las citocinas proinfalamatorias INF-y y TNF-a en el orden de 9 a 10 veces
respectivamente con respecto a los animales no inmunizados, pero sin
mostrar diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
células de los hamsteres vacunados con el vector pcDNA3 (Fig 9A). La
citocina de tipo Th2 IL-4 mostro un incremento de 7 veces con respecto a
los animales no inoculados y mas de dos veces con respecto los animales
que fueron inoculados con el vector pcDNA3 (Fig 9A), mientras que la
citocina TGF-p manifesto un incremento mas discreto de 2 veces en el bazo
de los hamteres inmunizados con la mezcla con respecto a los controles no
inmunizados (Fig 9A). El analisis estadistico arrojé que no hay diferencias
significativas para ninguna de las citocinas estudiadas entre el grupo
inmunizado con la mezcla de plasmidos y los vacunados con el vector

pcDNA3 (p> 0.05) (Fig 9A). En el bazo de los animales inoculados con la
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Fig. 9. Niveles de expresion de RNAm de las citocinas en el bazo y en el
higado de los hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos pcDNA-
Ehcpl12y pcDNA-adhl12. El RNA total fue extraido a partir de bazos e higados
de hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos o con pcDNA3 como
control y sacrificados en el dia 40. Los niveles de expresion de las citocinas INF-y,
TNF-a, IL-4 y TGF-P fueron cuantificadas a partir de 5 ug de RNA total mediante
RT-PCR en tiempo real. Los resultados expresan la diferencia entre los valores de
ACT de la muestra analizada y el comparador (hamsteres no inmunizados). Cada
barra representa la media de los valores de cada grupo (n= 8) con sus respectivas
desviaciones estandares. Se muestran los niveles de expresion del RNAm de las
citocinas en el bazo e higado de los hamsteres inmunizados intradérmicamente (A

y B) o intramuscularmente (C y D).
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mezcla plasmidica por la ruta intramuscular se observo un pequefio
incremento de las citocinas estudiadas que no supera las 3 veces con
respecto a los niveles de presente en los animales no inmunizados y
tampoco se encontro diferencias significativas con los niveles presentes en
el bazo de los animales inoculados con el vector pcDNA3 (Fig 9C).

Cuando se analizo los niveles de expresion de estas citocinas en el higado
de los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica, se pudo apreciar
que los niveles de expresion fueron menores que los encontrados en el bazo
(Fig 9A, B) y aunque se manifiesta un incremento en la expresion de TNF-o.
con respecto a las otras citocinas, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresion de ninguna de
ellas entre el grupo que recibio la combinacion de los plasmidos y el que
recibio el plasmido pcDNA3 (Fig 9B). En el higado de los animales
inoculados intramuscularmente se detectaron niveles de expresion muy
bajos para las cuatro citocinas estudiadas que estuvieron por debajo de dos

veces con respecto a los niveles presentes en los animales sin inmunizar

(Fig 9D).

6.8. Dano hepatico producido por los trofozoitos virulentos de E.
histolytica en los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica o
intramuscular.

Para probar la capacidad de la inoculacion de la mezcla de los plasmidos

pPcDNA-Ehcp112/ pcDNA-Ehadhl112 para proteger a los hamsteres contra la

formacion de AHA y el efecto de la ruta de inoculacion en la proteccion
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hepatica, los hamsteres fueron retados mediante la inoculaciéon intraportal
de 250 000 trofozoitos virulentos de la cepa HM1:IMSS y siete dias después
del reto los animales fueron sacrificados y analizamos el porcentaje de
higado danado en cada animal.

Los resultados obtenidos mostraron una diferencia estadisticamente
significativa entre los animales inmunizados con pcDNA3 y los inmunizados
con la mezcla de plasmidos por la ruta intradérmica (p= 0.0012) (Fig 10A).
Tres de los ocho hamsteres analizados no presentaron dano hepatico,
mientras que los restantes cinco animales presentaron areas con abscesos
pequenos y bien localizados como se ilustra en la figura 10B. Todos los
hamsteres inmunizados con el plasmido pcDNA3 mostraron extensas areas
de absceso hepatico (Fig 10B).

Por el contrario en los hamsteres inmunizados por la ruta intramuscular no
se detectaron diferencias significativas entre los niveles de dafio hepatico
en el grupo inmunizado con el vector pcDNA3 y los animales inmunizados
con la mezcla de plasmidos (Fig 10C). Todos los animales inoculados por
esta ruta mostraron abscesos hepaticos extensos y muy similares en los
dos grupos analizados (Fig 10D).

Los hamsteres vacunados con la mezcla de plasmidos por la ruta
intradérmica también desarrollaron menores abscesos que los vacunados
con el mismo inmunogeno por la ruta intramuscular [p=0.003), mientras

que los animales controles vacunados con el vector pcDNA3 no mostraron
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Figura 10. Dafio hepatico en los hamsteres siete dias después del reto con
trofozoitos amibianos virulentos. Se evaluo el dafio hepatico calculando el
porciento de higado danado con respecto al peso total del 6rgano. Los datos
representan el dano hepatico promedio por grupo (n=8) de los animales
inmunizados por la ruta intradérmica (A) o intramuscular (B) con sus respectivas
desviaciones estandar. Los asteriscos indican una disminuciéon estadisticamente
significativa en el dano hepatico con respecto al grupo control inoculado con
pcDNA3 (p< 0.001). En la parte inferior se presentan fotografias que ilustran los
higados de los hamsteres vacunados con el vector pcDNA3 o con la mezcla de los
plasmidos pcDNA-Ehcpl12/pcDNA-Ehadhl12 por la ruta intradérmica (C) o la
ruta intramuscular (D) a los siete dias después del reto intraportal con trofozoitos

virulentos.
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diferencias significativas independientemente de la ruta de inoculacion

utilizada.

6.9. Sobrevivencia de los animales inoculados por la ruta intradérmica
o intramuscular con la vacuna pcDNA-Ehcpadh después de un reto con

trofozoitos amibianos virulentos.

La proteccion generada por la mezcla de plasmidos frente a la formacion de
abscesos hepaticos amibianos, fue también estudiada evaluando la
sobrevida de los animales vacunados después de un reto intraportal con
trofozoitos virulentos de la cepa HMI:IMSS. Los resultados obtenidos
mostraron que los hamstres vacunados por la ruta intradérmica con la
mezcla de plasmidos tuvieron un incremento estadisticamente significativo
en su sobrevivencia con respecto a los animales controles vacunados con
pcDNA3 o sin inmunizar (p<0.0001) (Fig 11A). A los 60 dias después del
reto, tiempo en que se finalizo el experimento, el 60% de los animales
inmunizados con la mezcla de plasmidos por la ruta intradérmica
permanecieron vivos.

En los hamteres inmunizados por la futa intramuscular también se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la sobrevivencia
de los animales vacunados con la mezcla de plasmidos y los controles
vacunados con pcDNAS3 o sin vacunar (p< 0.0001), pero solamente el 30%
de los animales vacunados con la mezcla de plasmidos sobrevivieron al

final del experimento (Fig 11B).
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Figura 11. Sobrevida de los hamsteres después del reto con trofozoitos
amibianos virulentos. Cada grupo de hamsteres (n=10) fue inmunizado en el dia
O y 20 con una mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehcpl12 y pcDNA-Ehadh112
(100/100 ng) o con 200 nug del vector pcDNA3 como control, por la via intradérmica
(A) o por la via intramuscular (B). Se incluyo también como control un grupo de
animales sin inmunizar (n=10). Transcurridos 20 dias después de la segunda
inmunizacion, los hamsteres fueron retados mediante la inoculacion de 250 000
trofozoitos de la cepa HMI1:IMSS por via intraportal. Después del reto la
sobrevivencia de los animales fue monitoreada diariamente durante 60 dias y

graficada segun el método de Kaplan-Meier.
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También se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
las curvas de sobrevida de los animales sin inmunizar y los inmunizados
con pcDNA3 por la ruta intradérmica (p=0.02) (Fig 11A) e intramuscular
(p= 0.0047) (Fig 11B), lo que sugiere que el vector induce cierta resistencia
frente al reto intraportal con trofozoitos virulentos, aunque esta no es
suficiente para generar una proteccion, ya que el reto intraportal le produce
la muerte a todos los animales vacunados con pcDNA3 en 30 dias.

Interesantemente, todos los animales inoculados por la ruta intramuscular
o intradérmica que sobrevivieron al final del experimento, presentaron sus

higados totalmente sanos.

6.10. Respuesta inmune humoral después del reto con trofozoitos
virulentos en los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica o

intramuscular.

Para evaluar el efecto de la inoculacion de trofozoitos amibianos virulentos
sobre la respuesta inmune humoral de los animales intradérmicamente o
intramuscularmente vacunados, se colectaron muestras de suero en el dia
7 después del reto intraportal (dia 47, justo antes del sacriﬁcio'de los
hamsteres) y cuantificamos los niveles de anticuerpos IgG especificos
mediante la técnica de ELISA.

Los resultados obtenidos con los sueros de los hamsteres inoculados
intradérmicamente, mostraron que aunque en el dila 47 los niveles de
anticuerpos especificos contra las proteinas recombinantes continuan

siendo bajos, se aprecia un ligero incremento de 4.1 veces para las IgG
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anti-EhCP112 y de 4.5 veces para las IgG anti-EhADH243 con respecto a
los niveles de anticuerpos detectados en el dia 40 (antes del reto). Sin
embargo, estos mismos sueros del dia 47 mostraron una fuerte reactividad
frente a los trofoizoitos amibianos inactivados con calor, manifestando un
incremento de 13 veces con respecto a los niveles detectados en el dia 40
frente a este mismo antigeno. A pesar de esto, no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas, en los niveles de anticuerpos presentes en
los hamsteres inoculados con la mezcla de plasmidos y los controles que
recibieron el vector pcDNA3 frente a ninguno de los tres antigenos usados
en los ensayos de ELISA (Fig 12A).

El suero de los animales inoculados intramuscularmente, mostraron un
incremento menor en el dia 47, para las IgG anti-EhCP112 (2.2 veces),
mientras que las IgG anti-EhADH243 permanecieron en niveles similares a
los detectados en el dia 40. Frente a los trofoizoitos amibianos los sueros
mostraron un incremento de 10.6 veces si lo comparamos con los niveles
de anticuerpos en el dia 40. Sin embargo, los niveles de anticuerpos en los
animales inoculados con pcDNA3 fueron similares a los obtenidos con la
mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehcpl112 y pcDNA-Ehadhl12, frente a los

tres antigenos usados (Fig 12B).

113



Intradérmico Intramuscular
0.8+ [ pcDNA3 0.8+ 3 pcDNA3
0.7+ M Ehcp112/Ehadh112 0.7 M Ehcp112/Ehadh112
0.6+ 0.6
E 0.5+ E 0.5+
< <2
3 0.4 4 a_; 0.4+
e} ] o} 5
a 0.3 P 03
0.2 0.2
0 0
EhRCP112 EhADH243 Trofozoitos EhCP112 EhADH243  Trofozoitos
Dia 47 Dia 47

Figura 12. Respuesta inmune humoral de los animales inmunizados con la
mezcla de plasmidos y retados con trofozoitos virulentos. Los hamsteres
fueron inmunizados por la ruta intradérmica (A) o intramuscular (B) con el vector
PcDNA3 o con una mezcla de plasmidos que codifican las proteinas EhCP112 y
EhADH112 administrando dos dosis cada 20 dias y 20 dias después de la segunda
dosis fueron retados intraportalmente con trofozoitos virulentos. Siete dias después
del reto, se determinaron los niveles de anticuerpos IgG especificos contra las
proteinas recombinantes EhCP112 y EhADH243 o contra trofozoitos amibianos
inactivados con calor, presentes en los sueros diluidos 1:500, usando la técnica de
ELISA. Las barras representan el promedio de las densidades opticas de cada
grupo de hamster (n=8) a 490 nm, con sus respectivas desviaciones estandar para
los sueros analizados en el dia 47 (siete dias después del reto). En todos los casos

los valores fueron normalizados con respecto al valor del suero pre-inmune (dia 0).
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6.11. Respuesta inmune celular después del reto con trofozoitos
virulentos en los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica o

intramuscular.

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune celular después del reto en
los hamsteres vacunados y retados, los animales fueron sacrificados el dia
47 (siete dias después del reto intraportal) y las células esplénicas de cada
animal fueron estimuladas in vitro con las proteinas recombinantes
EhCP112 y EhADH243 o con trofozoitos amibianos previamente
inactivados con calor.

Los resultados mostraron que en el dia 47, los hamsteres inoculados
intradérmicamente con la mezcla de plasmidos, mostraron un incremento
significativo en sus niveles de proliferacion celular (Fig 13A), los cuales
fueron incluso entre 2 y 4 veces superior a los detectados frente a los
mismos estimulos en el dia 40 (antes del reto intraportal) (Fig 8A).
Sorprendentemente, el indice de estimulacion de las células esplénicas
provenientes de los animales inmunizados con la mezcla de plasmidos fue
mayor cuando se uso6 como estimulo la proteina recombinante EhADH243
que cuando usamos la proteina recombinate EhCP112 (p< 0.001), y el
obtenido con esta ultima proteina recombinante también fue
significativamente mayor que el obtenido al estimular in vitro con
trofozoitos amibianos (p= 0.027) (Fig 13A). Con los tres estimulos usados se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de

proliferacion celular de los linfocitos provenientes de los animales
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inmunizados con la mezcla de plasmidos y los que se inocularon con el
vector pcDNA3 (Fig 13A). Los animales inoculados intradérmicamente con
el vector pcDNA3 mostraron bajos niveles de proliferacion celular, y no
mostraron diferencias en los indices de estimulacion frente a los diferentes
estimulos usados (Fig 13A).

Por el contrario, las células esplénicas de los hamsteres inmunizados
intramuscularmente, presentaron niveles muy bajsos de linfoproliferacion
celular, aunque la estimulacion in vitro con los trofozoitos produce un
ligero incremento de la proliferacion celular (Fig 13 B). Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los indices de
estimulacion de las células esplénicas provenientes de los animales
inoculados con la mezcla plasmidica y las proveneientes de los animales

controles inoculados con el vector pcDNAS3.

6.12. Evaluacion del patron de citocinas en el bazo y el higado de los
hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica o intramuscular

después del reto.

También analizamos el perfil de expresion del RNAm de diferentes citocinas
en el bazo y en el higado proveniente de los hamsteres que recibieron dos
inoculaciones de DNA y posteriormente fueron retados intraportalmente
con trofozitos amibianos virulentos, usando la técnica de PCR en tiempo

real.
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Figura 13. Respuesta linfoproliferativa después del reto, a partir de células
esplénicas totales de hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos
pPcDNA-Ehcpl112 y pcDNA-adh112. Los hamsteres fueron inoculados dos veces
con un intervalos de 20 dias usando una mezcla que contenia 100 pg de cada
plasmido y 20 dias después de la ultima inoculacion un grupo de estos animales
fue retado por via intraportal con trofozoitos amibianos virulentos. Grupos de
animales fueron sacrificados en el dia 47 del experimento y los esplenocitos de
cada uno de ellos fueron estimulados in vitro con las proteinas recombinantes
EhCP112, EhADH243 o con trofozoitos amibianos inactivados con calor. El grado
de proliferacion celular frente a cada estimulo fue medido con el kit colorimétrico
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA). Las
barras representan el valor promedio de los indices de estimulacion de las células
provenientes de los hamsteres de un mismo grupo (n=8) frente a un estimulo en
particular con respecto a las mismas células no estimuladas y las lineas sus
respectivas desviaciones estandares. Grupos de hamsteres (n=8) inmunizados con
200 ng del vector pcDNA3 se usaron como control. Los asteriscos representan la
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo inmunizado con

pcDNA3 (p<0.05).
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Siete dias después del reto intraportal con trofozoitos amibianos virulentos
(dia 47), las cé€lulas esplénicas provenientes de los hamsteres inoculados
intradérmicamente con la combinacion de los plasmidos, presentaron un
incremento de 70 veces en la expresion de RNAm de la citosina TNF-a, en
comaparacion a los niveles detectados en los animales controles sin
inmunizar. Sin embargo, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas con los niveles presentes en las células esplénicas de los
animales inoculados con pcDNA3 (Fig 14A). En estas mismas muestras, las
otras citocinas estudiadas (INF-y, IL-4 y TGF-B) mostraron bajos niveles de
expresion, sin haber diferencias entre los niveles de expresion en los bazos
provenientes de los animales inoculados con la mezcla plasmidica y los
proveneientes de los animales controles inoculados con pcDNA3 (Fig 14A).

De manera interesante, en las células hepaticas de estos animales
inoculados intradérmicamente con la mezcla de los plasmidos, se
detectaron incrementos significativos de las citocinas proinflamatorias INF-y
(25 veces) y TNF-o (17 veces) en comparacion con los niveles en los
animales controles sin inocular (Fig 14B). Estos incrementos también
fueron estadisticamente superiores a los observados en las células
hepaticas provenientes de los animales inoculados con pcDNA3 con valores
de p= 0.0004 and p= 0.04 para las citocinas INF-y y TNF-a
respectivamente (Fig 14B). Las citocinas IL-4 y TGF-B, mostraron niveles de
expresion muy bajos y no se detectaron diferencias entre los niveles

presentes en las células hepaticas del grupo inoculado con la mezcla de
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plasmidos y las del grupo inoculado con pcDNA3 (Fig 14B). Este resultado
nos indica que, después de la vacunacion y reto con trofozoitos amibianos
virulentos, los hamsteres inoculados intradérmicamente con la mezcla de
los plasmados desarrollaron una fuerte respuesta inmune celular de tipo
Th1 en el higado.

Por el contrario a los resultados anteriormente mostrados y en
concordancia con los resultados obtenidos de los ensayos de
linfoproliferacion celular, los hamsteres inoculados dos veces con DNA por
la ruta intramuscular y que posteriormente fueron retados, presentaron
muy bajos niveles de expresion de las citocinas INF-y, TNF-a, IL-4 y TGF-B

anto en bazo como en el higado en el dia 47 (Fig 14C, D).

6.13. Evaluacion de los niveles de iNOS después del reto, en el bazo y
el higado de los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica o

intramuscular.

Con anterioridad varios trabajos han resaltado el papel que tiene el 6xido
nitrico producido por los macrofagos activados en la destruccion del
parasito Entamoeba histolytica (Lin y Chadee, 1992; Lin y col., 1994;
Jarillo-Luna y col., 2002; Ramirez-Emiliano y col., 2005). En este complejo
proceso se requiere la presencia de INF-y, TNF-o. y un antigeno amibiano
para que se activen los macrofagos y en estos se eleven los niveles de la
enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iINOS) la cual es la encargada de

producir oxido nitrico (NO) a partir de la L-arginina. Es por ello que en este
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Fig. 14. Niveles de expresion de RNAm de las citocinas en el bazo y en el
higado de los hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos pcDNA-
Ehcpl12 y pcDNA-adhll2 y retados intraportalmente con trofozoitos
amibianos virulentos. El RNA total fue extraido a partir de bazos e higados de
hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos o con pcDNA3 como
control y sacrificados en el dia 47. Los niveles de expresion de las citocinas INF-y,
TNF-a, IL-4 y TGF-p fueron cuantificadas a partir de S ug de RNA total mediante
RT-PCR en tiempo real. Los resultados expresan la diferencia entre los valores de
ACT de la muestra analizada y el comparador (hamsteres no inmunizados). Cada
barra representa la media de los valores de cada grupo (n= 8) con sus respectivas
desviaciones estandares. Se muestran los niveles de expresion del RNAm de las
citocinas en el bazo e higado de los hamsteres inmunizados intradérmicamente (A
y B) o intramuscularmente (C y D). Los asteriscos representan la diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo inmunizado con pcDNA3

(p<0.05).
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trabajo decidimos evaluar los niveles RNAm de la enzima iNOS en el bazo
y en el higado de los animales inmunizados y retados con trofozoitos
virulentos de E. histolytica usando RT-PCR en tiempo real.

En los bazos e higados de los animales inmunizados con la mezcla de los
plasmidos por la ruta intradérmica se detectaron altos niveles de RNAm de
la enzima iNOS (Fig 15A), aunque el analisis estadistico no revelo
diferencias con respecto al grupo inmunizado con el vector pcDNA3.

Por el contrario en los animales inmunizados por la ruta intramuscular, se
detectaron muy bajos niveles de expresion del RNAm de la enzima iNOS en
bazo e higado (Fig 15 B).

Teniendo en consideracion estos resultados analizamos los niveles de
citocinas e iNOS en higados representativos de los animales inmunizados
por ambas rutas con pcDNA3 y animales inmunizados con la mezcla de los
plasmidos, pero en estos ultimos analizamos higados con alto nivel de dano
e higados con mayor resitencia a la invasion amibiana (poco dano).

En los higados de los animales inmunizados con el vector pcDNA3 por la
ruta intradérmica se observé un gran numero de abscesos hepaticos
distribuidos por todo el l6bulo izquierdo (Fig 16A) y se detectaron muy
bajos niveles de expresion de las citocinas INF-y, TNF-a, 1L-4 y TGF-p asi
como de la enzima iNOS (Fig 16D). Sin embargo, al analizar los higados de
los animales inmunizados con la mezcla de los plasmidos se observo una
gran reduccion en el numero de abscesos en algunos de ellos (Fig 16B) y un

ligero incremento en los niveles de expresion de las citocinas INF-y y TNF-a,
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Fig 15. Niveles de expresion de RNAm de la enzima iNOS en el bazo y en el
higado de los hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos pcDNA-
Ehcpl12 y pcDNA-adhll2 y retados intraportalmente con trofozoitos
amibianos virulentos. El RNA total fue extraido a partir de bazos e higados de
hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos o con pcDNA3 como
control y sacrificados en el dia 47. Los niveles de expresion de la enzima iNOS
fueron cuantificados a partir de 5 pg de RNA total mediante RT-PCR en tiempo
real. Los resultados expresan la diferencia entre los valores de ACT de la muestra
analizada y el comparador (hamsteres no inmunizados). Cada barra representa la
media de los valores de cada grupo (n= 8) con sus respectivas desviaciones
estandares. Se muestran los niveles de expresion del RNAm de las citocinas en el
bazo e higado de los hamsteres inmunizados intradérmicamente (A) o

intramuscularmente (B).

122



asi como de la enzima iNOS, mientras que la citocinas IL-4 y TGF-§
continuan teniendo muy bajos niveles de expresion (Fig 16D). Otros
hamsteres de este mismo grupo mostraron higados totalmente sanos (Fig
16 C) y un incremento mayor en los niveles de las citocinas INF-y y TNF-a,
pero sorprendentemen los niveles de expresion de la enzima iNOS se eleva
considerablemente en ocho veces con respecto a los niveles observados en
los animales inoculados con pcDNA3, mientras que la expresion de las
citocinas IL-4 y TGF-B son muy bajos (Fig 16D).

Un comportamiento similar observamos en los higados de los hamsteres
inoculados por la ruta intramuscular. Los higados de los animales
inoculados con pcDNA3 mostraron un elevado nivel de dano hepatico (Fig
17A) y en estos higados se detectaron muy bajos niveles de expresion de las
citocinas INF-y, TNF-a, IL-4 y TGF-p asi como de la enzima iNOS (Fig 17D).
Un comportamiento muy parecido se observo en los higados de los
hamsteres inoculados con la mezcla de los plasmidos pero que tenian dano
hepatico muy similar a los observados a los animales controles inoculados
con pcDNA3 (Fig 17B). Sin embargo, los animales inmunizados con la
mezcla de los plasmidos por la ruta intramuscular, pero que mostraron
una gran reduccion del dano hepatico frente al reto con trofozoitos
amibianos virulentos (Fig 17C), expresaron mayores niveles de las citocinas
INF-y y TNF-a comparado con los anteriormente analizados y un

incremento significativo en los niveles de expresion del RNAm de la enzima

iNOS (Fig 17D).
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Fig 16. Niveles de expresion de RNAm de las citocinas y de la enzima iNOS
en higados de hamsteres inmunizados intradérmicamente y retados
intraportalmente con trofozoitos amibianos virulentos. El RNA total fue
extraido a partir de higados de hamsteres inmunizados con la mezcla de los
plasmidos o con pcDNA3 como control y sacrificados en el dia 47. Los niveles de
expresion de las citocinas y de la enzima iNOS fueron cuantificados a partir de 5
ug de RNA total mediante RT-PCR en tiempo real. Los resultados expresan la
diferencia entre los valores de ACT de la muestra analizada y el comparador
(hamsteres sin inmunizar y sin retar). Cada barra representa la media de los
valores de cada grupo (n= 8) con sus respectivas desviaciones estandares.
También se muestran fotos representativas de higados provenientes de hamsteres
inoculados con pcDNA3 (A) o con la mezcla de plasmidos (B y C) a partir de los

cuales se extrajo el RNA.
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Fig 17. Niveles de expresion de RNAm de las citocinas y de la enzima iNOS
en higados de hamsteres inmunizados intramuscularmente y retados
intraportalmente con trofozoitos amibianos virulentos. El RNA total fue
extraido a partir de higados de hamsteres inmunizados con la mezcla de los
plasmidos o con pcDNA3 como control y sacrificados en el dia 47. Los niveles de
expresion de las citocinas y de la enzima iNOS fueron cuantificados a partir de 5
ug de RNA total mediante RT-PCR en tiempo real. Los resultados expresan la
diferencia entre los valores de ACT de la muestra analizada y el comparador
(hamsteres no inmunizados). Cada barra representa la media de los valores de
cada grupo (n= 8) con sus respectivas desviaciones estandares. También se
muestran fotos representativas de higados provenientes de hamsteres inoculados
con pcDNA3 (A) o con la mezcla de plasmidos (B y C) a partir de los cuales se
extrajo el RNA.
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7. Discusion

La vacunacion con DNA plasmidico que codifique un antigeno determinado
es una novedosa y prometedora tecnologia en el desarrollo e investigacion
de nuevas vacunas. Los estudios realizados han mostrado que después de
la administracion del DNA, los antigenos codificados por el mismo son
producidos de forma natural, procesados por las células presentadoras de
antigenos y presentados conjuntamente con las moléculas de
histocompatibilidad de clase I y de clase II, induciendo de esta manera una
respuesta inmune de amplio rango, dentro de la cual se incluyen la
respuesta inmune celular (Robinson y col., 1997; Ivory y Chadee, 2004), ya
que se activan tanto las células T CD4+ auxiliadoras (Th1) como las células
T CD8+ citotoxicas (CTL) (Ulmer y col., 1993; Donnelly y col., 1997; Nagata
y col., 2004) y en algunos casos estas vacunas también pueden inducir una
buena respuesta humoral (La Cava y col., 2000; Dupuis y col., 2000). La
vacunacion con DNA se ha evaluado en el desarrollo de vacunas
antiparasitarias con muy buenos resultados y perspectivas (Chattergoon y
col., 1998; Donnelly y col., 1997; Rothel y col., 199;/'; Zhang y col., 2001;
Dumonteil y col., 2003). Con anterioridad hemos reportado que hamsteres
inoculados con la mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehcpl12 y pcDNA-
Ehadh112 produjeron una respuesta inmune humoral y celular especifica,
asi como redujeron significativamente el dano hepatico producido por

trofozoitos amibianos virulentos (Madriz y col., 2004).
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7.1. Expresion de las proteinas EhCP112 y EhADH112 y sus
respectivos RNAm en diferentes organos después de la inoculacion
intradérmica o intramuscular de la mezcla de plasmidos pcDNA-

Ehcpl112y pcDNA-Ehadhl12.

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo inmunolégico que media la
respuesta inmune protectora inducida por estos antigenos amibianos, en
este trabajo estudiamos el patron de expresion de las proteinas ERCP112 y
EhADH112, asi como de sus RNAm en diferentes organos obtenidos de
hamsteres inoculados intradérmicamente o intramuscularmente con la
mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehepl12 'y  pcDNA-Ehadhl12. Ambos
genes fueron expresados en los animales intradermicamente o
intramuscularmente inmunizados. Sin embargo, se encontré que el RNAm
del gen Ehcpl12 se expreso mejor en los animales inmunizados por la ruta
intramuscular en comparacion con aquellos que fueron inmunizados por
la ruta intradérmica. Por el contrario la expresion de RNAm del gen
Ehadh112 tuvo una expresion mas estable en los animales inmunizados
por la ruta intradérmica. Con respecto a los sitios de inoculacion, los
transcritos no fueron detectados en la piel, pero se expresaron
abundantemente en el musculo. A pesar de este resultado, descartamos la
posibilidad de una rapida degradacion de los plasmidos en la piel porque
detectamos la expresion de los RNAm y las proteinas correspondientes en
los bazos e higados de los hamsteres inoculados con la mezcla plasmidica,

sugiriendo que los plasmidos fueron transportados de la piel a estos
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organos. Es muy posible que la movilizaciéon de los plasmidos a 6rganos
distantes del sitio de inoculacion como el bazo y el higado se produjera mas
rapido en los animales inoculados intradérmicamente que en los
inoculados intramuscularmente. Con anterioridad se ha reportado una
prolongada expresion de antigenos en el musculo de los animales
inmunizados utilizando este mismo vector (pcDNA3) (Coelho-Castelo y col.,
2006) o vectores diferentes (Wolff y col., 1992). La expresion prolongada en
este organo se ha asociado con las caracteristicas estructurales del mismo,
como la de poseer células multinucleadas (Wolff y col., 1992). Es posible
que las diferencias estructurales entre el musculo y la piel sean las
responsables de que en nuestro trabajo encontraramos diferencias en la
expresion de los RNAm y de las proteinas EnCP112 y EhADH112 en estos
dos sitios de inoculacion.

Aunque en nuestro estudio no evaluamos la expresion en el timo, se ha
reportado que una prolongada expresion de los antigenos en el musculo
después de la vacunacion con DNA, puede permitir la llegada del antigeno
al timo de los animales vacunados donde se induce tolerancia por delecion
de las celulas T especificas y de esta forma se altera la respuesta inmune
(Coelho-Castelo y col., 2006). Este resultado experimental pudiera explicar
la baja respuesta tanto humoral como celular encontrada en los hamsteres
inmunizados por la ruta intramuscular.

También existen reportes que describen la distribucion de los plasmidos

por todo el organismo (Parker y col., 1999; Oh y col., 2001; Koshkina y col.,
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2003; Tuomela y col., 2005). Sin embargo, se desconoce el mecanismo
involucrado en dicha distribucion. Se ha planteado la posibilidad de que se
produzca tanto el transporte del plasmido libre a través de la sangre o la
linfa, como el transporte del mismo dentro de células transfectadas (Dai y
col., 1992).

Reportes publicados con anterioridad indican que las vacunas de DNA
inoculadas intradérmicamente o intramuscularmente son internalizadas
por células como las CD11b+ (La Cava y col., 2000), CD11c (Dupuis y col.,
2000; Chattergoon y col., 1998), CD11lc y CD19 (Coelho-Castelo y col.,
2003) y transportadas por el suero o la linfa en el interior de las células
transfectadas hasta organos distantes donde pueden expresar
transitoriamente los genes codificados en la vacuna de DNA y donde se
puede orquestar la respuesta inmune (Dupuis y col.,, 2000; Forg y col.,
1998; Maeda y col., 2004; Dai y col., 1992).

Las células dendriticas desempenan un papel activo en el proceso de
movilizacion de los plasmidos y en la piel se encuentran accesibles un gran
numero de células dendriticas (c€lulas de Langerhans y células dendriticas
dermales) y los queratinocitos, cuyo numero aumenta en respuesta a un
dano, liberando diferentes citocinas como IL-1, GM-CSF y TNF-a. Estas
citocinas pueden promover la maduracion de las células dendriticas y con
esto inducir su migracion a los linfonodos regionales y a organos distales
donde presentan antigenos peptidicos a células T virgenes vy

desencadenando la respuesta inmune.
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La expresion del RNAm y las proteinas EhCP112 y EhADH112 fueron
detectadas en el musculo de manera prolongada. Sin embargo, en el
musculo las células dendriticas son menos frecuentes que en la piel,
dejando abierta la posibilidad de que diferentes mecanismos de transporte
de los plasmidos pudieran estar participando en las dos rutas de
inoculacion usadas.

Se obtuvieron resultados coincidentes entre el perfil de expresion del RNAm
y de las proteinas EhCP112 y EhADH112, pero la expresion estuvo en
dependencia del tejido analizado, de la ruta de inoculacion y del tiempo
transcurrido después de la inoculacion. Es posible que la expresion de
estas proteinas en diferentes 6rganos tenga una influencia directa sobre el
nivel de proteccion obtenido en los hamsteres vacunados. Desde el punto
de vista de la vacuna, una expresion corta en el sitio de inoculacion
previene la tolerancia sistémica inducida por la exposicion repetida al
antigeno (Sedgwick and Holt, 1985). Sin embargo, se requiere una
exposicion mas prolongada del antigeno en los organos linfoides
secundarios para inducir una respuesta inmune especifica y eficiente
(Lowrie y col.,, 1999). Lo anterior concuerda con nuestros resultados
obtenidos en los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica donde se

observa una fuerte respuesta celular y una mayor proteccion.
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Interesantemente, ambas proteinas se expresaron en los higados de los
animales inmunizados con la mezcla de los plasmidos y su expresion en
este organo pudiera incrementar el estado de maduracién de las células
mononucleares hepaticas y de esta manera puede favorecer un incremento
en la eficacia de la vacunacion.

Las células dendriticas hepaticas estan presentes en muy bajo numero en
los higados de los animales sanos donde estas células presentan un
fenotipo de c€lulas dendriticas inmaduras, expresando bajos niveles de
moléculas MHC de clase II en su superficie asi como bajos niveles de las
moléculas coestimulatorias CD80 y CD86. Las células dendriticas con este
fenotipo inducen tolerancia en lugar de activacion de las células T CD4+
(Zarember y col., 2002; Thomson y col., 1999; Thomson y col., 1999a). Las
celulas dendriticas de los higados sanos inducen la secrecion de IL-10 y de
IL-4 en las células mononucleares hepaticas y mantienen los niveles de
INF-y lo suficientemente bajos como para permitir la promocion de
tolerancia en este organo (Thomson y col., 1999). La maduracion de las
células dendriticas hepaticas ocurre en respuesta a la estimulacion
antigénica y depende de senales del ambiente, incluyendo la presencia de
citocinas y receptores que se unen a motivos estructurales conservados en
los microorganismos (por ejemplo motivos CpG que son el blanco de los
TLR-9). Por lo tanto, la maduracion y activacion de las células dendriticas
es una etapa critica en el momento en que estas se encuentran con los

antigenos (Goddard y col., 2004; Shortman y col., 2002). Una vacunacion
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efectiva con DNA que suministre la senal de peligro asi como una pequena
cantidad de antigenos en el higado pudiera revertir el estado de tolerancia
del higado y preparar a las células hepaticas para combatir a los
patogenos.

La distribucion y eficacia de las vacunas de DNA también se han
correlacionado con la dosis administrada (Coelho-Castelo y col., 2006), lo
que pudiera explicar la mejor eficacia obtenida en nuestros experimentos
con respecto a lo anteriormente publicado inmunizando con la misma
mezcla de plasmido en menor dosis por la ruta intradérmica (Madriz y col.,
2004). Al administrar una menor dosis es posible que los antigenos no
lleguen eficientemente a los organos linfoides secundarios y por
consecuencia se produzca una menor estimulacion de la respuesta inmune

especifica.

7.2. Respuesta inmune inducida en los hamsteres inoculados por la
ruta intradérmica o intramuscular con la mezcla de los plasmidos

pcDNA-Ehcpl112 y pcDNA-Ehadhl112.

Se ha conseguido repetidamente inmunidad adquirida contra la amibiasis
invasive en modelos de roedores de esta enfermedad. La proteccion ha sido
obtenida inmunizando con antigenos totales amibianos (Tanimoto-Weki y
col., 1973) con antigenos purificados cromatograficamente (Brian y col.,
1995), con antigenos amibianos adyuvados con CpG (Ivory y col. 2006) o
administrando los antigenos codificados en vacunas de DNA generando

tanto una respuesta inmune humoral como celular (Madriz y col., 2004;
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Gaucher y Chadee, 2002). Sin embargo, no esta claro el papel de la
respuesta inmune humoral sistémica en la resistencia frente a la amibiasis
invasiva. Se ha documentado que el progreso en el desarrollo de abscesos
hepaticos amibianos, no se afecta por la presencia de altos niveles de
anticuerpos en el suero (Salata, 1988) y que la reinfeccion es un proceso
frecuente en individuos curados que poseen altos niveles de anticuerpos
anti-amibianos (Salata, 1988). Si bien, en modelos animales se ha logrado
la proteccion contra el AHA mediante la administracion pasiva de
anticuerpos (Myung y col., 1992; Zhang y col., 1994; Marinets y col.,
1997), los estudios de inmunizacion activa realizados con animales de
laboratorio han demostrado la falta de correlacion entre los titulos de
anticuerpos existentes a nivel sistémico antes del reto con trofozoitos
amibianos virulentos y la proteccion (Haque y col., 2001). Por otra parte, se
han acumulado evidencias experimentales que indican que la respuesta
celular, especificamente la respuesta Thl, tiene un papel de suprema
importancia en la defensa del hospedero y en la resistencia de este frente a
la invasion de E. histolytica. Una respuesta Thl caracterizada por altos
niveles de IL-2 y TNF-a y bajos niveles de IL-4 correlaciona con la
resolucion de AHA en jerbos (Campbell and Chadee, 1997). Conjuntamente
con lo anterior, se ha demostrado que los macrofagos murinos y humanos
activados con las citocinas Thl manifiestan actividad amebicida (Denis y
col., 1989; Seguin y col.,, 1997; Seydel y col., 2000), matando a los

trofozoitos amibianos virulentos mediante la produccion de NO (Denis y
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col., 1989; Seguin y col.,, 1997 ), mientras que los neutrofilos previamente
incubados con INF-y y/o TNF-o, matan a los trofozoitos amibianos
virulentos por un mecanismo dependiente de peroxido de hidrogeno
(Seguin y col., 1997).

Por lo tanto, es muy importante determinar la respuesta inmune asociada
con la proteccion obtenida en cada modelo de estudio, ya que esto nos va a
permitir obtener conclusiones y tomar acciones encaminadas a mejorar la

eficacia de la vacunacion y de la proteccion inducida por dicha vacunacion.

7.2.1. Respuesta inmune humoral.

Nuestros resultados mostraron que aunque las proteinas EhCP112 vy
EhADH112 fueron expresadas eficientemente en diferentes organos, la
respuesta humoral obtenida en estos experimentos fue muy baja, aun
después del reto con trofozoitos amibianos virulentos y con independencia
de las rutas de inoculacion usadas.

Este resultado pudiera .v(‘ieberse a la relativa alta dosis de plasmido
inoculada y al corto esquema de inmunizacion usado durante el
experimento. Nuestros resultados anteriores han mostrado que utilizando
una dosis de 50/50 ng de la mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehcpl12 y
pcDNA-Ehadhl12, se requirieron tres inoculaciones y mas de 40 dias para
generar una respuesta inmune humoral especifica en los hamsteres
inoculados (Madriz y col., 2004). Se ha demostrado que el empleo de un
esquema corto de dos inmunizaciones en un intervalo de 28 dias tanto por

la ruta intradérmica como por la ruta intramuscular producen muy bajos
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niveles de anticuerpos comparado con un esquema mas largo de 45 dias
entre las inmunizaciones (Leitner y col., 1997). Ademas se ha reportado
que se puede inducir un alto titulo de anticuerpos especificos contra los
antigenos codificados so6lo después de tres inoculaciones con una vacuna
de DNA (Carter y Keer, 2003; Vercammen y col., 2000) o modificando el
plasmido para incrementar la expresion del antigeno codificado (Leitner y
col., 1997). El uso de altas dosis de plasmido implica la administracion de
una mayor cantidad de motivos CpG, presentes en el plasmido. Estos
motivos CpG inducen preferencialmente una respuesta inmune celular de
tipo Th1 estimulando a los macrofagos y otras células para que produzcan
IL-12 (Arthur, 2002).

Otra posibilidad que la actividad residual de los efectores de la respuesta
inmune eliminen a las células productoras de antigenos, y con ello se limita
a la correcta estimulacion de las células T cooperadoras, necesarias para la
activacion de células B especificas. Pero debido a que en nuestros ensayo
solo medimos anticuerpos IgG, no podemos descartar que se esten
generando otra clase de anticuerpos como IgM.

Los bajos niveles de anticuerpos encontrados durante nuestros
experimentos también pueden estar influenciados por la naturaleza del
antigeno. Los estudios de inmunohistoquimica mostrados en este trabajo,
asi como los experimentos de inmunocitoquimica realizados con
anterioridad (Madriz y col., 2004) utilizando las construcciones plasmidicas

pcDNA-Ehcpl12 'y pcDNA-Ehadhl12, han revelado que las proteinas
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EhCP112 y EhADH112 se expresan principalmente en la superficie de las
células transfectadas, resultando ser menos eficientes para inducir una
respuesta inmune humoral que los antigenos secretados (Boyle y col.,
1997). Otro factor que puede estar influyendo en los resultados es el modo
de aplicacion. En los experimentos mostrados en este trabajo inoculamos
los plasmidos usando una jeringa y se ha demostrado que este método de
aplicacion es menos efectivo para inducir una respuesta de anticuerpos que
cuando se utiliza una pistola de genes u otro medio de aplicacion de mayor
presion (Carter y Kerr, 2003).

Todos estos factores o muy probablemente la combinacion de estos factores
contribuyeron a la baja respuesta humoral obtenida en los hamsteres
vacunados tanto por la ruta intradérmica como por la ruta intramuscular.
Se debe destacar el hecho de que esta baja respuesta humoral obtenida en
los animales vacunados por la ruta intradérmica puede haber contribuido a
la mayor respuesta protectora observada después del reto con trofozoitos
virulentos. Estudios realizados con anterioridad mostraron que la presencia
de altos niveles de anticuerpos contra la amiba en el suero no afecta la
formacion de los abscesos hepaticos sino que mas bien correlacionan con
un incremento en la susceptibilidad a padecer la infeccion (Haque y col.,

2001; Salata y Ravdin, 1998).
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7.2.2. Respuesta inmune celular.

Los hamsteres inmunizados por la ruta intradérmica presentaron una
respuesta linfoproliferativa la cual fue estadisticamente superior a la
presentada por el grupo inmunizado con el vector pcDNA3 en el dia
cuarenta del experimento. Estas diferencias se hicieron significativamente
mayores en el dia 47 (siete dias después del reto con trofozoitos virulentos).
En el bazo de los animales vacunados con la mezcla de plasmidos se pudo
detectar una respuesta inmune celular de tipo Th1 caracterizada por una
alta expresion del mensajero de TNF-a, aunque no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas con el grupo inmunizado con el vector. En el
higado de los animales inmunizados intradérmicamente con la mezcla de
los plasmidos se encontr6 una respuesta de tipo Th1l con altos niveles de
INF-y y TNF-a la cual fue estadisticamente superior a la respuesta
presentanda en los animales que fueron inoculados con el vector vacio.

Sorprendentemente, losv hamsteres inmunizados con la mezcla de
plasmidos por la ruta intramuscular mostraron una baja respuesta
linfoproliferativa, similar a la presentada en los hamsteres inyectados con
el vector. Esta baja respuesta linfoproliferativa disminuye aun mas después
del reto intraportal con trofozoitos vivos virulentos. En estos experimentos
se observaron muy bajos niveles de estimulacion con las proteinas
recombinantes. De manera similar se encontraron bajos niveles de

expresion de los mensajeros de las citocinas en el bazo y en el higado de los
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animales inmunizados intramuscularmente veinte dias después de la
segunda inmunizacion (dia 40) asi como siete dias después del reto
intraportal (dia 47). Estos resultados pudieran deberse a un efecto de la
ruta de inoculacion o debido a la induccion de tolerancia inmunolégica. Sin
embargo, para probar lo anterior se requieren realizar nuevos
experimentos.

La respuesta Thl encontrada en los animales inmunizados por la ruta
intradérmica puede estar altamente influenciada por el efecto adyuvante de
los motivos CpG no metilados presentes en el vector pcDNA3. Como se ha
reportado con anterioridad, estos motivos CpG son reconocidos por los
TLR-9 presentes en los granulocitos, monocitos, células B, células NK y
células dendriticas (La cava y col., 2000). Después del reclutamiento de dos
o mas TLR-9 se produce la activacion de este receptor seguido del
reclutamiento y fosforilacion secuencial de MyD88, la sinaza asociada a IL-
1 denominada IRAK-4 y el factor 6 asociado al receptor de TNF denominado
TRAF-6, lo cual conlleva a la degradacion de IkB, permitiendo Ila
translocacion al nucleo del factor de transcripcion NFkB facilitando la
transcripcion de genes proinflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-12
(Wu y col., 2004; Klinnan y col.,2003).

La activacion del sistema inmune innato por esta via resulta en la
produccion de intermediarios reactivos del oxigeno y del nitréogeno,
citocinas, quimiocinas y un incremento en la presentacion antigénica a las

células del sistema inmune adaptativo y combinado un antigeno produce
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una fuerte respuesta Thl, caracterizada por la generacion de INF-y y CTL
(Krieg y col.,, 2001). Lo anterior, no so6lo explica nuestros resultados
experimentales, sino que también concuerda con lo reportado
anteriormente en la literatura, ya que la proteccion contra la amibiasis
correlaciona con elevados niveles de INF-y y una alta respuesta
proliferativa. El INF-y es una citosina que caracteriza a la respuesta celular
de tipo Thl y estimula in vitro la actividad amebicida en las células
inmunes (Denis y Chadee, 1998; Schain y col., 1992). Estudios realizados
en Bangladesh, han correlacionado la elevada produccion de INF-y con un
menor riesgo a padecer la amibiasis (Haque y col.,, 2007). Nuestros
resultados también coinciden con los reportados al inmunizar jerbos y
ratones con antigenos adyuvados con oligonucleotidos conteniendo motivos
CpG, en lo que se muestra que la secrecion local de INF-y estimulada
especificamente por antigenos amibianos puede generar una respuesta
protectora contra la amibiasis (Ivory y Chadee, 2007).

Se ha demostrado in vitro, que en sistemas libres de células inmunes, altas
concentraciones de INF-y y TNF-a o combinaciones de estas dos citocinas
no son capaces de matar directamente a los trofozoitos amibianos o de
reducir su viabilidad o multiplicacion en cultivo (Denis y Chadee, 1988a).
Sin embargo, el INF-y actua conjuntamente con el TNF-a activando a los
macrofagos murinos y a los neutrofilos humanos, los cuales adquieren la

capacidad de matar a los trofozoitos in vitro (Lin y col., 2004). Lo que
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demuestra que el INF-y, tiene un papel importante en la resistencia innata
y especifica frente a la infeccion amibiana.

Los hamsteres (Mesocricetus auratus) son altamente susceptibles a
infecciones virales, bacterianas y por protozoos parasitos y se piensa que
esto ocurre por deficiencias en la senalizacion a través del receptor del
interferon gamma (Zhao y col., 2006).

Se debe destacar que el INF-y, estructuralmente posee 17 aminoacidos

adicionales en su extremo carboxilo terminal que lo diferencia del INF-y de
raton y rata (Melby y col., 1998; Lundell y col., 1991). Estos aminoacidos
extra disminuyen su actividad biologica ya que disminuyen la interaccion
con su receptor. Al eliminar estos residuos adicionales el INF-y y de
hamster se incrementa en aproximadamente 10 veces su actividad y
capacidad de senalar a través de la via JAK-STAT (Zhao y col., 2006).

Estos resultados pueden explicar por qué algunas cepas de ratones son
resistentes a la infeccion amibiana mientras que otras son susceptibles, al
igual que lo son los hamsteres, los jerbos y los humanos, ya que todos ellos
comparten este defecto de senalizacion a través del receptor de INF-y (Zhao
y col.,, 2006). También nos permite explicar nuestros resultados
experimentales donde encontramos que solo aquellos hamsteres capaces de
producir elevados niveles de INF-y en el higado, fueron capaces de eliminar
eficientemente a los trofozoitos amibianos. Posiblemente actuando
conjuntamente con el TNF-a para activar a los macrofagos locales del

higado, para que estos eliminen a las amibas mediante la produccion de
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oxido nitrico. Sin decartar la participacion de otros mecanismos celulares

que pudieran cooperar en la proteccion como se discute a continuacion.

7.2.2.1. Niveles de RNAm de la enzima iNOS en animale inmunizados y
retados

El NO producido por la enzima iNOS de los macrofagos activados por el
INF-y, ha sido descrito como uno de los mecanismos efectores mas efectivos
contra la amiba. En nuestro trabajo encontramos altos niveles de expresion
de RNAm de la enzima Inos en el bazo y en el higado de los animales
inmunizados intradérmicamente pero muy bajos nivles de expresion e los
animales inoculados intramuscularmente. Aunque no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos vacunados con
la mezcla de los plasmidos y los controles vacunados con pcDNA3. Sin
embargo, el analisis de higados individuales procedentes de animales
inoculados por ambas rutas sugiere, que si hay una relacion directa entre
la expresion de Inos y la disminucion del dano hepatico en los animales
vacunados y retdos con trofozoitos virulentos.

Estos resultados concuerdan con algunos estudios realizados
anteriormente, donde se muestra que el oxido nitrico producido por los
macrofafos activados, es capaz de inhibir a las cisteinas proteasas y a la
enzima alcohol deshidrogenasa 2 (Siman-Tov y Ankri, 2003), las cuales
constituyen factores de virulencia muy importantes en la amiba. Ademas,

se ha observado que los ratones deficientes en iNOS son mas susceptibles

141



a padecer AHA y apoptosis de hepatocitos inducida por E. histolytica
(Seydel y col., 2000), sugiriendo que el NO tiene un papel muy importante
en la defensa contra la amibiasis.

Mucha de la muerte celular observada durante el desarrollo del AHA
proviene de la apoptosis inducida por E. histolytica. Este parasito induce la
apoptosis de los hepatocitos y otras células activando la maquinaria
apoptotica distal directamente a nivle de la caspasa-3 y por mecanismos
independientes de Fas y de TNF (Seydel y Stanley,1998a; Huston y col.,
2000). El NO puede inhibir la apoptosis en hepatocitos por medio de
diferentes mecanismos. Se ha demostrado que suprime los incrementos de
caspasa-3 en los hepatocitos frente a la accion de TNF, Fas y la muerte
espontanea (Kim y col., 1997). El1 NO es capaz de nitrosilar una cisterna
presente en el sitio activo de las cisternas proteasas como las caspasas y de
esta forma, no solo bloquea su actividad sino también su activacion
proteolitica (principalmente en las caspasas 3 y 8). Se ha demostrado que
este efecto puede ser mimetizado por analogos de GMPc y mediado por la
activacion de la proteina cinasa G (Kim y col., 1997). LA inhibicion de la
activacion de las caspasas conlleva a la inhibicion de la degradacion de Bcl-
2 con lo que se evita la despolarizacion mitocondrial y se inhibe la
liberacion de citocromo ¢ en los hepatocitos. Estos estudios demuestran
que el NO y sus producos de reaccion pueden interactuar directa o
indirectamente con la cascada de senalizacion de la apoptosis a diferentes

niveles y por lo tanto el no pude inhibir la apoptosis hepatica (Kim y col.,
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1997). Otros mecanismos mediante los cuales el NO inhibe al apoptosis
incluyen la regulacion positiva de Bcl-2, ruptura de la via de senalizacion c-
Jun y regulacion positiva en la expresion de la proteina de choque térmico
(HSP70) (Kim y col., 1997a).

Ademas de proteger a los hepatocitos conta la apoptosis, el NO puede
proteger también a linfocitos B, eosinofilos, esplenocitos y a células
endoteliales (Kim y col., 1999).

Con nuestro estudio no podemos descartar la participacion de otras células
como los linfocitos Tyd o las células NK del higado en la proteccion
conferida por la ruta intradérmica. Se ha demostrado que las células NK y
NKT juegan un papel importante en la proteccion contra la formacion de
AHA. Mediante la produccion de INF-y y péptidos citoliticos. Resultados que
concuerdan con la deteccion temprana de las células NK durante la
infeccion amibiana en modelos murinos de AHA (Tsutsumi y col., 1984;
Lotter y col.,, 2006). También se ha reportado una mayor actividad
citotoxica mediada por las células NK en ratones infectados con amibas
patogenas en comparacion con ratones infectados con amibas no patogenas
(Kim y col., 1993), lo que sugiere un papel relevante de estas células en la
defensa inmune contra la amiba en este modelo. Otro estudio demostro que
los ratones B6 hembras son mas resistentes a la amibiasis hepatica que los
machos. Esta reistencia esta asociada a la produccion de un mayor nivel de
INF-y por las células NKT, lo que contribuye a una eliminaciéon mas rapida

de los trofozoitos amibianos del higado (Lotter y col., 2006). Estos
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resultados destacan el papel que tiene el INF-y en la proteccion contra la

formacion de AHA.

7.3. Proteccion contra la formacion AHA.

El analisis del dano hepatico en los animales vacunados y retados
intraportalmente con trofozoitos virulentos, reveldo que en los animales
vacunados intradérmicamente con la mezcla de plasmidos se produce una
reduccion significativa de la formacion de los abscesos hepaticos y una
mayor supervivencia que en los animales vacunados con el vector pcDNA3.

Contrario a los resultados obtenidos en la ruta intradérmica, la pobre
respuesta inmune celular encontrada en los animales vacunados
intramuscularmente se corresponde con la baja proteccion y la menor
sobrevida obtenida en dichos animales después del reto con trofozoitos
amibianos virulentos. Este resultado se puede explicar considerando que la
activacion de las células T CD4+ puede ser asistida o incrementada por las
citocinas producidas par las células dendriticas hepaticas (Abe y col., 2001;
Katz y col., 2005). Las células dendriticas pueden conectar la respuesta
inmune innata en el higado con la respuesta inmune adaptativa frente al
mismo antigeno. Nuestros resultados indican que después de la
inoculacion intradérmica de los hamsteres con la mezcla de los plasmidos
se produjo una activacion efectiva de las células T CD4+. Por el contrario,
después de la inoculacion intramuscular es muy probable que las células
dendriticas hepaticas hayan diferenciado a un estado semimaduro, en el

cual al interactuar con las células T CD4+ promueven funciones abortivas
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en estas células. Sin embargo, los experimentos realizados no permiten
confirmar esta hipotesis.

Tomando en conjunto estos resultados, podemos plantear la hipotesis de
que la proteccion lograda por esta vacuna en el modelo de hamster, esta
mas relacionada a un efecto local en el higado que a nivel sistémico. La
proteccion pudiera estar relacionada a un perfil de bajos niveles de
anticuerpo y una alta respuesta inmunecelular de tipo Thl. Este perfil de
respuesta inmune constituido por altos niveles de INF-y y bajos niveles de
anticuerpos es tipico de la proteccion contra la malaria (Kumar y col.,
2002) y pudiera también funcionar en la proteccion contra la amibiasis.

La inoculacion intradérmica de los hamsteres con la mezcla de los
plasmidos incrementé tanto la proteccion como la sobrevivencia de los
animales retados con trofozoitos virulentos. Este resultado debe estar
altamente influenciado por el efecto adyuvante de los motivos CpG
presentes en el vector, ya que estos motivos pueden actuar como “senal de
peligro” y de esta manera incrementar una respuesta inmune de tipo Thl
después de la vacunacion con DNA. Un resultado similar fue mostrado por
Ivory y colaboradores (2006) quienes probaron que oligonucliotidos que
contenian este motivo pueden incrementar la respuesta inmune protectora
generada por la lectina Gal/GalNAc y prevenir la formacion de abscesos
hepaticos amibianos en el modelo de jerbo. Sin embargo, la diferencias en
los niveles de proteccion contenidos en este trabajo por las dos rutas de

inoculacion estudiadas usando la misma cantidad de plasmidos indico que

145



otros factores ademas de la influencia de estos motivos CpG influeciaron la
respuesta inmune Thl inducida en los animales intradérmicamente
vacunados.

El nivel de proteccion obtenido en este trabajo por la ruta intradérmica
inmunizando los hamsteres con una mezcla (100/100 pg) de los plasmidos
pcDNA-Ehcp112y pcDNA-Ehadhl12 y administrando dos dosis cada veinte
dias (87.9%) fue superior al obtenido con anterioridad con la misma mezcla
de plasmidos y por la misma ruta (50%), pero usando una cantidad menor
(50/50 pg) y un esquema de tres dosis cada veinte dias (Madriz y col.,
2004). Estos resultados pueden estar influenciados por la mayor dosis de
plasmidos y el esquema de inmunizacion mas corto usado en nuestros
experimentos. Estas condiciones experimentales favorecen el desarrollo de
una respuesta inmune celular de tipo Th1 con incremento en los niveles de
INF-y y un aumento en la proteccion contra el dano hepatico. La proteccion
obtenida por la ruta intradérmica también es comparable con los
resultados obtenidos en jerbos con un plasmido codificando el antigeno

SREHP (Zhaneg y Stanley, 2000a).
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8. Conclusiones.

1. La inmunizacion intramuscular e intradérmica de hamsteres con la
combinacion de los plasmidos pcDNA-Ehcpl112 y pcDNA-Ehadhl12,
induce la expresion in vivo de los transcritos y las proteinas
correspondientes, pero siguiendo cinéticas diferentes.

2. La inoculacion de la mezcla plasmidica por via intramuscular o
intradérmica, indujo muy baja respuesta IgG especifica contra las
proteinas recombinates y contra trofozoitos amibianos.

3. Los experimentos realizados hasta el momento sugieren que la
respuesta inmune celular es fundamental para la proteccion contra
el absceso hepatico amibiano, y el estudio del patron de citocinas
indica que esta proteccion puede estar mediada por una respuesta
Th1 local en el higado.

4. La inmunizacion intradérmica con la combinacion de los plasmidos
pcDNA-Ehcpl12 'y pcDNA-Ehadhl12, produce una proteccion
estadisticamente superior a la ruta intramuscular evidenciada

mediante evaluacion del dano hepatico y analisis de supervivencia.
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9. Perspectivas.

1

2.

Comprobar el perfil de expresion de citocinas a nivel proteico.
Estudiar las vias de senalizacion y el mecanismo de proteccion
asociado a la reducciéon del dano hepatico después de la vacunacion
con la mezca de los plasmidos.

Analizar nuevas estrategias de vacunacion por la ruta intradérmica
utilizando adyuvantes que potencien la respuesta Thl local en el
higado y mejoren la eficacia de la vacuna.

Evaluar la duracion de la inmunidad conferida a los hamsteres
vacunados intradérmicamente con la mezcla de plasmidos.
Determinar si la inmunizaciéon con la mezcla de plasmidos producen
anticuerpos anti-DNA.

Determinar si después de la inmunizacion intramuscular de los
hamsteres con la mezcla de plasmidos, se induce tolerancia

inmunologica.
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A pcDNA-Ehcpadh vaccine against Entamoeba histolytica elicits a protective
Th1-like response in hamster liver
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ARTICLE INFO ABSTRACT

DA vacrines are promising tocls to Sght pesasitic dissases, incuding amoehizsis comed by the prmsn-
ToemE nromsea tisnly tion. Here we stadied the immanogenicity and protectie sf®racy of 3 DML warmine
against this paasite omposed by the EhAADH sortice romplex sncodng genes (Ehopi 12 and Shash T 12

e s OO ERCPALH i formed ty an adhesin {EXADH1 12 and a cystesne srotenase (EWCP112), both imectves i the
panasile vinzlence. We evaluaied tramscription, protein expeession, immunoiogical response smd pooter-
tion agaimst hepatic amoebiasis in hams ters intradermally andintramu sculiry memunie sd witi 2 mishone

MI of poli - Ekndhd 1 2 and pNA-ERcp R 7 plasmids. HT-P0R and immunokistnchesmical asays showed thas

rr— S tath antigens weee dilferentially expressed im spieen and liver of immusired szimals. Mo significan

DA vacdne amitody mmmuze response was induced by either soute. Hiowever, intradermally inocuilsed hamsiers

Tame exexman pe=semed 2 robist Thi - Bee immuns response, characterized by high levels of INF-y and THF.a opfoi@imes,
desected in the liver of animak challenged with vinses? te. Animals s howed sigrificant pootec-
tion against smoetiasis manifested by 2 higher sorvival s3te and 3 significamt prevention of Ever dteress
Formation. We conclude that 2 refinement of this DNA vacrine could be 3 good choice tn covirnll hepatic
amoehiass

© 2007 Ebevier Lid. All righes ressmved
1. Introduction

[1B]. In support of this hypothesis, there are results showing that
in mice, Tﬂ."l"J cytoiines depletion decreasss the severity of mllm

Entamocha histodyticr is 2 worldwide distnbuted protozoan
responsible of human amoebiasis. Although there & effective
chemotherapy against amoebiasts, in many countries this parasito-
sis has 2 high prevalence [ 1-3]. Thtmghnutthe waorld, 40 million
individuals are affected by amosbiasis, and around 100,000 die due
i this parasite every year |4].

Different experimental approaches have been developed [5-10]
against amosbizsic induding DNA vaooines | 11-13], but up to now,
an efficient vaccine 15 not available. Passive antibodies transfer-
ring to 5010 mice suggested that specific antbodies are impartant
effectors inthe infection control | 14,15]. Neverthedess, other =
ments indicated that the presence of specific| gl in senum correlates
with an increased susceptibility to infaction by £ hisoiytica | 16,17).
Thus, the role of systemic humoral response to invasive amoehizis
Is yet undear.

On the other hand, several studies have shown that Th1 immune
response is imvolved in host defense against £ higalytica infection

* Comesponding smthar. Tel- <5255 S47 18005847
£l addrmr: exthericrmestavres (E Ormpe L

TICA-AI0N'S - we frome matter © 2009 Hurvier 134 All rights reserved.
doi: 10 10W | vacrine 1009 DA

caused by amoebae [19], and that innate immunity & important
to control amoetiasis [20,21]. However, we still do not know cer-
taindy which branch of the immune response has the central nods in
protection nstE. fistohytoy infection.
lnaddlﬂmnymmmm that the type of
immune respanse and the level of protection are influenced by
the route of Inoculation | 22]. Furthenmmore, sxperimental wariatdes,
such 2= antigen nature, antigen dose, booster times and imooulation
routes, among cthers, need to be tested for sach antig=n.
EhCPADH is a surface and vacuolar heterodimeric E hniiytio
complex formed by 3 cysteine protegss ( ERCF112, 446 amino acids]
and an adhesin (EhADHT12, 687 amino acids) [Z3], imwolved in
adhesion, cytoquthic effert and phagocytosis [23- 28], Recomibinant
EhCP112 polypeptide (rERCP112) is recognized by human antibod-
les from patients with amosbiasts [27]. Furthermaore, rERCFII2
digests in vitragelating rln)elodlm fibronectinand hasmogiobin
In addition, it binds to red blood cells and destroys MDCK rell mono-
layers [27]. Whereas, the ERADH1IZ n has 3 o=l adhesion
domain at its carboxy-temminal [23.25] and a Bro-1 domain at its
aming-terminal region [2B]. Thus, this protein could hawe a dou-
ble function in trophee oites [22]. Interstingly, the subcutaneous
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