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Resumen

La amibiasis es una amenaza importante para la salud publica en muchos lugares del mundo. En
el ultimo reporte generado por la Direccion General de Epidemiologia en México sefialo que en
el 2007 se presentaron 567381 casos de amibiasis intestinal.

El mejoramiento en saneamiento ha logrado casi eliminar la amibiasis en la mayoria de los
Estados Unidos de Norteamérica, Canadd, y Europa, pero el mejoramiento en saneamiento es
muy poco probable que sea aplicado para mejorar la salud publica en los paises en vias de
desarrollo, por lo que dichos paises seguirdn presentando altos indices de amibiasis. Las vacunas
tienen una relacion costo-beneficio alto y muchas veces han logrado ser medios exitosos para la
prevencion e incluso la erradicacion de enfermedades. Sin embargo, muchas de las vacunas
actuales han sido desarrolladas para un gran nimero de bacterias y virus, no logrando asi hasta la
fecha vacunas efectivas contra parasitos protozoarios o helmintos.

El objetivo del presente trabajo fue la identificacion de epitopos T del tipo Thl en el complejo
EhCPADH de Entamoeba histolytica, debido a que dicha respuesta celular ha sido identificada
como la respuesta protectora contra el desarrollo del absceso hepatico amibiano. El analisis in
silico realizado en el programa PROPRED ayud¢ a la identificacion de epitopos T.Posteriormente
se crearon genes sintéticos que codificaban para multiples epitopos T que previamente se habian
identificado in silico, para las proteinas ERADH112 y EhCP112. Subsecuentemente se clonaron
los poliepitopos EKNADH112 y EhCP112 en el vector pGEX-6P-1 para transformaron en bacterias
E. coli B121 plysE para su expresion, los pesos moleculares para los poliepitopos recombinantes
fueron de 37 kDa y 36 kDa respectivamente.

Después se purificaron los poliepitopos recombinantes y se inmunizaron hamsteres sirios dorados
para la evaluacion de la respuesta inmune humoral y celular. La respuesta inmune humoral
mostrdo que el nivel de anticuerpos séricos anti-poliepitopos se comportd con una tendencia
creciente en el transcurso de los dias y a medida que se iban realizando las inmunizaciones. Por
otro lado, la evaluacion de la respuesta inmune celular mostrd que los 8 epitopos evaluados del
complejo EhnCPADH presentaron indices de estimulacion celular positivos. Asi mismo, estos 8
epitopos desarrollaron una respuesta celular del tipo Thl en los esplenocitos de hamsteres

inmunizados con los poliepitopos recombinante EnRADH112 y EhCP112.



1. Antecedentes

Entamoeba histolytica fue descubierta por Friedrich Losch en 1873 en Rusia, quien la aisl6 de un
paciente con disenteria e incluso establecid la relacién existente entre la enfermedad y la
infeccion en perros infectados experimentalmente con quistes amibianos de humanos (Ldsch,
1875). Brumpt en 1925, propuso que existian dos especies distintas, una patdogena y una no
patogena, aunque fueran morfolégicamente iguales.

Sargeaunt diferencid una variante patdgena de E. histolytica de una no patégena mediante
patrones electroforéticos de isoenzimas (Sargeaunt y col., 1978). No fue hasta 1993, cuando
Diamond demostré que se trataban de dos especies diferentes E. histolytica y E. dispar
(Diamond, 1993). La OMS en 1997 recomendd que se diferenciaran las dos especies para efectos
de diagnoéstico y tratamiento, y cuando el diagndstico se lleve acabo por microscopia Optica, se

reporte como E. histolytica/dispar (WHO/PAHO/UNESCO, 1997)

1.1. Clasificacion de Entamoeba histolytica

Inicialmente se pensaba que E. histolytica se habia originado de los eucariontes antes de que
estos adquirieran mitocondrias y de otros organelos, sin embargo, los estudios filogenéticos
basados en la comparacién de las secuencias de la subunidad pequenia del ADN ribosomal
(stDNA) han establecido que E. histolytica pertenece a un linaje relativamente cercano al de los
eucariontes actuales (Clark & Roger, 1995).

E. histolytica pertenece al phylum de los Rhizopodos cuya caracteristica principal es la presencia
de pseudopodos en algun estadio de su vida y la familia de los Entamoebidae cuyos miembros

son todos parasitos.



Tabla 1. Clasificacion de Entamoeba histolytica

Phyllum Sarcomastigophora
Subphyllum Sarcodina

Superclase Rhizopoda

Clase Lobosea

Subclase Gymnamoeba

Orden Amoebida

Suborden Tubulina

Familia Endamoebidae

Genero y Especie Entamoeaba histolytica

(Levine y col., 1980)

1.2. Epidemiologia de la amibiasis

La amibiasis es una infeccion humana causada por E. histolytica, se presenta practicamente en
todos los paises del mundo, siendo mas comun en paises en desarrollo. La amibiasis se relaciona
con la pobreza, el suministro inadecuado de agua y contaminacion, las malas condiciones
sanitarias y el hacinamiento, lo cual favorece la transmision del parasito de una persona a otra
(Espinosa-Castellano & Martinez-Palomo, 2000).

En el mundo existen de 40 a 50 millones de individuos infectados con E. histolytica y de éstos
cerca de 100,000 mueren anualmente (WHO/PAHO/UNESCO, 1997). En México, en un estudio
realizado en la ciudad de Puebla se encontrdé que el 7 % de los individuos que presentaron
sintomas de desorden intestinal estaban infectados con E. histolytica. Por otro lado, la prevalencia

de este parasito en México puede ser muy alta hasta un 51% como en el caso del estudio




realizado en el estado de Chiapas (Sanchez-Guillén, y col., 2002; Morales-Espinoza, y col.,
2003).

El Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica ha reportado que para la semana
52 (del 30 de Diciembre del 2007 al 5 de Enero del 2008), habia 567 381 casos acumulados de

amibiasis intestinal (DGE. URL: http://www.dgepi.salud.gob.mx/boletin/boletin.htm).

1.3. Morfologia de Entamoeba histolytica

E. histolytica se presenta en la naturaleza en tres estadios morfologicos principales: el trofozoito,

el prequiste y el quiste (Stanley, 2003).

1.3.1 Trofozoito
El trofozoito es una célula de dimensiones variables cuyas medidas fluctian entre 10 y 60 pm de
diametro, con forma irregular y movimiento caracteristico, mediante la emision de pseudopodos
rapidos y explosivos, digitiformes, largos y anchos. En su citoplasma se observa marcada
diferencia entre el ectoplasma que es hialino y transparente y el endoplasma que tiene una gran
cantidad de inclusiones, por lo que es granuloso con aspecto de vidrio molido, caracteristicas que
se acentuan si se usa un microscopio de contraste de fases. En preparaciones frescas y sin tefiir es
dificil caracterizar a las inclusiones del citoplasma como el nucleo, vacuolas con eritrocitos,
bacterias, etc., pero si la preparacion se tifie con hematoxilina férrica, o tincion tricomica de
Gomori, entonces se ven claramente las partes de que esta constituido el trofozoito (Stanley,

2003; Tay, y col., 2003).



1.3.2. Prequiste
Presenta un revestimiento de una doble membrana gruesa y refringente, lo cual le confiere
resistencia cuando se expone a las condiciones del medio externo al ser expulsado en la materia
fecal, el prequiste presenta un solo nucleo, una masa de glucégeno en una vacuola y barras

cromatoides (Stanley, 2003).

1.3.3. Quiste.
A medida que el tiempo transcurre, en el interior del prequiste hay una gran actividad, el nacleo
se divide en dos y luego en cuatro, quedando al final del proceso de maduracion, el quiste maduro
que tiene cuatro nucleos pequeiios con caracteristicas morfoldgicas iguales a la del trofozoito, se
recubre de una pared refractil de quitina. Durante la maduracién del quiste, desaparece el

glucdgeno y las barras cromatoides se hacen poco visibles o desaparecen (Stanley, 2003).

1.4. Ciclo bioldgico de E. histolytica

La forma infectante de E. histolytica es el quiste, el cual presenta una gran capacidad para
permanecer viable hasta por ocho dias en heces, en agua o en el suelo a temperatura ambiente; asi
como de resistir la accion de los jugos gastricos y de otras enzimas digestivas. Los quistes de
E. histolytica sobreviven a la accion del cloro, a las concentraciones usadas en la potabilizacion
del agua, por lo cual lavar los vegetales con agua clorada no protege contra la infeccion por

quistes de E. histolytica (Tay, y col., 2003).



En el intestino delgado ocurre la llamada exquistacion, que consiste en la division del quiste
tetranucleado que da origen a ocho nucleos (estado metaquistico transitorio), la division
citoplasmica continia y emergen ocho trofozoitos. Los trofozoitos se dirigen al intestino grueso
para colonizarlo mediante el contacto con la mucosa. Los trofozoitos amibianos pueden invadir el
intestino y pasar a la circulacién, donde por la via portal llegan al higado, produciendo un
absceso hepatico amibiano, por contigliidad puede verse afectado el diafragma y el pulmoén. En
raras ocasiones puede haber amibiasis en 6rganos como el cerebro y aparato genitourinario. El
trofozoito generalmente vive en el ciego y rectosigmoideo, donde se multiplica por division
binaria. Absorbe sus alimentos de los tejidos disueltos por sus enzimas citoliticas, e ingiere
glébulos rojos, hemoglobina y sustancias sintetizadas por el hospedero (Tay, y col., 2003).

En condiciones naturales no se produce enquistamiento en los tejidos, sino que a medida que la
materia fecal empieza a deshidratarse en la luz del colon, los trofozoitos se desprenden de la
mucosa, para posteriormente secretar una cubierta resistente con un solo nucleo, recibiendo el
nombre de quiste inmaduro. El quiste inmaduro sufre dos mitosis consecutivas, produciendo asi
cuatro nucleos y dos tipos de inclusiones alimenticias conocidas como barras cromatoides y masa
de glucdgeno. Los quistes salen al exterior con las heces y por condiciones higiénicas deficientes
inician un nuevo ciclo (Tay, y col., 2003; Haque, y col., 2003). El ciclo de vida de E. histolytica

se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. La infeccion por E. histolytica ocurre por ingestion de quistes maduros en
alimentos, agua o manos contaminados con heces. El desenquistamiento ocurre en el intestino delgado y los
trofozoitos son liberados y migran al colon. Los trofozoitos se reproducen por fision binaria y producen quistes que
se eliminan con las heces. Debido a la proteccion de la pared, los quistes pueden sobrevivir dias o semanas en el
medio externo y son los responsables de la transmision. Los trofozoitos en el medio externo mueren rapidamente. En
muchos casos los trofozoitos permanecen confinados en la luz intestinal (infeccidon no invasiva) de los infectados,
quienes son entonces portadores asintomaticos o eliminadores de quistes. En algunos individuos los trofozoitos
invaden la mucosa intestinal (enfermedad intestinal), o a través de la circulacién, invaden el higado, pulmones

cerebro etc. (enfermedad extraintestinal). Adaptado de Haque, y col., 2003.



1.5. Patologia de la amibiasis

1.5.1. Amibiasis intestinal
La amibiasis intestinal es la forma mas frecuente de amibiasis y es perfectamente controlable con
una quimioterapia adecuada. Se caracteriza por la presencia de evacuaciones diarreicas,
posteriormente evoluciona a sindrome disenteriforme caracterizado por evacuaciones
mucosanguinolentas acompanadas de pujo y tenesmos, dolor abdominal que exacerba con la
palpacion, disenteria fulminante, pérdida de peso, deshidratacion, astenia, y malestar general

(Stanley, 2003).

1.5.2 Amibiasis hepatica

La amibiasis hepatica o absceso hepatico amibiano (AHA) es un sindrome caracterizado por
hepatomegalia, abscesos, fiebre, anorexia, nauseas, vomito y diarrea que generalmente incluye
dolor abdominal en el hipocondrio derecho y suele presentarse neutrofilia con leucocitosis.
(Sepulveda, 1982).

El AHA se caracteriza por grandes cantidades de trofozoitos amibianos en el higado, los cuales
ingresan por la vena porta a partir de ulceraciones intestinales, donde aparentemente se induce
una pobre respuesta celular. (Martinez-Palomo, 1987).

En la histopatologia de animales utilizados como modelo para estudiar el AHA se ha
documentado una reaccion inflamatoria temprana, donde predominan leucocitos
polimorfonucleares (neutrofilos), algunos eosinofilos y escasos monocitos alrededor de las
amibas (Tsutsumi y col., 1984; Tsutsumi y col.,1988). En contraste, las lesiones avanzadas

encontradas en autopsias no necroticas se observan pocos leucocitos o ninguno (Ravdin, 1995).



1.6 Genomica de Entamoeba histolytica

Para obtener la secuencia del genoma de E. histolytica colaboraron cientificos del TIGR (The
Institute for Genomic Research) del Wellcome Trust Sanger Institute, del Reino Unido, el
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas y Alérgicas de Estados Unidos, entre otros
(Loftus, y col., 2005).

La secuencia del genoma de E. histolytica tiene un tamafio de 23 751 pb y alrededor de 9 938
genes, en los cuales se incluye un repertorio complejo de 91 genes similares a los de bacterias
situadas en el intestino humano que contribuyen a que tenga una biologia en particular. Por lo
cual se sugiere que E. histolytica pudo haber manipulado aspectos de su metabolismo, perdiendo
genes propios de los protozoarios y adquiriendo algunos propios de las bacterias, a través de una
transferencia lateral (Loftus, y col., 2005).

El analisis del genoma de E. histolytica reveld una probable evolucion de un organismo libre a
parasito del tracto intestinal humano. Al mismo tiempo, se ha encontrado la presencia y
expansion de algunas familias de genes, incluyendo aquellos que se relacionan con la virulencia.
Una caracteristica adicional en el genoma de E. histolytica, es la abundancia de arreglos repetidos
en “tamdem” que contienen RNA de transferencia, los cuales probablemente tengan una funcion
estructural en el genoma (Loftus, y col., 2005).

Se espera que ahora con la secuencia obtenida del genoma ayude a desarrollar nuevas estrategias
terapeuticas y de prevencion (vacunas) asi como pruebas diagnosticas que distingan a las cepas

mas virulentas (Loftus, y col., 2005).



1.7. Tratamiento y control contra la amibiasis

En ausencia de tratamiento, la amiba es capaz de matar a su hospedero por diversos mecanismos
(Martinez-Palomo, 2000). El tratamiento de la infeccion depende del diagnostico clinico, por
ejemplo los pacientes que presentan un cuadro de colitis amibiana no requiere el mismo
tratamiento que un portador asintomatico, debido a los sitios de infeccion y los mecanismos de
accion de los medicamentos empleados. Los medicamentos empleados contra la amibiasis suelen
dividirse en luminares como; las 8-hidroxiquinolonas halogenadas (yodoquinol) y las amidas
(teclozan, etofamida, quinfamida), o los titulares como; nitroimidazoles (metronidazol,
secnidazol, ornidazol). El metronidazol presenta una accion mixta es decir, tanto luminar como
tisular (Guerrant, 2001).

Los esquemas de tratamiento se resumen en la Tabla 2. Algunos médicos recomiendan el
tratamiento de los pacientes asintomaticos como una medida de control de la transmision. En
México se han llevado acabo ensayos de quimioprofilaxis para curar y evitar la reinfeccion por
amibiasis, obteniendo resultados favorables a corto plazo, ya que desafortunadamente cuando se
suspende la quimioprofilaxis se vuelve a los mismos indices de infeccion (Tay, y col., 2003). El
tratamiento inadecuado puede favorecer la aparicion de resistencia a los medicamentos (Bansal y
col, 2006).

En algunos casos de amibiasis se requiere manejo quirurgico, como en la colitis amibiana

fulminante, apendicitis amibiana, la perforacion intestinal y el amebota (Haque, y col., 2003).



Alternativas apropiadas para prevenir la amibiasis, asi como otras enfermedades
gastrointestinales, es la implementacion de medidas de saneamiento y medidas higiénicas
adecuadas, siendo dificiles de implementar en paises en vias de desarrollo (Stanley, 2006). Una
posible alternativa para prevenir enfermedades estas enfermedades puede ser la vacunacion, la
cual tiene una gran relaciéon costo-beneficio. De igual manera la sinergia de la combinacion
antiparasitarios-vacuna puede investigarse para el control de enfermedades parasitarias
(Vercruysse, y col 2007).

Tabla 2. Esquema de tratamiento

Patologia Medicamento Duracion
Teclozan, 500 mg Cada 12 h/ 3 dosis
Portador asintomatico
Etofamida, 500 mg Cada 12 h/ 3 dosis
Metronidazol, 500 mg Cada 8 h/7-10 dias
Colitis amibiana Tinidazol, 2000 mg Cada 24 h/2 dias
Secnidazol , 2000 mg Cada 24 h / 5-7 dias
Metronidazol, 500 mg Cada 8 h/ 10 dias
Amibiasis extraintestinal Tinidazol, 2000 mg Cada 24 h / 3-5 dias
Secnidazol , 2000 mg Cada 24 h/ 5-7 dias
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1.8. Factores del hospedero que interactiian en la defensa contra la amibiasis

1.8.1. Respuesta inmune innata
La resistencia inicial a E. histolytica depende de los mecanismos de la inmunidad innata, dentro
de ellos podrian participar las mucinas del epitelio del colon, las cuales tienen la capacidad de
unirse a la lectina Gal/GalNac del parasito, previniendo asi la adhesién amibiana y la citolisis de
las células CHO (Chinese Hamster Ovary) como lo sucedido en experimentos realizados in vitro
(Chadee, y col., 1987; Chadee, y col., 1991).
Experimentos in vitro han demostrado la actividad citocida del complemento contra
E. histolytica, sin embargo, los trofozoitos de E. histolytica tienen la capacidad de evadir la
accion de las proteinas del complemento (Reed & Gigli, 1990).
El complemento constituye un mecanismo contra la amibiasis invasiva, ya que E. histolytica la
via alternativa del complemento.
Los mecanismos por los que E. histolytica resiste el ataque del complemento no son del todo
conocidos. Algunos de ellos pueden que a) la lectina Gal/GalNac tenga una reactividad cruzada
con el CD59, la cual es una molécula de superficie que protege a las células del ataque del
complemento b) la amiba sintetice una molécula similar al CD59 y ¢) la amiba incorpore
proteinas reguladoras del complemento en la membrana (Braga, y col, 1992; Flores-Romo, y

col., 1994; Gutierrez-Kobeh y col., 1997).

Estudios in vitro han demostrado que macréfagos que han sido activados por citocinas como IL-

2, IL-12 e IFN-y matan a los trofozoitos de E. histolytica a través de mecanismos dependientes

del 6xido nitrico (NO) y por la accién de proteasas. Sin embargo, macréfagos provenientes de
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pacientes con AHA son deficientes en su capacidad para inducir al factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), desarrollar un estallido respiratorio, asi como de expresar y secretar interleucina-1 (IL-
1) (Lin, y col., 1994; Wang, y col., 1994;, Seguin, y col., 1997 ;:Denis & Chadee, 1988).

Estudios in vitro con monocitos aislados de sangre periférica humana, activados con antigenos
amibianos, fueron capaces de eliminar mas del 40% de los trofozoitos de E. histolytica (Seydel, y
col., 2000). Sin embargo, en un modelo in vivo de amibiasis murina, se encontrd que los
macrofagos formaban parte del infiltrado inflamatorio, pero no contribuian de manera directa con
la eliminacion de la infeccion (Jarrillo-Luna, y col., 2000).

La explicacion de este fenomeno puede deberse a la presencia de un pentapéptido anti-
inflamatorio, conocido como factor inhibidor de la locomocion de monocitos (MLIF) producido
por E. histolytica, el cual inhibe la locomocién de monocitos pero no la locomocién de
neutrofilos, dicho pentapéptido suprime la produccion de especies reactivas intermediarias del
oxigeno y nitrogeno (ROI y RNI) en monocitos y neutréfilos (Rico y col., 1992; Rico y col.,
2003). Asi mismo, éste pentapéptido también disminuye la expresion de algunas quimiocinas
involucradas en la quimiotaxis, (Utrera-Barillas, y col, 2003).

Los Receptores Tipo Toll o Toll-Like receptor (TLRs) son una familia de proteinas
transmembranales del tipo 1 que forman parte del sistema inmune innato. Estos receptores juegan
un papel esencial en el reconocimiento de PAMPs por sus siglas en inglés (Pathogen-Associated
Molecular Patters), en la induccion de genes antimicrobianos y en la regulacion de la respuesta
inmune adaptativa. La sefializacion via TLRs conduce a la activacion de genes a través del factor

de transcripcion NF-kB para la sintesis de citocinas inflamatorias, quimiocinas y moléculas
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coestimuladoras que participan en la respuesta inmune inicial, la cual determinara la progresion
de la inflamacion (Akira, y col., 2003).

La lipopéptidofosfoglicana (LPPG) y la lipofosfoglicana (LPG) de E. histolytica son moléculas
de superficie tipo polisacarido que estan expuestas directamente al sistema inmune del hospedero
y funcionan como patrones moleculares inmunoestimuladores asociados a patogenos,
reconocidos por TLR2 y TLR4. TLR2 y TLR4 inducen la activacion del factor de transcripcion
NF-«B y la sintesis del TNF-a, las interleucinas IL-6, IL-8, IL-12p40 e IL-10 (Maldonado-
Bernal, y col., 2005)

Grandes concentraciones de LPPG producen una regulacion negativa de la transcripcion del gen
del TLR2 en monocitos humanos después de 24 horas de incubacion en experimentos in vitro. La
regulacion negativa de TLR?2 inducida por el LPPG en monocitos, podria resultar en la supresion
de la respuesta inmune, lo cual podria contribuir a la persistencia de E. histolytica en el
hospedero (Maldonado-Bernal, y col., 2005).

La expresion de TLR2 puede tener un impacto profundo en la activacion de los macrofagos,
mientras la respuesta inmune permanezca sesgada hacia una respuesta celular de tipo Thl
(Kammanadiminti, y col., 2004).

Por otro lado, la IL-10 inducida por LPPG puede promover una inmunosupresion transitoria que
permite la sobrevivencia de los trofozoitos amibianos en el higado (Maldonado-Bernal, y col.,

2005).
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1.8.2. Respuesta inmune humoral
La produccion de anticuerpos es la principal manifestacion inmunoldgica de la amibiasis
intestinal e invasiva en humanos. Después del séptimo dia de desarrollo de AHA aparecen en el
suero del hospedero titulos elevados de anticuerpos especificos contra amibas, los cuales
persisten hasta por diez anos en humanos (Ravdin y col, 1990).
En el modelo experimental de raton, después de la inmunizacion con una dosis de amibas por via
local y sistémica, se observo que las células esplénicas y las células de las placas de Peyer,
producian anticuerpos de los isotipos IgA, IgM e IgG principalmente. Al inmunizar por la via
intragastrica, la respuesta de estas immunoglobulinas fue superior en células de las placas de
Peyer, en relacion a las células esplénicas. Cuando la inmunizaciéon es por la via rectal, la
respuesta de IgG e IgA es superior en las células esplénicas en contraste a las células de las
placas de Peyer, y cuando la inmunizacion es por la via intraperitoneal, las IgM e IgG son
superiores en esplenocitos y las IgA superior en células de Peyer (Moreno —Fierros y col., 1992).
No existe evidencia de que la amibiasis intestinal ocurra con mayor frecuencia o sea mas severa
en individuos con deficiencias de IgA. Lo que si se sabe es que los trofozoitos de E. histolytica
son capaces de degradar a las inmunoglobulinas IgA secretora e IgG, rasgo que se interpreta
como un mecanismo de defensa del parasito (Kelsall & Ravdin, 1993; Que & Reed, 2000). Por otro
lado la presencia de anticuerpos no se asocia con la resistencia a la infecciéon o con inmunidad
protectora contra infecciones recurrentes (Krupp & Powell, 1971; Tran, y col., 1998).

1.8.3. Respuesta inmune celular
Los neutréfilos parecen ser importantes en la respuesta inicial y en la resoluciéon de la infeccion,
aunque otros grupos celulares también se han relacionado con la efectiva resolucion de la misma.

Los macroéfagos, por ejemplo, se han asociado con la destruccion directa de los trofozoitos de F.
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histolytica a través de mecanismos que incluyen la generacion de intermediarios de oxigeno
(Stanley & Reed, 2001; Espinosa-Castellano & Martinez-Palomo, 2000).

El papel de los neutrofilos en la resolucion de la infeccion por E. histolytica fue observado
cuando se inoculd amibas directamente en el parénquima hepatico de ratones con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID). En este experimento los neutrofilos fueron
bloqueados con los anticuerpos monoclonales RB6-8CS5, los resultados mostraron que se
presentaba mayor niumero de abscesos hepaticos en los ratones SCID inoculados con amibas en
comparacion a los ratones SCID control (Seydel, y col, 1997).

Por otro lado, se ha propuesto que los neutréfilos activados son capaces de actuar eficientemente
contra E. histolytica. La participacion del IFN-y en la activacion de los neutréfilos fue estudiada
en un modelo de ratones “knock-out” para la subunidad-a del receptor del IFN-y. Estos ratones
presentaban abscesos hepaticos mas grandes y en mayor nimero que los ratones normales
(Seydel, y col, 2000). Ademas, los neutrofilos activados son capaces de eliminar a los trofozoitos
de E. histolytica a través de mecanismos como la produccion de 6xido nitrico y otros
intermediarios del oxigeno. En un modelo murino, en el cual el gen para la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) no se expresa, los abscesos hepaticos fueron de mayor tamafio que los
observados en ratones normales. Adicionalmente, ratones infectados con E. histolytica
expresaron altos niveles de iNOS que aquellos no infectados (Jarillo-Luna, y col., 2002).

La participacion de los linfocitos T en la resolucion de la amibiasis ha sido controversial, ya que
experimentos usando modelos murinos in vivo sefialan que estas células no limitan directamente
la infeccidn; en cambio, in vitro, se ha encontrado que los linfocitos provenientes de humanos
con abscesos hepaticos, son capaces de eliminar trofozoitos de E. histolytica. Los linfocitos T

CD8+ citotdxicos se han relacionado con la destruccion de trofozoitos de E. histolytica: in vitro
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linfocitos purificados y activados con fitohemaglutinina fueron capaces de destruir trofozoitos de
este parasito (Salata, y col, 1987). Similarmente, los linfocitos T CD4+, provenientes de
pacientes con abscesos hepaticos amibianos fueron también capaces de eliminar los trofozoitos
amibianos (Salata, y col., 1986; Vohra, y col., 2003).

Citocinas, tales como IL-2, IL-12 e IFN-y, son producidas por linfocitos hepaticos y células
esplénicas, durante el curso de la infeccion en gerbos con AHA. Este perfil de citocinas
corresponde a una respuesta de tipo Thl la cual favorece la activacion de macrofagos y
neutrofilos que llevan a cabo la destruccion de E. histolytica. Sin embargo, también se ha
reportado la induccién de interleucinas como IL-1 e IL-10 durante la infeccion de E. histolytica,
las cuales estdn asociadas a una respuesta tipo Th2. Esta ultima pudiera ser un mecanismo de
defensa de E. histolytica para evitar una respuesta celular tipo Thl, la cual controla esta

parasitosis (Taldmas-Rohana, y col., 1995).

1.9. Moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) y

algoritmos de prediccion

Existen dos tipos de genes polimorficos del MHC por sus siglas en inglés (Major
Histocompatibility Complex), los genes de clase I (MHC-I) y los de clase II (MHC-II), los cuales
codifican dos grupos de proteinas estructuralmente diferentes pero homologas. Las moléculas de
clase I del MHC presentan péptidos a las células T CD8+ y son reconocidas por éstas, mientras
que las moléculas de clase II presentan péptidos a las células T CD4+ (Abbas, y col., 2002).

Todas las moléculas del MHC comparten una serie de caracteristicas estructurales, que son
esenciales para su papel en la presentacion de péptidos y en el reconocimiento de éstos, por los

linfocitos T (Abbas, y col., 2002).
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Las moléculas de clase I estan constituidas por dos cadenas polipeptidicas unidas sin enlaces
covalentes: la cadena a 44 a 47 kDa esta codificada por el MHC de y la subunidad de 12 kDa
denominada B2 microglobulina. El surco de unién de los péptidos, en las moléculas del MHC-I
consiste en dos estructuras alfa hélices de 32 a 34 kDa, anclados por una estructura beta plegada
(Madden, y col., 1993; Stern, y col., 1994).

La union de los péptidos es llevada a cabo por una red de puentes de hidrégenos, entre la
secuencia de los péptidos y el surco de unidon y a través de interacciones entre las cadenas
laterales, de la cadena de los péptidos y el interior del surco de union (Madden, y col., 1993;
Stern, y col., 1994)

Los péptidos presentados por las moléculas del MHC clase I, son entre 8 y 11 aminonoacidos (aa)
de longitud. La molécula de MHC de clase I acomoda el de péptido en el interior del surco de
unién (Madden, y col., 1993).

Los péptidos presentados a través de las moléculas del MHC de clase II, pueden tener una
longitud hasta de 30 aa (Brusic, y col., 1998). El surco de uniéon de las moléculas del MHC de
clase II, tiene extremos abiertos y acomoda un nucleo de 9 aa en su interior, (Stern, y col., 1994).
Los residuos polimorficos entre los péptidos y el surco de union, determinan el repertorio de
union. La diversidad de las moléculas del HLA, incrementan la probabilidad de que un antigeno
extraiio, pueda contener péptidos de union al MHC apropiados, para el desarrollo de una
respuesta inmune. Los aminoacidos que conforman el surco de unién, de las moléculas del MHC,
determinan la especificidad de la unién al péptido. Solo un conjunto limitado de aminoacidos de
un péptido, puede actuar como ancladores en determinadas posiciones internas, en particular para
cualquier molécula del MHC dada. La posiciones de anclaje son por consiguiente, la clave

fundamental para definir los modelos comunes de motivos de union (Falk, y col., 1991).
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La identificacion de una variedad de motivos de unién al MHC y caracterizacion experimental de

miles de alelos especificos y epitopes para células T, proporcionan una informacion sélida para la

prediccion computacional de péptidos de union. Esto ha generado el desarrollo de una variedad

de algoritmos para la prediccion de péptidos de union al MHC (Brusic, y col., 2004)

Existen diferentes métodos de prediccion de unidon de péptidos a las moléculas del MHC, los

cuales se basan principalmente en las siguientes etapas: (Brusic, y col., 2004)

l.

Realizar una lista de péptidos con afinidad a la molécula del MHC de unién conocida (o
un sistema definido de moléculas del MHC) y la conversion de estos datos a un formato
conveniente para la entrada a una computadora, generando un entrenamiento y pruebas
estadisticas para el sistema de la prediccion.

Definir los algoritmos y sus pardmetros, de modo que la computadora pueda producir la
salida requerida.

Entrenamiento del modelo, usando los datos del entrenamiento del paso 1

Determinar la exactitud del modelo computado, aplicando predicciones a los datos de
prueba, totalmente independientes del paso 1

Si los resultados de la prueba no son satisfactorios, se repiten los pasos 2-5, redefiniendo

el modelo hasta que sea aceptable.

Después de que se desarrolla y se prueba un sistema de prediccion, esta listo para su uso, para

predecir epitopos potenciales de union al MHC de proteinas. Los métodos de uso general para la

prediccion de unidn de epitopos al MHC se muestran en la Tabla 3 (Brusic, y col., 2004)
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Tabla 3. Tipos generales de sistemas de prediccion para péptidos de union al MHC

Método de prediccion Sistema de prediccion de union al MHC
Estadisticos Matrices cuantitativas, Modelo oculto de Markov
Estructurales Motivos de union

Heuristicos Similitud de secuencia

Neurales Redes Neurales Artificiales

Modelado computacional Modelado Molecular

Combinado Modelado molecular/Modelo Oculto de Markov

1.9.1 Sistema de prediccion de union al MHC

1.9.1.1. Similitud de secuencia
Una clave logica es la semejanza que se presenta entre la secuencia de un péptido de unién al
MHC conocido, y un epitopo de interés. La semejanza de secuencia usualmente es determinada
usando métodos de alineamiento estandares como BLAST (Basic Local Alignment and Search
Tool) o FASTA (Brusic, y col., 2004).
Las matrices estandares de comparacion disponibles en base a estos programas no son
convenientes para predecir péptidos de unién al MHC, ya que estos métodos son los menos
exactos para la prediccion de péptidos de union al MHC, por lo cual deben ser evitados, si es

posible (Brusic, y col., 2004).
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1.9.1.2. Motivos de union

Los motivos de union, describen aquellos aminoacidos con una posicién particular dentro de un
péptido, los cuales se pueden unir especificamente a las moléculas del MHC. Los primeros
motivos alelos especificos fueron reportados a partir de moléculas de clase II de ratéon I-Ad a I-
Ed, los cuales permitieron la prediccion potencial de epitopos de células T (Sette, y col. 1989).
Reportes basados en el uso de la secuenciacién y espectrometria de masas han permitido
identificar multiples y diversos motivos (Prilliman, y col, 1998). La base de datos mas completa
con 4500 motivos de union al MHC tanto de clase I como de clase II, esta disponible en
http://www.syfpeithi.de/.

Los programas de motivos de union son faciles de ejecutar y entender, pero su exactitud es baja
(Kast, y c0l.1994). Las limitaciones del valor predictivo de los motivos de unidn, sugieren que
factores como el tamafio y los residuos de anclaje, también son determinantes en la unién al

péptido (Ruppert, y col, 1994).

1.9.1.3. Matrices cuantitativas
Las matrices cuantitativas proporcionan coeficientes para cada aminoacido y para cada posicion
contenida en el péptido. Estos coeficientes pueden ser utilizados con una formulacion apropiada
para calcular los resultados que predigan la unién del péptido. La suposiciones que sostiene este
método son: a) cada posicion contenida en el péptido contribuye independientemente para la
uniéon para una molécula del MHC y b) un residuo situado en una posicion dada del péptido
contribuye con una cantidad igual a unir, incluso dentro de diversos péptidos. Las matrices
cuantitativas de union han sido definidas para diversas moléculas del MHC de clase 1 y II

(Schafer, y col., 1998; Southwood, y col., 1998). Dichas matrices fueron definidas directamente a
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partir de datos experimentales de union a péptidos (Parker, y col., 1994; Schonbach, 1996),
exploracion posicional, librerias combinatorias, o por datos de combinacion de péptidos de union
a partir de diversas fuentes y mediante uso de algoritmos de busqueda, para coeficientes aptos
para la matriz. (Brusic, y col., 1997).

El método TEPITOPE, para prediccion de moléculas HLA-DR de humanos de clase I, incorpora
multiples matrices cuantitativas para la identificacion de péptidos promiscuos de unidon
(Sturniolo, y col., 1999)

El método de matrices cuantitativas, representa una extension del método de motivos de union, es
un método simple y eficaz para implementar. La deficiencia de éste método es que la suposicion
de la contribucion independiente a que une, no hace caso de la contribucion de la estructura total
del péptido. Las matrices cuantitativas que han sido reportadas, son mas exactas en la prediccion,

comparadas con el método de motivos de union (Brusic, y col., 2004).
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1.9.1.4. Redes Neurales Artificiales
Los métodos de inteligencia artificial usando ANNs por sus siglas en inglés (Artificial Neural
Networks), estan basados en modelos que pueden capturar relaciones complejas en los conjuntos
de datos y no estan basados sobre simplificacion de suposiciones como las matrices cuantitativas
(Borras-Cuesta, y col., 2000).
Las ANNs son modelos que consisten de un ntimero de unidades interconectadas que son
activadas por sefales de transmision. Las ANNs pueden tolerar un grado de datos erroneos, y
clasificarlos en datos no lineales, por lo que hace de ellos métodos altamente apropiados para
procesar informacion bioldgica inespecifica. Los datos de unidén a los péptidos contiene
ambigiiedad por la longitud variable de péptidos e incertidumbre sobre la posiciones de las
regiones del centro de union (Borras-Cuesta, y col., 2000).
Las ANNs necesitan un pre-procesamiento, este pre-procesamiento involucra alineamientos de
péptidos similares hacia la posicion de anclaje, las posiciones de anclaje estan bien definidas para
los péptidos de union hacia el MHC de clase 1. Sin embargo, los péptidos de uniéon al MHC de
clase II tiene motivos degenerados y su alineamiento tiene una mayor dificultad, por lo que
requieren aplicacion de técnicas de alineamiento computacional maés sofisticado (Brusic, y col.,
1999). La sensibilidad y especificidad de prediccion por ANNs son proximas al 80% (Brusic, y
col., 1998).
Las ventajas de la ANNs son que pueden adaptarse y pueden mejorar por ellas mismas,
generalizan correctamente, son efectivas con problemas no lineales y son tolerantes a ciertos
niveles de datos erroneos. Por ello, cuentan con un nimero amplio de pardmetros, como una gran
cantidad de datos de union, que simplifican los métodos de prediccion. Se ha reportado que las

ANNS son predictores mas exactos que las matrices cuantitativas (Borras-Cuesta, y col., 2000).
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1.9.1.5. Modelo oculto de Markov

Los modelos ocultos de Markov HMMs por sus siglas en inglés (Hidden Markov Models) son
modelos estadisticos que pueden capturar relaciones complejas en conjuntos de datos. Un HMM
es un trabajo en estado finito, que determina la transicion de un sistema de procesos entre estados
usando probabilidad asociada a distribuciones. Estos pueden modelar un conjunto de variables de
gran tamafo, desarrollando asi secuencias de modelado biologico apropiadas (Mamitsuka, y col.,
1998). HMMs han sido reportado como predictores de péptidos de union al MHC con una alta
exactitud (Mamitsuka, 1998).

Los HMMs realizan predicciones con una exactitud similar a las ANNs y requieren un conjunto
mayor de datos para su entrenamiento, que las matrices cuantitativas. La principal ventaja es que

€stos no requieren un pre-procesamiento de péptidos antes de ser entrenados.
1.10. Vacunas en desarrollo contra la amibiasis

Diversos antigenos de superficie de E. histolytica se han usado como posibles candidatos
vacunales. Algunos de ellos son la lectina Gal/GalNAc (Mann, 2002; Petri, y col., 2002); la
proteina de superficie rica en serina “SREHP” (Zhang & Stanley, 1994); la lipofosfoglucana
“LPG” (Marinets, y col., 1997); la adhesina EhADH-112 (Martinez-Lopez, y col., 2004; Madriz-
Garcia, y col., 2004).

La lectina Gal/GalNAc realiza una funciéon importante en la patogénesis de la amibiasis,
mediante su adherencia a las mucinas del colon, su citotoxicidad y resistencia al complemento
(Ravdin, 1989; Frederick & Petri, 2005). Se ha demostrado que anticuerpos contra epitopos de la
lectina Gal/GalNAc inhiben la adherencia de la amiba a las células blanco (células CHO). Por

otro lado, existen epitopos de la subunidad de 170 kDa de la lectina ricos en cisteina, implicados

23



en la regulacion de una respuesta inmune celular frente a la amibiasis (Petri, y col., 1990; Seguin,
y col., 1995).

La lectina Gal/GalNAc de forma nativa, ha sido usada en la vacunacion de gerbos para
protegerlos contra el absceso hepatico amibiano. La inmunizacién protegido al 67% de los
animales, aun cuando el resto de los animales tuvo un incremento significante del tamafo del
absceso hepatico, sugiriendo que la respuesta inmune para la lectina, también puede exacerbar la
enfermedad (Petri & Ravdin, 1991).

Por otro lado, estudios realizados por Ivory y col., en 2006, inmunizando gerbos con la lectina
Gal/GalNAc de forma nativa, mas oligodesoxinucleotidos de citosina y guanina (CpG-ODN)
como adyuvante para incrementar la respuesta inmune celular Thl, encontraron que los gerbos
desarrollaban una notable respuesta de linfoproliferacion frente a la lectina Gal/GalNAc y un
titulo alto de anticuerpos especificos contra Gal/GalNAc, capaces de bloquear la adherencia de la
amiba a las células CHO. Asi mismo, se encontraron altos niveles de IFN y e IL-12, lo que se
asocia con una proteccion del 100% contra el AHA (Ivory, y col., 2006).

La proteina de superficie rica en serina (SRHEP), esta localizada en la superficie de la amiba, su
region central contiene unidades repetidas en “tandem” de serina. La funcion exacta de SRHEP
permanece desconocida, aun cuando se ha observado que estd podria mediar la union de
trofozoitos de E. histolytica a células eucariontes (Zhang, y col., 1994; Stanley, 1995).

La proteina recombinante SREHP, fusionada a la proteina de unidon a manosa (MBP), ha sido una
vacuna efectiva para prevenir el AHA en un modelo de infeccion de gerbos. En un total de tres
ensayos, el 64% de los gerbos vacunados intraperitonealmente con la SREHP/MBP
recombinante, fueron completamente protegidos ante el desarrollo de AHA, después de la

inoculacion hepatica directa, de trofozoitos virulentos de E. histolytica (Zhang, y col., 1994).
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Estudios realizados con la transferencia pasiva de anticuerpos monoclonales especificos contra
LPG en ratones SCID mostraron que hubo una proteccion efectiva del 91.7% ante el desarrollo
del AHA. Sin embargo, la produccion de LPG amibiano tendria como limitante la falta de las
cadenas complejas de glicana, unidos a residuos de fosfoserina en el esqueleto del polipéptido
(Marinets y col, 1997).

EhCPADH es un complejo inmunogénico, formado por las proteinas Cistein-proteasa (EnCP112)
y la Adhesina (EhADH112) polipéptidos involucrados en la adhesion, efecto citopatico y
fagocitosis de E. histolytica (Arroyo & Orozco, 1987; Garcia-Rivera, y col., 1999).

Se ha demostrado que la inmunizaciéon de hamsteres con polipéptidos recombinantes de la
EhADHI112 inoculados por via subcutdnea, inducen una respuesta inmune humoral contra el
complejo EhNCPADH, asi como una proteccion parcial del 75% contra el AHA. Sin embargo no
se observo una correlacion entre el titulo de anticuerpos y la proteccion contra el AHA (Martinez-
Lépez y col., 2004).

Madriz-Garcia y col. 2004, evalud la respuesta inmune en animales inoculados con los plasmidos
pcDNA-Ehcpl12, que contiene la secuencia del gen de la cistein-proteasa y
pcDNA-Ehadh112, que codifica para la region del carboxilo terminal del gen de la adhesina, y
ademads inocul6 una mezcla de ambos plasmidos. La co-inmunizacion de los animales con los dos
plasmidos origind la induccion de una respuesta de anticuerpos IgG anti-E. histolytica de forma
mas temprana y superior respecto a la inmunizacion con los plamidos separados (Madriz-Garcia
y col., 2004)

La inmunizacién con los plasmidos indujo una respuesta celular, siendo ésta mayor cuado se
inmunizé con el plasmido pcDNA-Ehadh112, en comparacion a la inmunizacion con el plasmido

pcDNA-Ehcp112 (Madriz-Garcia y col., 2004). En contraste, la respuesta inmune celular no fue
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notablemente superior en la mezcla de los plasmidos. De forma interesante, la disminucidn contra
el AHA fue solamente detectada en animales que recibieron la mezcla de los plasmidos mas no
asi cuando se inocularon los plasmidos de forma independiente (Madriz-Garcia y col., 2004).

La identificacion de los epitopes T del tipo Thl en las proteinas ERADH112 y EhCP112 en el
presente trabajo, abrird la posibilidad de considerarlos como posibles antigenos especificos para
el desarrollé de vacunas de subunidades para inducir una inmunidad celular protectora contra la
amibiasis invasora, por lo que en el futuro deberd de evaluarse la formulacidon, via de

administracion, dosis y proteccion.
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2. Justificacion

Entamoeba histolytica causa aproximadamente 100, 000 muertes por afio ocupando el tercer lugar de
mortalidad debida a protozoarios parasitos a nivel mundial. A pesar de las medidas higiénicas
preventivas adoptadas en diversos paises, la amibiasis continia siendo un problema de salud publica
en paises en desarrollo como el nuestro.

Durante la parasitosis se genera una respuesta inmune humoral y celular, lo que ayuda a limitar la
infeccion en individuos inmunocompetentes. Esta respuesta inmune orquestada durante la infeccion
por E. histolytica, ha sido estudiado por més de una década con la idea de producir vacunas que
protejan efectivamente a la poblacion expuesta en areas endémicas.

Se ha reportado que E. histolytica puede dirigir la respuesta inmune hacia un perfil Th2, lo cual no
parece afectar al parasito, sino que favorece su invasion y sobrevivencia. (Talamas-Rohana, y col.,
1995).

Por otro lado, estudios realizados en gerbos inmunizados con la lectina Gal/GalNac de forma nativa,
mas oligodesoxinucléotidos de citosina y guanina (CpG-ODN) como adyuvante para incrementar la
respuesta inmune celular Th1, mostraron que los gerbos inmunizados desarrollaban una respuesta
notable de linfoproliferacion frente a la lectina Gal/GalNac y un titulo alto de anticuerpos especificos
contra Gal/GalNac, los cuales eran capaces de bloquear la adherencia de la amiba a las cé¢lulas CHO.
Asi mismo, se encontraron altos niveles de IFN-y e IL-12, citocinas de tipo Thl, lo que se asoci6 con
una proteccion efectiva del 100% contra el AHA (Ivory y col., 2006)

Por lo tanto la identificacioén de los epitopes T del tipo Thl en las proteinas EKNADH112 y EnCP112,
abrira la posibilidad de considerarlos como posibles antigenos para la induccion de la inmunidad

protectora contra, la amibiasis invasora.
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3. Hipotesis

Las proteinas EhCP112 y EhADH112 de Entamoeba histolytica tienen epitopos del tipo Thl, por
lo que podrian ser identificados mediante el patrén de expresion de citocinas Th1 inducidas en los

esplenocitos de hamsteres.
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4. Objetivo General

Identificar epitopos T del tipo Thl en las proteinas del complejo EhCPADH de Entamoeba

histolytica.
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5. Objetivos Particulares

l.

Realizar un andlisis in silico para predecir epitopos T de las proteinas EhADHI112 y
EhCP112.

Clonar, expresar y purificar los epitopos T predichos in silico.

Estudiar la respuesta inmune humoral y celular inducida por la inmunizacién de los
poliepitopos .

Identificar los epitopos Thl, por medio del perfil de citocinas expresadas en esplenocitos

de hamsteres inmunizados con los epitopos sintéticos predichos in silico
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6. Materiales y Métodos

6.1 Cepas Bacterianas

Escherichia coli DH5a (E. coli): ¥~ end Al, gyrA96, Thi- 1, hsdR17, supE44, relAl, F 80D
lacZD M15, D (lac ZY A-argF) U169.

E. coli BL21(DE3) pLys E: B, F-, dem, ompT, hsdS, gall(DE3), (pLYSE Cam"). Contienen un
inhibidor de la RNA polimerasa T7 para prevenir la expresion en células no inducidas y el

plasmido pLysE con T7 lisozima.
6.2. Plasmido

El pGEX-6P-1, posee un tamafio de 4984 pb y se utilizo para la clonacion de los genes de los
poliepitopos T de las proteinas del complejo ENCPADH. Codifica para una proteina Glutation-S-
transfera (GST) como proteina de fusion, posee una region de multiclonacion un marcador de

resistencia a ampicilina, el gen lac I y el promotor tac. Figura 2
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Figura 2. Representacion esquemaitica del vector pGEX-6P-1. Amp, gen de resistencia para el antibidtico
ampicilina; ori, origen de replicacion; lacl?, gen de la proteina represora del promotor tac, el cual previene la

expresion de la GST hasta la induccion por IPTG; sitio de multiclonacion.
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6.3. Antibioticos

Ampicilina: se disolvio en agua destilada estéril a una concentraciéon de 100 mg/ml. En los
medios de cultivo se ajustd a una concentracion de 100 pg/ml, se usd para la seleccion de
transformantes portadoras del plasmido pGEX-6P-1.

Cloranfenicol: se disolvio en etanol absoluto grado biologia molecular a una concentracion de 34
mg/ml. En los medios de cultivo se ajustd a una concentracion de 34 pg/ml, se usé para la

seleccion de bacterias (CamR)

6.4. IPTG (isopropil-p-D-tio-galactosido)
Se utilizé IPTG como inductor del promotor tac, se preparo a una concentracion de 100 mM. En

los medios de cultivo se ajusto a una concentracion final de 1 mM.

6.5. Medio de cultivo Luria-Bertani (LB)

Para la propagacion y mantenimiento de E. coli DH5a y E. coli BL21(DE3) pLys E, se utiliz6 el

medio Luria-Bertani, el cual contenia la siguiente composicion.

Triptona 10g
Extracto de lavadura 5¢g
Cloruro de sodio 10g
Aguac.b.p 1000 ml

Cuando se requirid preparar medio so6lido, se le adicionaron 15 g de agar a la mezcla anterior.
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6.6. Triton X-100
Tritén X-100 se disolvié en PBS a una concentracion del 20%. (20g en 100 ml de PBS). Se us6

en la prueba de solubilidad de la proteina recombinante a una concentracion de 1%.

6.8. Sarcosyl (N-Lauroylsarcosine)

Sarcosyl se disolvid en PBS a una concentracion del 20%. (20g en 100 ml de PBS). Se us6 en la

solubilizacion de los cuerpos de inclusion de las proteinas recombinantes a concentraciones de

0.6%, 1%y 1.5%.

6.9. EDTA

EDTA se disolvi6 en agua destilada a una concentracion de 0.5M (186.1g en 1000 ml de agua

destilada). Y se ajusté a un pH de 8.0 con hidréxido de sodio

6.10. SDS

SDS (Duodecil Sulfato de Sodio) se disolvio en agua destilada a una concentracion del 10% (1 g

en 100 ml)

6.11. Regulador TAE (Tris-Acetato EDTA)

Para el corrimiento electroforético de acidos nucléicos en geles de agarosa se utilizo el regulador

TAE 1X, a partir de una solucién de trabajo al 50X el cual contenia la siguiente composicion

Tris ultrapuro 242 g
Acido acético glacial puro 57,1 ml
E.D.T.A. 0.5M, pH 8 100 ml
Aguac.b.p 1000 ml

Hidroéxido de sodio puro para ajustar a pH 8 y esterilizado por autoclave 15 1b a 121°C por 15 min.
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6.12. Regulador Tris-Glicina SDS
Para el corrimiento electroforético de proteinas en condiciones desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida se utilizé el regulador Tris-Glicina SDS al 1X, con solucién de trabajo al 10X, el

cual contenia la siguente composicion.

Tris base 303 ¢
Glicina 1440 g
SDS 100 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

6.13. PBS (Solucion Reguladora de Fosfatos)

Para la re-suspension de las bacterias para sonicar se utilizé el regulador PBS 1X, con solucion de

trabajo al 10X, el cual contenia la siguiente composicion.

NaCl 140 mM
KCl 2.7mM
Na,HPOy4 10 mM

KH,PO4 1.8 mM

Ajustado a un pH de 7.3
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6.14. Marcadores de tamaiio molecular

Los marcadores de tamafio molecular usados en los ensayos electroforéticos fueron 2 log ladder

(NEB) y 100 bp ladder (NEB)

6.15. Marcadores de peso molecular

El marcador de peso molecular usado en los ensayos de SDS-PAGE y la inmunodeteccion fue

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas)

6.16. Enzimas

Las enzimas fueron utilizadas siguiendo las recomendaciones del fabricante y se enlistan a

continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4. Enzimas

Enzima Concentracion Marca Temperatura
EcoR 1 10 U/ul NEB 37°C

Xho 1 10 U/ul NEB 37°C

Taq DNA pol 5 U/ul Invitrogen 61-94 °C

T4 DNA ligasa 3 U/ul NEB 16 °C
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6.17. Electroforesis de acidos nucléicos

Las muestras de DNA plasmidico y de productos de PCR de los genes sintéticos sin restringir y
restringidos con las enzimas EcoR 1y Xho I a 37°C durante 3 h se analizaron en geles de agarosa
al 1.5% usando el regulador TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1mM, pH 8.0) a 95-100 volts.

Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 mg/ml) y se visualizaron con luz UV, en un
documentador de geles (Gel Doc, BioRad).
6.18. Prediccion de epitopos T mediante Analisis in silico

El andlisis in silico de epitopos T se realizdo con el programa PROPRED, usando el servidor

http://www.imtech.res.in/raghava/propred. Los epitopos predichos con el programa PROPRED

de las proteinas EhADH112 y EhCP112, se consideraron como epitopos promiscuos cuando se
unieron a mas del 50% de los HLA-DR incluidos en su base de datos del programa, utilizando un

umbral ajustado al 3%.

6.19. Disefio y Sintesis de oligos

A partir de la secuencia de DNA de E. histolytica que codifica para las proteinas EhCP112 y
EhADHI112 (No. de acceso NCBI AF127375) se hizo la traduccion con el programa “Gene
runner version 3.05”, y se identificaron las secuencias de codones que codifican los aminoacidos
correspondientes a los epitopos T promiscuos predichos in silico. Una vez identificadas las

secuencias de codones de E. histolytica para los epitopes T, se optimizaron para el uso
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preferencial de codones en E. coli mediante el programa DyNAVacS ubicado en la siguiente

URL http://miracle.igib.res.in/dynavac.

Posteriormente, a la secuencia de DNA con los epitopos T se le adicionaron secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoR I en el 5’y Xho 1 en el 3" y 6 nucledtidos

mas en cada extremo para facilitar el corte de las enzimas.

6.20. Ensamble de los genes sintéticos para los poliepitopos de la EhnADH112
y EhCP112
El disefio del ensamble de los genes sintéticos para los poliepitopos se determind utilizando el

programa PCR-Oligomaker, localizado en la URL:

http://publish.yorku.ca/~pjohnson/AssemblyPCRoligomaker.html. El programa diseiié una serie

de oligonucléotidos que tenian regiones complementarias las cuales sirvieron como iniciadores
para la extension de la DNA polimerasa, la cual rellend las regiones existentes entre dichos

oligodesoxinucléotidos. Los oligonucléotidos para el ensamble se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Oligonucléotidos para el ensamble de los genes sintéticos para los poliepitopos

EhADH112 y EhCP112

Nombre Secuencia

ensamADH1 | 5-CCCCGGGAATTCCTGCAGACCCTGACCACCCTGGCGCTGGGCTGCGC-3

ensamADH2 | 5°-GAATGCCCTGCGCCACCGCGTTAATATGCATAATCAGATGCGCGCAGCCCAGCG -3

ensamADH3 | 5'-GTGGCGCAGGGCATTCCGCAGGATATTATTATTAACGCGAACCGCCTGAAACAGCTG-3

ensamADH4 | 5 -TGGTAATAAATTCCATCTGCTGGCAAATGCTGTTATAGGTGTTCAGCTGTTTCAGGCGGT-3

ensamADHS | 5°:GCCAGCAGATGGAATTTATTACCACCATTGAAGCGATTAAAATTTATGAAAAAAACGAAAAAATTACCGG-3

ensamADHO6 | 5-GTTAATCGCCACGCGCAGGCGCTGCACCATGCCGGTAATTTTTTCGTTTTTTTCATAAATTTTAAT-3

ensamADH7 | 5-TGCGCGTGGCGATTAACGCGGCGGATCTGAGCATGGTGCGCAGCATTACCGGCAACA-3

ensamADHS8 | 5-TAATACGACTCACTATACCCCCGCTCGAGTTACTGGCTGTTGCCGGTAATGCTGC-3

ensamCP1 5’-CCCCGGGAATTCTATATTCGCATTAAAACCACCAACCTGTGCGGCATTATGGTGCT-3

ensamCP2 5’-CGCTCACCAGAAACGGGCCATAATGATGCAGCAGTTTTTTCAGCAGCAGCACCATAATGCCGCAC-3

ensamCP3 5’-CCCGTTTCTGGTGAGCGTGAAAGTGAGCGGCACCGGCTTTAGCGTGGTGCTGATGGATGGCTATCG-3

ensamCP4 5’-CGCTCGCCCAGCTGTTGCGAATAATAAAATATTCCACGCATTCGCGATAGCCATCCATCAGCACC-3

ensamCP5 5’-ACAGCTGGGCGAGCGGCTGGATTGTGGTGGCGTTTCTGCTGCTGGTGAGCAACCAGAAAACCCA-3

ensamCP6 5"-TAATACGACTCACTATACCCCCGCTCGAGTTAAATGCTCTGGGTTTTCTGGTTGCTCAC-3

La Tm de ensamble fue de 60°C

A la vez, el programa diseié un par de iniciadores para amplificar aquellas cadenas de
oligonucléotidos que presentaron la secuencia y longitud esperada para la cadena de DNA

codificante. Los oligonucléotidos para la PCR de amplificacion se muestran en la Tabla S.
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Tabla 6. Oligonucléotidos para la amplificacion del gen sintético de los poliepitopos

EhADH112 y EhCP112

Nombre | Secuencia

flangADHI | 5'-CCCCGGGAATTCCTGCA-3'

flangADH2 | 5'-TAATACGACTCACTATACCCCCG-3'

flanqCP1 5'-CCCCGGGAATTCTATATTCGC3'

flanqCP2 5'-TAATACGACTCACTATACCCCCG-3'

La Tm de amplificacion fue de 60°C

Para la PCR de ensamble se usaron 4 ul de cada oligonucléotido (0.125 pg/ul),
4 ul de dNTPs (5mM), 10 ul de Buffer de PCR 10X, 0.5 ul de Taq polimerasa, se ajustdé a un
volumen final de 100 pl con agua destilada estéril. La mezcla se sometio a 8 ciclos de amplificacion a
94 °C (1.5 min), 60 °C (2 min) y 72 °C (3 min). Previo a los ciclos se aplico un ciclo de
desnaturalizacio de 94 °C durante 7 min, después del Gltimo ciclo se adicion6 una etapa de extension
de 72 °C por 5 min. Como control negativo se utilizaron las condiciones mencionadas anteriormente,
pero se omitio la Taq polimera.

Para la PCR de amplificacion se uso 1 pl de la mezcla de la primera reaccion de PCR, 4 pl de cada
primer (0.250 pg/ul), 4 ul de dNTPs (SmM), 10 ul de Buffer de PCR 10X, 1.5 U de Taq polimerasa y
se ajusto a un volumen final de 100 pl con agua destilada estéril. La mezcla estuvo sujeta a 25 ciclos
de amplificacion a 94 °C (1.5 min), 54 °C (2 min) y 72 °C (3 min). Previo a los ciclos se aplicaron
94°C durante 7 min. Después del ultimo ciclo se adicioné una etapa de 72 °C por 5 min. Como
control negativo se utilizé las condiciones mencionadas anteriormente pero se sustituyo el producto

generado en el PCR de ensamble por agua destilada estéril.
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6.21. Clonacion de los genes sintéticos de los poliepitopos T del complejo
EhCPADH

6.21.1. Purificacion del plasmido pGEX-6P-1

La purificacion del plasmido pGEX-6P-1 se realizo con la técnica de miniprep de acuerdo a las

especificaciones del “kit” FastPlasmid™ Mini (Eppendorf).

6.21.2. Digestion de los genes sintéticos de los poliepitopos T con las enzimas de
restriccion EcoR 1y Xho 1.

La digestion por cada microgramo de los genes sintéticos de los poliepitopos de T obtenidos por
PCR se realiz6 con las enzimas EcoR 1 y Xho 1 segin las especificaciones del fabricante (New
England Biolabs, USA), se utiliz6 el “buffer EcoR 1”, temperatura de 37°C y una incubacion de 3
h. Asi mismo la digestién por cada microgramo de vector p-GEX-6P1 se realiz6 con las enzimas
y condiciones mencionadas, y se purificd a partir de gel de agarosa con el “kit” (QUIAEX II,
QIAGEN).
La concentracion de DNA restringido se determino en gel de agarosa al 1.5% usando 1 pg/carril

de marcador 2 log (New England Biolabs).

6.21.3. Ligacion de los genes sintéticos de los poliepitopos EnCP112 y EhADH112 en

el vector pGEX-6P-1
Los productos digeridos de los genes sintéticos de los poliepitopos T se ligaron al vector pGEX-

6P-1 usando una relaciéon molar 5:1, inserto:vector se mezclaron 1.5 pl (5U) de ligasa T4, 3 ul de
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buffer de ligacion 5X, 5 ul de inserto (250 moles) y 1.5 ul de pGEX-6P-1 restringido con EcoR 1
y Xho 1 (50 moles) y 4 ul de agua estéril. La mezcla se incubo 16 h a 16°C, como control

negativo se hizo una mezcla similar omitiendo el inserto.

6.22. Transformacion

6.22.1. Preparacion de bacterias E. coli cepa BL21 (DE3) competentes
A 5 mL de medio LB se adicion6 una colonia bacteriana de E. coli BL21 (DE3), se incub6 toda la
noche en agitacion constante a 250 rpm a 37 °C. De este cultivo se tomaron 2.5 ml y se agregaron
a 250 ml de medio LB, se incubaron 2 h con agitacion constante a 37°C hasta obtener una D.O.
sosnm = 0.5, el cultivo se centrifugd a 1000 X g durante 1 min a 4°C, se decant6 el sobrenadante y
la pastilla se resuspendi6 en 100 ml de MgCl, 0.1 M frio, nuevamente las bacterias se
centrifugaron a 1000 X g durante 1 min. El sobrenadante se descartd y las bacterias se
resuspendieron en 100 ml de CaCl, 0.1 M frio, se colocaron en hielo 20 min, se volvid a
centrifugar a 10000 X g durante 1 min. y se descartd el sobrenadante. Finalmente la pastilla, se
resuspendi6 en 10 ml de CaCl, 0.1 M y 1.75 ml de glicerol estéril, se hicieron alicuotas de 50 pl

en tubos de Eppendorf'y se almacenaron a -70 °C.

6.22.2.Transformacion de E. coli

Para la introduccion de los plasmidos recombinantes a E. coli, se usaron 2 pl de la mezcla de

ligacion descrita anteriormente y se mezclo con 100 pl de bacterias competentes de E. coli. BL21
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(DE3), se incubaron en hielo por 30 min Posteriormente se aplicd un choque térmico de 42°C por

90 S y después se incubaron en hielo 5 min.

Al término de este tiempo se adicionaron 600 pl de medio LB y se incub6 en agitacion 1 h a
37°C. Finalmente las bacterias se sembraron por espatulado 200 pl de cultivo en cajas LB solido

con ampicilina (100 pug/mL) y cloranfenicol (34 pg/ml), y se incubaron invertidas a 37° por 24 h.

6.22.3. Anilisis de restriccion del DNA plasmidico recombinante

El analisis de restriccion del DNA plasmidico de las transformantes se llevd a cabo con las
enzimas EcoR 1y Xho 1, para corroborar la presencia del fragmento de interés. Las clonas que
liberaron el inserto de 391 y 249 pb correspondientes al DNA de los poliepitopos EhADH112 y

EhCP112 respectivamente, se resembraron para obtener los abastos de DNA plasmidico.

6.22.4. Secuenciacion de los plasmidos recombinantes

Para verificar la integridad y el marco de lectura de los genes clonados respecto al vector, se
determind la secuencia nucleotidica utilizando oligonucléotidos especificos para el vector pGEX-

6P-1 mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7. Secuencia de iniciadores para secuenciar el plasmido pGEX-6P-1

Posicion de
Nombre Secuencia
Alineamiento
Iniciador de secuenciacion PGEX 5°. 5'-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3' 869-891
Iniciador de secuenciacion PGEX 3°. 5'-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3' 1056-1034
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6.23. Induccion y purificacion de los poliepitopos recombinantes

6.23.1. Induccion de la expresion de los péptidos recombinates

Una colonia de bacterias transformadas se crecido en 5 ml de medio LB liquido con ampicilina
(100 pug/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml) por (3h), se tomd 1 ml del cultivo y se adicionaron a 250
ml de medio LB-ampicilina-cloranfenicol y se continu6 el crecimiento hasta que el cultivo
alcanzd una D.Ogponm=0.6, En este punto se adicion6 IPTG a una concentracion final de 1 mM, y

se incubd durante 3 h a 37°C.

6.23.1. Extraccion de los poliepitopos recombinates

Alicuotas de 1.5 ml tomadas de los cultivos bacterianos se centrifugaron a 12000 g en una
microcentrifuga durante 1 min, se desecho el sobrenadante y la pastilla bacteriana se resuspendio
en 200 pl de solucion de muestra 1X (Tris HCI 125 mM, SDS 2% y glicerol 20% pH 6.8), se
mezclo con vortex durante 1 min y se hirvieron durante 5 min. Cada 60 min se tomaron alicuotas
para analizar la expresion de las proteinas recombinantes por electroforesis en geles de

poliacrilamida-SDS al 12%.

6.23.2. Inmunodeteccion
Los extractos bacterianos separados por SDS-PAGE, fueron electrotransferidos a membranas de
nitrocelulosa utilizando el regulador de transferencia (Tris 25mM, Glicina 192mM, metanol
20%). Luego de la transferencia se lavd la membrana 5 min con PBS (NaCl 14.0 mM , KC1 2.7
mM, Na,HPO4 10 mM y KH,PO4 1.8 mM ) para posteriormente bloquearla con PBS-leche 3%

(PBS-leche en polvo descremada al 3%) por un tiempo de una hora a temperatura ambiente.
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Subsecuentemente se incubd con el anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina GST
(1:12000), durante un tiempo de 1 h a temperatura ambiente. Una vez retirado el anticuerpo
monoclonal se lavé la membrana tres veces con PBS durante 10 min.

La union del anticuerpo monoclonal anti-GST se detectd usando anti-IgG de raton hecho en cabra
(1:10000) acoplado a peroxidasa. Para ello se incubaron las membranas con dicho anticuerpo
durante 1 h y posteriormente se lavo de la forma descrita anteriormente.

6.23.3. Prueba de solubilidad de los poliepitopos recocombinantes

El cultivo de E. coli BL21(DE3) inducido con IPTG 1mM se centrifugéd a 2000 rpm por 30 min a
4 °C, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié con 50 pul de PBS frio por cada mililitro de
cultivo. Posteriormente, se sonico con los siguientes ciclos: 3 ciclos de 30 S a una amplitud de
70. Posteriormente se tom6 una alicuota de 3 ml y se adicion6 Triton X-100 a una concentracion
final de 1%, se mezcl6 durante 30 min, subsecuentemente se centrifugd a 10000 rpm por 10 min
a 4 °C. El sobrenadante y los detritus celulares fueron analizados en SDS-PAGE 12% para

identificar en que fraccion se encontraban las proteinas de interés

6.23.4. Purificacion de los poliepitopos T recombinantes EnADH112 y EhCP112
La purificaciéon de los epitopos T recombinantes se realizd mediante afinidad a una matriz de
glutation sepharosa. La fraccion soluble de los extractos de E. coli se aplico a la glutation sepharosa
equilibrada con PBS 1X y Triton X-100 al 1%. De esta forma los proteinas recombinantes quedaran
retenidos en la glutation sepharosa hasta su elusion con un gradiente de glutation reducido de acuerdo
a las especificaciones del fabricante (Tris-HCl 50 mM, Glutatiéon reducido 10 mM, pH 8.0),
recogiéndose las fracciones de lavado y elusion, las cuales fueron analizadas por SDS-PAGE 12%, en

geles tefiidos con azul de coomassie.
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6.24. Inmunizacion de los hamsteres con los poliepitopos T recombinantes

de las proteinas EnADH112 y EnCP112

Se utilizaron hamsteres sirios dorados (Misocricetus aureatus) machos, con 4 semanas de edad.
Se dividieron en grupos de 5 animales, se inmunizaron por via subcutinea en el lomo con 120 ug
del péptido recombinante junto con el adyuvante incompleto de Freund. Como controles se
utilizaron animales inmunizados con 120 pg de la GST y el adyuvante incompleto de Freund.

Los hamsteres fueron inmunizados tres veces en intervalos de 14 dias y sangrados del plexo

retro-orbital al dia 0 (suero preinmune) y en cada inmunizacidn subsiguiente.
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6.25. Evaluacion de la respuesta inmune desarrollada por la inmunizacion

de epitopos T recombinantes

6.25.1 Inmunoensayo enzimatico (ELISA)
Las placas de ELISA fueron sensibilizadas con 1 pg de los poliepitopes T recombinantes en
regulador de carbonatos 0.05 M, pH 9.6) toda la noche a 4°C. Posteriormente se adicionaron 50
pl de de suero de hamster (1:100) a cada pozo. Después se lavaron las placas tres veces con H,O-
Tween-20 al 0.005% y se incubaron una hora a 37°C con 50 pL de anti-IgG de hamster (1:1000)
marcados con HRP, la reaccion se desarrolld con OPD (Ortofenilendiamino) y H,O, al 0.04%

como sustrato de la peroxidasa. Se midio en un lector de ELISA a una DO de 492 nm.

6.25.2. Evaluacion de la respuesta inmune celular desarrollada por la inmunizacion de
epitopos T recombinantes
6.25.2.1. Ensayos de proliferacion celular

Los hamsteres inmunizados se sacrificaron a los 64 dias y se obtuvieron los esplenocitos, se
adicionaron 5 ml de medio RPMI libre de suero. Posteriormente los esplenocitos se
resuspendieron a una concentracion de 2 X 10° células/ml en medio RPMI con 10% de FCS, 100
U/ml de penicilina y 100 ug/ml de sulfato de estreptomicina.
Para la proliferacion celular de los linfocitos T, se cultivaron a una concentracion de 2 X 10°
linfocitos por pozo con 10 pg de epitopos T sintéticos. Como control negativo se utilizaron
linfocitos cultivados medio RPMI, y para el control positivo los linfocitos se incubaron con 2.5
ug/ml de concanavalina A en cada pozo. Los linfocitos se cultivaron por 72 h a 37°C en una

atmoésfera humeda con 5% de CO2, posteriormente se adicion6 15 pL de la solucion DYE
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(CellTiter 96® ) y se incubd durante 4 h. La coloracion adquirida se midi6 con un lector de
placas de 96 pozos a una longitud de onda de 490 nm.

6.25.2.2. Cuantificacion del patrdon de citocinas por PCR en tiempo real
Los esplenocitos, se cultivaron a una concentracion de 4 x10° por pozo con 10 pg de epitopos T
sintéticos. Como control negativo se utilizaron linfocitos cultivados en medio RPMI.
Una vez cultivados los esplenocitos estimulados con epitopos T sintéticos, se procedio a realizar
la extraccion de ARN con TRIZOL®, posteriormente las muestras con ARN se trataron con
DNAsa I libre de RNasa para eliminar cualquier posibilidad de contaminaciéon de ADN
gendmico.
La transcripcion reversa-PCR (RT-PCR) se realizé a partir de 1 pg de ARN por muestra. se
utilizé 0.5 pg de oligo dT, 10 ul de H,O-DEPC, se incub6 10 min a 70°C. Inmediatamente
después la muestra se incubd en hielo durante 5 min. Subsecuentemente a la mezcla se le
adicionaron 2 pl de DTT 100 mM, 1 pl de dNTPs 10 mM y se incubd a 42°C durante 2 min.
Posteriormente se le adiciond 1 pl de Superscript I 200 U/ul y se incub6 a 42°C durante 50 min,
una vez concluida ésta incubacion se centrifugd a 10000 g a 4°C. Se inactivo la enzima
incubando la mezcla a 70°C durante 15 min, después se le adiciond RNAsa libre de DNAsa y se
incubo durante 20 min a 37°C. Finalmente se guardo a -70°C hasta realizar los ensayos de PCR

en tiempo real.

El andlisis de PCR en tiempo real se realizé por duplicado en el equipo Applied Biosystems

7300, usando: 1 pl de cADN, 0.4 uM del primer sentido, 0.4 uM del primer antisentido y
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“QuantiTec SYBR Greenn PCR Master Mix (QIAGEN)” segin las especificaciones del

fabricante

Los iniciadores para el PCR en tiempo real fueron los siguientes:

IFN-y

Sentido 5’-GGCCATCCAGAGGAGCATAG-3’
Antisentido  5'-CCATGCTGCTGTTGAAGAAGTTAG-3’
11-4

Sentido 5’-CCACGGAGAAAGACCTCATCTG-3’,

Antisentido  5'-GGGTCACCTCATGTTGGAAATAA-3’

hptr
Sentido 5’- AGATCCACTCCCATAACTGTAGATTTTAT3-3’
Antisentido  5'- CATCCGCACCATTAATTTTTAAGTC-3’

La activacion de la enzima se realizo a 95°C durante 15 min. Las condiciones de amplificacion
consistieron en 40 ciclos de 20 s a 95°C, 20 s a 56°C y 35 s a 72°C. Los niveles del mensajero

para cada gen se normalizaron con relacion al gen constitutivo hptr.

6.26. Bancos de datos, programas y servidores informaticos

6.26.1. Genbank
Base de datos de secuencias gendmicas de la cual se obtuvieron las secuencias reportadas de los
genes EhADH112 y EhADH112 de E. histolytica (URL:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucleotide ).
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6.26.2. PCR-Oligomaker
Programa computacional creado para la designacion automatizada de oligodesoxinucléotidos para
la construccion basada en PCR de moléculas de DNA de gran longitud (URL

http://publish.yorku.ca/~pjohnson/AssemblyPCRoligomaker.html ).

6.26.3.ProPred
El objetivo de este servidor fue predecir regiones de union al MHC-II en una secuencia de
antigeno, usando matrices cuantitativos derivados de la literatura publicada por Sturniolo, y col.,
1999. El servidor ayudé a localizar regiones de unién promiscuas que son utiles en la seleccion

de epitopos candidatos vacunales (URL: http://www.imtech.res.in/raghava/propred/ ).

6.26.4.Blast-P
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informatico de alineamiento de
secuencias de tipo local de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia problema
comunmente llamada “query" contra una gran cantidad de secuencias que se encuentren en una
base de datos. El algoritmo encuentra las secuencias de la base de datos que tienen mayor

parecido a la secuencia query (URL: http://www.expasy.org/tools/blast/)

6.26.5. Clustal W
Su propésito general es el alineamiento multiple de secuencias de DNA o proteinas. Se utilizd
para evaluar si la construccion del poliepitopo no contenia relacion con proteinas del hospedero.

URL.: http://www.expasy.org/cgi-bin/hub
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7. Resultados

7.1 Analisis de sitios de union a las moléculas HLA-DR presentes en las proteinas
EhADH112 y EhCP112 usando el programa ProPred
Para saber el reconocimiento que tendrian los alelos incluidos en la base de datos del programa
ProPred sobre las proteinas completas, se ejecutd un analisis con umbrales de 3% (Figura 3) y
1% (Figura 4). Lo cual permiti6 identificar los epitopos que contienen la mejor puntuacion y
realizar un anélisis comparativo de los resultados obtenidos usando una baja astringencia (umbral
del 3%) y los inferidos a una mayor astringencia (umbral del 1%) con lo que se disminuy6 los
epitopos falsos positivos en el analisis final
El anélisis in silico de la proteina ERADH112 revelo6 que el 100% (51/51) de los alelos HLA-DR
reconocieron a dicha proteina cuando se usé un umbral ajustado al 3%, mientras que el 98.03%
(50/51) de los mismos la reconocieron cuando se uso un umbral ajustado al 1% (Tabla 8).
Por otro lado, la proteina EhCP112 presentd epitopos que fueron reconocidos por el 100%
(51/51) de los alelos HLA-DR (Tabla 8), cuando se usaron umbrales del 3% (Figura 5) y del 1%
(Figura 6) aunque para este ultimo valor de umbral se observé una disminucion en el nimero de

epitopos falsos positivos.
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La linea continua representa la secuencia de aminoacidos de la proteina. Cada fila representa el analisis realizado para cada uno de los 51 alelos HLA-DR

disponibles en la base de datos del programa ProPred. Las lineas discontinuas representan los epitopos identificados.
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7.2. Identificacion de epitopos T promiscuos de las proteinas ELADH112 y EhCP112
Cuando se analizaron las regiones que contenian los epitopos de union para los diferentes alelos
HLA-DR, para cada una de las proteinas en cuestion se consideraron promiscuas aquellas que
fueron reconocidas por mas del 50% de los alelos de la base de datos del programa ProPred,
utilizando un umbral del 3%.

Las regiones mdas promiscuas en la proteina EhADHI112 fueron las siguientes:
P1-ADH112(aal74-aal97), P2-ADH112(aa396-aa428), P3-ADH112(aa544-aa552),
P4-ADH112(aa605-2a620) y P5-ADH112(aa659-aa670). Tabla 9. Mientras que para la proteina
EhCP112, las regiones de mayor promiscuidad fueron: P1-CP112(aa360-aa371), P2-

CP112(aa277-aa303), P3-CP112(aa331-aa354), P4-CP112aa4-aa20. Tabla 9.
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Tabla 9. Regiones promiscuas de las proteinas EhADH112 y EhCP112

Unidn a los alelos HLA-DR

No. de alelos unidos/

% de unién
PéptldO Secuencia No de alelos evaluados

Umbral Umbral Umbral Umbral

ajustado ajustado ajustado ajustado

al 3% al 1% al 3% al 1%
P 1 _ADH] 1 2 174- LQTLTTLALGCAHLIMHINAVAQG- 197 48/5 1 28/5 1 94 1 1 5490
P2-ADH112 396-IPQDIIINANRLKQLNTYNSICQQMEFITTIEA-428 | 45/51 26/51 88.23 50.98
P3-ADH112 | 544- IKIYEKNEK- 552 27/51 | 18/51 |5294 | 35.29
P4-ADH112 | 605- ITGMVQRLRVAINAAD-620 37/51 17/51 | 72.54 | 33.33
P5-ADH112 | 659- LSMVRSITGNSQ- 670 39/51 19/51 | 76.47 |37.25
P1-CP112 360- YIRIKTTNLCGI- 371 48/51 | 37/51 |94.11 |72.54
P2-CP112 277-MVLLLKKLLHHYGPFLVSVKVSGTGES- 303 51/51 41/51 100 80.39
P3-CP112 331- VVLMDGYRECVEYFIIRNSWASGW- 354 49/51 31/51 96.07 60.78
P4-CP112 4- IVVAFLLLVSNQKTQSI- 20 51/51 | 43/51 100 84.71
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7.3. Construccion de los genes sintéticos de los poliepitopos EhADH112 y EhCP112

La generacion de los genes sintéticos para los poliepitopos ENADH112 y EhCP112 se realizaron
mediante la técnica de PCR en dos etapas.

Los productos que se originaron en la primera reaccion de PCR fueron de diversos tamarfios,
siendo mayoritarios aquellos que tenian un tamafio aproximado de 100 pares de bases. Sin
embargo, también estaban presentes aquellos que contenian la secuencia codificante de los
poliepitopos T disefiados para la EnADH112. (Figura 7, carril 2) y para la EhCP112 (Figura 7,
carril 6)

En la segunda reaccion de PCR usando los iniciadores especificos para cada gen se obtuvieron
productos unicos con las tallas esperadas de 309 pb para el gen del poliepitopo T de la
EhADHI112 (Figura 7, carril 4) y de 267 pb para el gen del poliepitopo T de la EhCP112

(Figura 7, carril 8).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

300 p <—326 pb
«—284 pb

200 p

100 p

Figura 7. Perfil electroforético de los productos de PCR de los poliepitopos EhADH112 y EhCP112.
Carril 1: Marcador 2 log; Carril 2: Producto de PCR para el ensamble del gen sintético del poliepitopo T de la
EhADHI112; Carril 3: Control negativo de la PCR de ensamble para el gen sintético del poliepitopo T de la
EhADHI112; Carril 4: Producto de amplificacion del gen sintético del poliepitopo T de la EhADH112; Carril 5:
Control negativo de la PCR de amplificacion del gen sintético del poliepitopo T de la EhADHI112; Carril 6:
Producto de PCR del ensamble para el gen sintético del poliepitopo T de la EnCP112; Carril 7: Control negativo de
la PCR de ensamble para el gen sintético del poliepitopo T de la EnCP112; Carril 8: Productos de amplificacion del
gen sintético para el poliepitopo T de la EhCP112; Carril 9: Control negativo de la PCR de amplificacion para el gen
sintético del poliepitopo T de la EhCP112
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7.4. Clonacion de los genes sintéticos de los poliepitopos ELADH112 y EhCP112
El plasmido de expresion pGEX-6P-1 se extrajo de las bacterias tranformantes E. coli DHS5a con el
kit comercial FastPlasmid™, y se comprob6 su integridad en gel de agarosa al 1%. Figura 8
El plasmido pGEX-6P-1 y los productos de la segunda PCR se sometieron a restriciéon con las
enzimas EcoR 1y Xho 1. En la Figura 9 y 10se muestra la restriccion del plasmido pGEX-6P-1 y la
restriccion de los productos de PCR de amplificacion.
Para conocer la concentracion del vector y de los genes sintéticos restringidos para la reaccion de
ligacion, se cuantifico en un gel de agarosa al 1% usando el marcador molecular 2 log con una
concentracion de lug por carril. En la Figura 11, se muestra la cuantificacion del vector y genes
sintéticos restringidos.
Los genes sintéticos restringidos se ligaron en el vector pPGEX-6P-1 y se transformaron en células de
E. coli DH5a, de las colonias transformantes obtenidas se purifico el DNA plasmidico, el cual fue
sometido a andlisis de restriccion con las enzimas de restriccion EcoR 1y Xho 1 para confirmar la
presencia del inserto de interés. El andlisis de restriccion obtenido con el DNA plasmidico de las

clonas positivas se muestra en la Figura 12.
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6557 pb
4361 pb

2322 pb—»

Figura 8. Perfil electroforético de la purificacion del DNA plasmidico.
Carril 1: Marcador A Hind III; Carril 2: Isoformas de la 1° elucion de la purificacion del plasmido pGEX-6P-1

obtenidas por la técnica de miniprep con el kit comercial FastPlasmid.
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4.9 kb

Figura 9. Perfil electroforético del analisis de restriccion del plasmido pGEX-6P-1

Carril 1: Marcador molecular A Hind IIT; Carril 2: Plasmido pGEX-6P-1 restringido con EcoR I; Carril 3: Plasmido
pGEX-6P-1 restringido con Xho I; Carril 4,5: Plasmido pGEX-6P-1 restringido con EcoR 1y Xho I; Carril 6:
Plasmido pGEX-6P-1 sin restriccion.
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200 pb —»

100 pb —»

Figura 10. Perfil electroforético del analisis de restriccién de los genes sintéticos de los poliepitopos EnADH112 y
EhCP112

Carril 1: Marcador molecular 100 pb; carril 2: Producto de PCR de amplificacion del poliepitopo EhADHI112
restringido con EcoR I; Carril 3: Producto de PCR de amplificacion del poliepitopo ERADH112 restringido con XAo [ ;
Carril 4: Producto de PCR de amplificacion del poliepitopo EhRADH112 restringido con EcoR 1y Xho I; Carril 5:
Producto de PCR de amplificacion del poliepitopo EhCP112 restringido con EcoR 1y Xho I; Carril 6: Producto de PCR
de amplificacion del poliepitopo EhCP112 restringido con Xho I; Carril 7: Producto de PCR de amplificacion del
poliepitopo EhCP112 restringido con EcoR 1.
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5.0 kb

4.0 kb—>| 4.9kb

3.0 kb

300 pb 291 pb
P 349 b

200 pb

100 pb

Figura 11. Perfil electroforético para la cuantificacion del plasmido pGEX-6P-1 y genes sintéticos restringidos.
a) Carril 1: Marcador molecular 2 log (200pb—>32 ng, 300 pb—> 37 ng, 5.0 kb—>32 ng); Carril 2: Plasmido pGEX-6P-1
restringido con EcoR 1 y Xho 1(40 ng); Carril 3: Gen sintético del poliepitopo EnADH112 restringido con EcoR 1 y Xho
1 (6 ng); Carril 4: Gen sintético del poliepitopo EhCP112 restringido con EcoR 1 'y Xho I (4 ng).
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200 pb 291 pb
<— 249 pb

100 pb

Figura 12. Analisis de restriccion de clonas positivas.

Carril 1: Marcador molecular 2 log; Carril 2: Plasmido pGEX-6p-1 restringido con la enzima EcoR I;
Carril 3: Plasmido pGEX-6p-1 restringido con la enzima Xho I; Carril 4: Plasmido pGEX-6p-1 restringido
con las enzimas EcoR 1y Xho 1. Carril 5,6: DNA plasmidico de las clonas positivas restringidas con EcoR |
y Xho 1 que liberaron un fragmento de 291 pb que codifica para el poliepitopo de la EhADHI112.
Carril 7,8: DNA plasmidico de las clonas positivas restringidas con EcoR 1 y Xho 1 que liberaron un

fragmento de 249 pb que codifica para el poliepitopo de la EnCP112.
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7.5. Secuenciacion de los genes sintéticos de los poliepitopos EhCP112 y EhADH112
clonados en el vector pGEX-6P-1

Al DNA plasmidico de las clonas positivas para el gen del poliepitopo EhADHI112, se le realiz6
secuenciacion automatizada, asi como un analisis de alineamiento multiple para corroborar: que el
fragmento clonado estuviera en marco de lectura respecto al vector, verificar su identidad e
integridad. El fragmento clonado contenia 291 pb correspondiente al tamaio esperado para el gen del
poliepitopo EhADH112, asi mismo la identidad correspondio a su disefio. La secuencia nucleotidica
se observa en la Figura 13.

Posteriormente con la secuencia obtenida del gen del poliepitopo EhnADH112 se le hizo la traduccion
con el programa GeneRunner para obtener la secuencia aminoacidica y un alineamiento multiple con
la secuencia del disefio in silico. En la Figura 14 se puede observar que el inserto clonado
corresponde efectivamente a la secuencia aminoacidica del poliepitopo ERADH112.

De igual forma, el DNA plasmidico de las clonas positivas para el poliepitopo EhCP112 se
secuenciaron, y también se le realizd un analisis de alineamiento multiple para corroborar que
estuvieran en marco de lectura respecto al vector, su identidad e integridad . En la Figura 15 se puede
observar que la secuencia nucleotidica corresponde a la secuencia nucleotidica del poliepitopo
EhCP112 a excepcion de los nucledtidos sefialados en rojo. Posteriormente, a la secuencia del gen del
poliepitopo EhCP112, se le hizo la traduccion con el programa GenRuner para obtener la secuencia
aminoacidica y se hizo un alineamiento multiple con la secuencia del disefio in silico. En la Figura
16 puede observarse que el inserto clonado corresponde efectivamente a la secuencia aminoacidica

del poliepitopo EhnCPH112 a excepcion de los aminoacidos sefialados por la caja de color amarilla.
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PGEX-6P-1-ADHS5
Polyepit-T-ADH

pPGEX-6P-1-ADH5
Polyepit-T-ADH

PGEX-6P-1-ADH5
Polyepit-T-ADH

multiple sequence alignment

GAGTGGCGACCATCCTCCAAATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCC

CCGGAATTCCTGCAGACCCTGACCACCCTGGCGCTGGGCTGCGCGCATCTGATTATGCAT
———GAATTCCTGCAGACCCTGACCACCCTGGCGCTGGGCTGCGCGCATCTGATTATGCAT

Kok kkkkkkkkkkkhkkhkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*

ATTAACGCGGTGGCGCAGGGCATTCCGCAGGATATTATTATTAACGCGAACCGCCTGAAA
ATTAACGCGGTGGCGCAGGGCATTCCGCAGGATATTATTATTAACGCGAACCGCCTGAAA

Kk kkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkxx

CAGCTGAACACCTATAACAGCATTTGCCAGCAGATGGAATTTATTACCACCATTGAAGCG

CAGCTGAACACCTATAACAGCATTTGCCAGCAGATGGAATTTATTACCACCATTGAAGCG
ok Kk ok Kk ok ok ok Kk ok ok Kk ok ko Kk ok kK ok ok ok Kk ok ok kK ok k kK Kk ok ok Kk ok ok Kk ok ok kK k kR kK k kK

ATTAAAATTTATGAAAAAAACGAAAAAATTACCGGCATGGTGCAGCGCCTGCGCGTGGCG
ATTAAAATTTATGAAAAAAACGAAAAAATTACCGGCATGGTGCAGCGCCTGCGCGTGGCG

T

ATTAACGCGGCGGATCTGAGCATGGTGCGCAGCATTACCGGCAACAGCCAGTAACTCGAG
ATTAACGCGGCGGATCTGAGCATGGTGCGCAGCATTACCGGCAACAGCCAGTAACTCGAG

R o

CGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAAC

Figura 13. Alineamiento miltiple de la secuencia de DNA del plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del
poliepitopo EhnADH112.
El alineamiento multiple realizado con la secuenciacion de DNA obtenida del plasmido con el inserto del poliepitopo

EhADH112, mostro estar dentro del marco de lectura respecto al vector, secuencia y tamafio correspondientes.
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

PGEX-6P-1-ADH5 EWRPSSKSDLEVLFQGPLGSPEFLQTLTTLALGCAHLIMHINAVAQGIPQDIIINANRLK
Polyepit-T-ADH = = ————————————————————— EFLQTLTTLALGCAHLIMHINAVAQGIPQDIIINANRLK
Kkkkkkkhkhkhkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx

pPGEX-6P-1-ADH5 QLNTYNSICQOMEFITTIEAIKIYEKNEKITGMVQRLRVAINAADLSMVRSITGNSQ#LER
Polyepit-T-ADH QLNTYNSICQOMEFITTIEAIKIYEKNEKITGMVQRLRVAINAADLSMVRSITGNSQ#LE—
ok o ok K ok ok ok Kk ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok o ok o ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok o ok ok ok o ok o ok ok ok ok ok o ok o ok ok ok o ok o ok K

PGEX-6P-1-ADH5 PHRDLTICLARFGDDGENLHMQLPETVTACLADAGSRQARQGASAGVGGCRGAAMTQSRS

Polyepit—T—ADH = ——mm oo

PGEX-6P-1-ADH5 DSGVYNSRRKGLVIRLFLVNVMIIMVSTSGGTFRGNVRGTPICLFFIHSNMYPLMRHNPD

Polyepit-T—ADH ———m oo
Figura 14. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos del plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del
poliepitopo EhnADH112.
El alineamiento multiple realizado con la secuencia de aminoacidos del poliepitopo EhADHI112, clonado en el
plasmido y la secuencia disefiada in silito, mostré que dicha secuencia esta dentro del marco de lectura respecto al

vector, asi como también la secuencia esta integra
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PGEX-6P-1-CP5
Polyepit-T-CP

PGEX-6P—-1-CP5
Polyepit-T-CP

PGEX-6P-1-CP5
Polyepit-T-CP

PGEX-6P-1-CP5
Polyepit-T-CP

PGEX-6P—-1-CP5
Polyepit-T-CP

PGEX-6P-1-CP5
Polyepit-T-CP

PGEX-6P-1-CP5
Polyepit-T-CP

PGEX-6P-1-CP5
Polyepit-T-CP

(1.82) multiple sequence alignment

GGCTACAACGTCAAATCGGACTGGAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCCCGGAATT

CTATATTCGCATTAAAACCACCAACCTGTGCGGCATTATGGTGCTGCTGCTGAAAAAACT
CTATATTCGCATTAAAACCACCAACCTGTGCGGCATTATGGTGCTGCTGCTGAAAAAACT

Kok kkkokokkkokkkkkkkkkk kA ARk kkkkkkkkkkkkkkkhkkkkk kA kXA KAk kkkkk k%

GCTGCATCATTATGGCCCGTTTCTGGTGAGCGTGAAAGTGAGCGGCACCGGCTTTAGCGT
GCTGCATCATTATGGCCCGTTTCTGGTGAGCGTGAAAGTGAGCGGCACCGGCTTTAGCGT

kok ok ok kKA KK AR AR KA Ak hkkkkkk ok ok kk ok kh ok kk kK KA KKK Kk k ok k ok ok ok ok ok ok Kk kK ok

GGTGCTGATGGATGGCTATCGE®GAATGCGTGGAATATTTTATTATTCGCAACAGCTGGGC

Kok kkkkkkkkkhhkkhkhkkhk kK KAAR KA Ak hhhkkhkkkkhhkkhkhk kA A XXX XX AR Kk Kk k kK

GGTGCTGATGGATGGCTATCGEGAATGCGTGGAATATTTTATTATTCGCAACAGCTGGGC
C]

GAGCGICTGGATTGTGGTGGCGTTTCTGCTGCTGGTGAGCAACCAGAAAACCCAGAGCAT
GAGCGECTGGATTGTGGTGGCGTTTCTGCTGCTGGTGAGCAACCAGAAAACCCAGAGCAT

Kokkkk kokkokkkkkkkk kA kXXX XAk kkkkkkkkkkkkkhkkkkk kA XXX XXXk kkkkk*

TTAACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGA
TTAACTCGAG

Kok ok ok ok ok ok ok ko

CGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGA

Figura 15. Alineamiento miltiple de la secuencia de DNA del plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del
poliepitopo EhCP112.

El alineamiento multiple, realizado con la secuenciacion de DNA obtenida del plasmido con el inserto del
poliepitopo EhCP112 y la secuencia, mostraron la inserciéon de dos mutaciones puntuales, las cuales son sefialadas

con cajas de color rojo.
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment
PGEX-6P-1-CP5 ATTSNRTGVLFQGPLGSPEFYIRIKTTNLCGIMVLLLKKLLHHYGPFLVSVKVSGTGFSV
Polyepit-T-CP ~  ——=——————————————— EFYIRIKTTNLCGIMVLLLKKLLHHYGPFLVSVKVSGTGFSV

R R R R R S SRR R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

PGEX-6P-1-CP5 VLMDGYRECVEYFIIRNSWASDWIVVAFLLLVSNQKTQSI#LERPHRDLTICLARFGDDGE
Polyepit-T-CP VLMDGYRECVEYFIIRNSWASGWIVVAFLLLVSNQKTQSI#LE——————————————————

KAk Ak Ak kA kA kA hh Ak Ak d Kk *AhkAhdh kA hk Ak A h kA hk Kk &k *

PGEX-6P-1-CP5 NLHMQLPETVTACLADAGSRQARQGASAGVGGCRGAAMTQSRSDSGVYNSRRKGLVIRLE
POlyepit—T-CP  —om oo

Figura 16. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos del plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del
poliepitopo EnCP112.

El alineamiento multiple realizado con la secuencia de aminoacidos del poliepitopo EhCP112 clonado en el plasmido
y la secuencia tedrica mostro la substitucion de glicina (G) por acido aspartico (D), la cual se sefiala con la caja de

color amarillo. El resto de la secuencia esta dentro del marco de lectura y corresponde a la secuencia esperada.
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7.6. Purificacion de los poliepitopos recombinantes
Para expresar los poliepitopos recombinantes en E. coli B121 (DE3) plysE, las bacterias se

transformaron con los plasmidos que previamente se secuenciaron. La expresion se visualizod en
membranas de nitrocelulosa tefiidas con Rojo Ponceau. Figura 17

Las bacterias que poseian el plasmido pGEX-6P-1 vacio sobre-expresaron una proteina de 28378
Da, 25653 Da correspondientes a la etiqueta de GST, 996 Da de la secuencia del sitio de corte de
la enzima PreScission™ Protease y 517 Da del la secuencia de aminodcidos del sitio de
multiclonacion. Las bacterias que poseian el plasmido pGEX-6P-1-poliepitopo EhCP112, sobre-
expresd un polipéptido de 36 kDa, 26 kDa correspondientes a la etiqueta de GST y 10 kDa
correspondientes al poliepitopo EhCP112. Figura 17

Las bacterias que poseian el plasmido pGEX-6P-1-poliepitopo EnADH112, sobre-expresaron un
polipéptido de 37 kDa, 26 kDa correspondientes a la etiqueta de GST y 11 kDa correspondientes

al poliepitopo EhRADH112. Figura 17

En las bacterias que contenian el pldsmido correspondiente y no se le agregd IPTG, no se observo
la sobre-expresion de las proteinas de interés. Los pesos moleculares de los poliepitopos sobre-

expresados corresponden a los pesos moleculares teoricos. Figura 17

Con el fin de corroborar la presencia de la etiqueta de GST y que las proteinas sobre-expresadas
eran efectivamente las proteinas de interés se realizé una inmunodeteccion. Para esto se utilizo un
anticuerpo monoclonal anti-GST el cual reconocié de manera especifica a la etiqueta de GST (28
kDa) del vector vacio y la etiqueta de GST fusionada a los poliepitopos recombinantes EhnCP112
(36 kDa) y EhADH112 (37 kDa), todos presentaron una sola banda la cual correspondi6 al peso

molecular esperado. Figura 18.
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En las bacterias que contenian el plasmido pGEX-6P-1-poliepitopo EhCP112 o el plasmido pGEX-
6P-1-poliepitopo EhADH112, y no se le adicion6 IPTG no se observo la expresion de la etiqueta de

GST Figura 18.

Para saber si los poliepitopes eran solubles o se encontraban en cuerpos de inclusion se realiz6é una
prueba de solubilidad, donde se identifico que la GST y los poliepitopos recombinantes se
encontraban predominantemente en la fraccion insoluble lo que sugirié fuertemente la formacion de
cuerpos de inclusion. En la Figura 19 se muestra la prueba de solubilidad donde puede observarse
que en las fracciones insolubles se encuentran predominantemente; la etiqueta de GST 28 kDa, el
poliepitopo recombinante EhCP112 36 kDa y el epitopo recombinante

EhADH 37 kDa.

Para realizar la purificacion de las proteinas recombinantes se utiliz6 un método “Batch” por afinidad
a glutation sepharosa. La GST y los poliepitopos recombinantes como se observé anteriormente en la
prueba de solubilidad son predominantemente insolubles, por lo se tuvo que hacer uso de agentes
desnaturalizantes para la solubilizacién como el Sarcosyl, asi como el uso de Triton X-100 para
renaturalizar y restablecer la actividad enzimatica de la etiqueta de GST. En la Figura 20 se observa
como la etiqueta de GST de 28 kDa fue purificada por afinidad a glutation sepharosa, sin embargo los
poliepitopos recombinantes no se pudieron purificar por este método ya que probablemente

presentaron una afinidad muy débil a la glutation sepharosa. Figura 21
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Figura 17. Analisis de induccion de los poliepitopos recombinantes.

Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus; Carril 2: Extracto de bacterias
con el plasmido pGEX-6P-1 vacio sin inducir; Carril 3: Extracto bacteriano que contenian el plasmido pGEX-6P-1
inducido con IPTG 1mM; Carril 4: Extracto sin inducir de bacterias que poseian el plasmido pGEX-6P-1 con el
poliepitopo EhCP112; Carril 5: Extracto de bacterias inducido con IPTG ImM en bacterias que contenian el
plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo EhCP112; Carril 6: Extracto sin inducir de bacterias que poseian el
plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo ERADH112; Carril 7: Extracto de bacterias inducido con IPTG ImM en
bacterias que contenian el plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo EnADH112.
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Figura 18. Inmunodeteccion de la etiqueta de GST.

Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus; Carril 2: Extracto de bacterias
con el plasmido pGEX-6P-1 vacio sin inducir; Carril 3: Extracto bacteriano que contenian el plasmido pGEX-6P-1
inducido con IPTG 1mM; Carril 4: Extracto sin inducir de bacterias que poseian el plasmido pGEX-6P-1 con el
poliepitopo EhCP112; Carril 5: Extracto de bacterias inducido con IPTG ImM en bacterias que contenian el
plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo EhCP112; Carril 6: Extracto sin inducir de bacterias que poseian el
plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo ENADH112; Carril 7: Extracto de bacterias inducido con IPTG ImM en
bacterias que contenian el plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo EnADH112.
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Figura 19. Prueba de solubilidad.

Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus; Carril 2: Fraccion soluble del
extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1 inducido con IPTG 1mM; Carril 3: Fraccion insoluble del extracto
bacteriano que contenian el plasmido pGEX-6P-1 inducido con IPTG 1mM; Carril 4: Fraccion soluble del extracto
de bacterias que poseian el plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo EhCP112 inducido con IPTG 1mM; Carril 5:
Fraccion insolube del extracto de bacterias inducido con IPTG 1mM en bacterias que contenian el plasmido pGEX-
6P-1 con el poliepitopo EhCP112; Carril 6: Fracccion soluble del extracto de bacterias que poseian el plasmido
pGEX-6P-1 con el poliepitopo ERADH112 inducido con IPTG 1 mM; Carril 7: fraccion insoluble del extracto de
bacterias inducido con IPTG 1mM en bacterias que contenian el plasmido pGEX-6P-1 con el poliepitopo
EhADH112.
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Figura 20. Purificacion de la GST por afinidad a glutation sepharosa.

Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus; Carril 2: Albumina (1pg) Carril
3: Fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1; Carril 4: Primer lavado de la fraccion
soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1; Carril 5: Segundo lavado de la fraccion soluble del
extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1; Carril 6: Tercer lavado de la fraccion soluble del extracto de
bacterias con el plasmido pGEX-6P-1; Carril 7: Primera elucion de la fraccion soluble del extracto de bacterias con
el plasmido pGEX-6P-1; 8: Segunda elucion de la fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-

6P-1; 9: Tercera elucion de la fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1.
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Figura 21. Purificacion de los poliepitopos EhCP112 y EhADH112 por afinidad a glutatién sepharosa.

Carril 1: Marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus; Carril 2: Fraccion soluble del
extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del poliepitopo EhCP112; 3: Primer lavado de la
fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del poliepitopo EhCP112; Carril
4: Primera elucion de la fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del
poliepitopo EhCP112; Carril 5: Segunda elucion de la fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido
pGEX-6P-1 con el inserto del poliepitopo EhCP112; Carril 6: Fraccion soluble del extracto de bacterias con el
plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del poliepitopo EhADH112; 7: Primer lavado de la fraccion soluble del extracto
de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del poliepitopo EnADH112; Carril 8: Primera elucion de la
fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1 con el inserto del poliepitopo EnADH112;
Carril 9: Segunda elucion de la fraccion soluble del extracto de bacterias con el plasmido pGEX-6P-1 con el inserto

del poliepitopo EhnADH112.
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7.7. Evaluacion de la respuesta inmune humoral

El suero que se obtuvo de los hamsteres que recibieron los poliepitopos recombinantes, se empled
para detectar la presencia de IgGs anti-poliepitopos EhCP112 y EhADH112 recombinantes mediante
ELISA.

El suero obtenido cada 15 dias de estos animales nos permitié hacer una cinética de la respuesta
humoral. El resultado de este experimento mostrd6 que el nivel de anticuerpos séricos anti-
poliepitopos se comportd con una tendencia creciente en el transcurso de los dias y durante las
inmunizaciones previstas en el esquema de inmunizacion.

Comparativamente, los animales inmunizados con el poliepitopo EhADH112 mostraron mayores
niveles de anticuerpos IgG una mejor respuesta a los 45 dias de inmunizacion que los animales que
recibieron el poliepitopo EhCP112. Estos resultados pueden observarse en la Figura 22.

Por otro lado el suero que se obtuvo de los hamsteres que recibieron los poliepitopos, se empled para
detectar la presencia de IgGs anti-péptidos sintéticos (epitopos) de la EhADH 112 y la EhCP112
mediante ELISA. El suero obtenido a los 45 dias de estos animales nos permitié hacer una evaluacion
de la respuesta humoral.

El resultado de este experimento mostrd que los niveles de anticuerpos séricos anti-epitopos
presentaban diferencia significativa (p<0.05) en respuesta inmune humoral siendo ésta menor en
relacion a la obtenida con los poliepitopos T recombinantes.

Por otra parte, el suero de los animales inmunizados con los poliepitopos EhRADH112 y EhCP112

sugiere una respuesta inmune cruzada con la etiqueta de GST. Figura 23.
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Figura 22. Respuesta inmune humoral en los hiamsteres inmunizados con los poliepitopos EhCP112 y

EhADH112.

Niveles de anticuerpos IgG séricos anti-poliepitopos presente a los dias 0, 15, 30 y 45 de inmunizacién determinados
mediante un ensayo de ELISA. Los promedios de los valores de las D.Oy9, alcanzados por los sueros (1:100) de los
animales inmunizados con los poliepitopos EnCP112 B y EhADH112 ¥, muestran que a 45 dias de inmunizacion
se presenta el mayor titulo de anticuerpos, siendo mejor la respuesta inmune humoral para el poliepitopo

EhADHI112.
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Figura 23. Respuesta inmune humoral en los hiamsteres inmunizados con los poliepitopos EhCP112 y
EhADH112 contra péptidos sintéticos.

Niveles de anticuerpos IgG séricos anti-epitopos presente a los dias 45 de inmunizacion determinados mediante un
ensayo de ELISA.

Los promedios de los valores de las D.O49, normalizadas, del uso de los sueros (1:100) de los animales inmunizados
con los poliepitopos EhnCP112 ¥ y EhADH112 M muestran que a los 45 dias de inmunizacion se presentd un titulo

de anticuerpos menor que los poliepitopos recombinantes.
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7.8. Evaluacion de la respuesta inmune celular en los hamsteres

inmunizados con los poliepitopos recombinantes.

Con el objetivo de estudiar la participacion de la respuesta celular de los hamsteres que habian
sido inmunizados con el poliepitopo recombinante EhCP112 se realizaron ensayos de
proliferacion celular. El resultado de este experimento evidencid una proliferacion celular del
grupo inmunizado con el poliepitopo EhCP112, cudndo se estimulo de forma independiente con
10 pg/ml de los péptidos sintéticos (epitopos) mostrados en la Tabla 10.

Cuando se analizo el indice de proliferacion celular del grupo estimulado con respecto al grupo
control (no estimulado), se encontraron indices de estimulacion de: 5.7, 4.0, 7.4 y 7,6 para los
epitopos P1, P2, P3 y concanavalina A respectivamente. Se considerd que habia una proliferacion
celular positiva cuando el indice de estimulacion era mayor a 2. Figura 24.

Asi mismo el resultado de este experimento evidencid una proliferacion celular del grupo
inmunizado con el poliepitopo EhADH112, cuando se estimuld de forma independiente con 10
ng/ml de los péptidos sintéticos (epitopos) mostrados en la Tabla 10. Cuando se analizo el nivel
de proliferacion celular del grupo estimulado con respecto al grupo control (no estimulado), se
encontraron indices de estimulacion de: 12.4, 10.7, 9.9, 8.9, 9.9 y 12.3 para los epitopos P1, P2,

P3, P4, P5 y concanavalina A respectivamente. Figura. 25
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Tabla 10. Epitopos T de la EhCP112 evaluados en los ensayos de

linfoproliferacion
Péptido | Secuencia
P1 YIRIKTTNLC
P2 MVLLLKKLL
P3 FLVSVKVSGTGFS

Tabla 11. Epitopos T de la EhADH112 evaluados en los ensayos de linfoproliferacion

Péptido Secuencia

P1 LQTLTTLAL

P2 LIMHINAVAQG
P3 IINANRLKQ

P4 LNTYNSICQ

P5 MEFITTIEA
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Figura 24. Respuesta proliferativa de los esplenocitos de los hamsteres inmunizados con el poliepitopo
recombinante EhCP112.

Los eplenocitos estimulados in vitro con los péptidos sintéticos P1, P2, P3 y Concanavalina A, en un ensayo de
linfoproliferacion en el que se midid la absorbancia producida por la ruptura de la sal de tetrazolium que dio origen
al producto coloreado llamado FORMAZAN.

Los valores representan la media del indice de estimulacion alcanzadas por los esplenocitos de los hamteres que
conforman el mismo grupo (n=5) y las lineas indican la desviacion estandar. Como control positivo se utilizo

Concanavalina A y como control negativo se utilizaron células sin estimulo.
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Figura 25. Respuesta proliferativa de los esplenocitos de los hamsteres inmunizados con el poliepitopo
recombinante EhADH112.

Los eplenocitos estimulados in vitro con los péptidos sintéticos P1, P2, P3, P4, P5 y Concanavalina A, en un ensayo
de linfoproliferacion en el que se midi6 la absorbancia producida por la ruptura de la sal de tetrazolium que dio
origen al producto coloreado llamado FORMAZAN.

Los valores representan la media del indice de estimulacion alcanzadas por los esplenocitos de los hamsteres que
conforman el mismo grupo (n=5) y las lineas indican la desviacion estandar. Como control positivo se utilizo

Concanavalina A y como control negativo se utilizaron células sin estimulo.
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7.8.1. Evaluacion del perfil de citocinas expresadas en esplenocitos de los hamsteres

inmunizados con el poliepitope EhCP112

Con el objetivo de caracterizar el tipo de respuesta celular que se desarrollo mediante el estimulo
de los epitopos de la EhCP112 mostrados en la Tabla 10, se realiz6 un ensayo de PCR en tiempo
real para cuantificar la expresion del INF-y e IL-4.

En este experimento se evidencié una relacion IFN-y/11-4 de: 30.3, 15.0 y 22.7 para los epitopos
P1, P2, y P3 de la EhCP112, estas relaciones sugirieron una expresion predominante del IFN-y, lo
cual sefiala que la respuesta inmune celular estimulada por dichos epitopos es del tipo Thl.
Figura 26

Por otro lado, al caracterizar que tipo de respuesta celular se desarrollo mediante el estimulo de
los epitopos de la EhADH112 mostrados en la Tabla 10, se obtuvieron las siguientes relaciones
de IFN-y/11-4, 28.6, 32.8, 31.8, 8 y 21.6 para los epitopos P1, P2, P3, P4 y P5 de la EhADH112
(Tabla 11), estas relaciones de igual manera sugirié una expresion predominante del IFN-y.

Figura 27
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Figura 26. Perfil de citocinas expresadas en los esplenocitos de los hamsteres inmunizados con el poliepitopo

recombinante EnCP112.

En el analisis de expresion de las citocinas IFN-y e IL-4 en los eplenocitos estimulados in vitro con los péptidos
sintéticos P1, P2 y P3 de la proteina EnCP112 muestran una relacion de expresion IFN-y/IL-4 de 30.3, 15.0 y 22.7

respectivamente.

Los valores representan la media de la relacion de expresion IFN-y/IL-4 alcanzadas en los esplenocitos de los
hamteres que conforman el mismo grupo (n=5) y las lineas indican la desviacion estandar. La expresion esta

normalizada respecto a la expresion del gen constitutivo Aprt.
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Figura 27. Perfil de citocinas expresadas en los esplenocitos de los hamsteres inmunizados con el poliepitopo

recombinante EnADH112.

En el analisis de expresion de las citocinas IFN-y e IL-4 en los eplenocitos estimulados in vitro con los péptidos
sintéticos P1, P2, P3, P4 y P5 de la proteina EhADH112 muestran una relacion de expresion IFN-y/IL-4 de 28.6,
32.8,31.8, 8 y 21.6 respectivamente.

Los valores representan la media de la relacion de expresion IFN-y/IL-4 alcanzadas en los esplenocitos de los
hamteres que conforman el mismo grupo (n=5) y las lineas indican la desviacion estandar. La expresion esta

normalizada respecto a la expresion del gen constitutivo hprt.
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8. Discusion

E. histolytica tiene un ciclo de vida simple, infecta solamente a humanos, es extracelular en todo
su ciclo, ademas no se ha reportado que presente variacion antigénica, por lo que todo la anterior
provee de entusiasmo para el desarrollo de una vacuna contra la amibiasis, de hecho que el
humano sea el unico hospedero definitivo para E. histolytica, posee una gran ventaja ya que si
una vacuna pudiera proteger efectivamente de la infeccion de E. histolytica en humanos
susceptibles se podria erradicar esta parasitosis (Stanley, 2006).

Teniendo en cuenta que EhRCPADH es una proteina heterodimérica (Garcia-Rivera, y col., 1999)
que contiene una participacion activa en los mecanismos de virulencia del protozoario
E. histolytica y caracteristicas inmunogénicas (Arroyo y Orozco, 1987; Martinez-Lopez, y col.,
2004; Madriz-Garcia, y col.,, 2004) la hacen interesante como un posible candidato en el
desarrollo de vacunas contra la amibiasis.

Dado que pueden existir regiones inmunoestimuladoras ¢ inmunosupresoras en una misma
proteina, es fundamental localizar aquellas regiones que solo confieran proteccion para ser
utilizados como candidatos vacunales. Por lo que en este trabajo se planteo como objetivo buscar
aquellos epitopos presentes en el complejo ENCPADH que tuvieran la capacidad de inducir una
respuesta inmune celular del tipo Thl, reportada como la respuesta protectora contra el absceso

hepatico amibiano en modelos experimentales.

Analisis in silico

La identificacion de los epitopos promiscuos, que se pueden unir al HLA, es indispensable para
que una vacuna proteja al mayor nimero posible de individuos. Sin embargo, el desarrollo de las

vacunas estaba afectado por el polimorfismo exhaustivo en el HLA (Gowthaman y Agrewala,
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2007). No obstante las herramientas de la bioinformatica como el programa ProPred, han sido
ampliamente utilizadas para identificar péptidos promiscuos de uniéon a los HLA-DR, lo que
ayuda a superar el obstaculo del polimorfismo del HLA (Mustafa, y col., 2007).

Los métodos convencionales para identificar epitopos promiscuos utilizan muchos péptidos
sintéticos traslapados para un s6lo antigeno, para posteriormente probar su inmunogenicidad.
Estos métodos son dificiles de manejar y también son muy costosos, ademas de utilizar ensayos
celulares complicados para la seleccion de epitopo. (Gowthaman y Agrewala, 2007)

En este trabajo de forma alternativa, se hizo uso de la bioinformatica “andlisis in silico” para
predecir las regiones promiscuas “secuencias de péptidos” que mostraron un valor alto de unién a
los 51 alelos del HLA que estan incluidos en la base de datos del programa ProPred, con el uso
de esta alternativa se tuvo un ahorro de tiempo en la seleccion de epitopos, en costos y en ensayos
celulares.

En la identificacion de epitopos en el complejo EhnCPADH mediante el programa ProPred se
evaluaron 5 epitopos de dos regiones promiscuas para la EhADHI112 y 3 epitopos de tres
regiones promiscuas de la EhCP112. Estos resultados in silico apoya la naturaleza inmunogénica
de las proteinas ENnADH112 y EhCP112, sugiriendo la probable presencia de epitopos T para su

presentacion antigénica a través de HLA-DR a las células-T.

Construccion de la cadena codificante de los poliepitopos EnADH y CP112

En ocasiones el uso de genes presentes en la naturaleza pudieran ser rapidamente utilizados para
clonar y expresar, sin embargo muchos genes han demostrado poseer condiciones suboptimas
para la clonacion asi como para la expresion en sistemas heterdélogos como E. coli o levaduras.

Un método para superar estas complicaciones en la clonacion es la sintesis de genes, con este
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método la secuencia codificante de la proteina de interés puede ser directamente optimizada para
la expresion en cualquier sistema seleccionado (Dillon y Rosen, 1990).

El PCR de ensamblaje utilizado para la construccion de los genes sintéticos para los poliepitopos
T identificados in silico presentes en las proteinas del complejo EhCPADH. Dicho método
involucr6 la generacién de oligonucledtidos traslapados que, cuando fueron ensamblados
formaron la cadena codificante de los genes de los poliepitopos EhRCPADH112 y EhCP112. Los
genes sintéticos fueron amplificados utilizando una segunda reaccion de PCR. Este método tiene
un principio simple, sin embargo en la practica presentd complicaciones como la falta de
amplificacion por polimerasas de alta fidelidad como la Pfu.

Asi mismo se presentd la insercion de errores en la sintesis cuando se utilizd Tag polimerasa
como en el caso especifico del poliepitopo EhCP112, que a pesar de ser un fragmento pequeno
(267 pb) se metieron dos mutaciones, una de ellas es una mutacion silente que es la sustitucion de
una Guanina (G) por una Citosina (C), la segunda mutacidon es una mutacion en la que el codon
GGC que codifica para una Glicina fue sustituido por un codon GAC que codifica para un acido
aspartico. A pesar de dicha sustitucion en el epitopo, éste seguia siendo reconocido por los
mismos alelos, lo que no interfirié con la identificacion de epitopos T.

La frecuencia de insercion de errores es en gran parte dependiente de la calidad de los
oligonucléotidos, asi como la fidelidad de la DNA polimerasa. Por otro lado se ha observado que
cuando se lleva cabo una segunda reaccion de PCR conlleva a la insercion de errores, por un lado
por la baja fidelidad de la taq polimerasa, ademas si el producto de la PCR es el resultado de una

amplificacion inespecifica (www.medtrad.org/pana.htm).
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Purificacion de los poliepitopos recombinantes.

Para la expresion de los poliepitopos recombinantes se utilizaron cepas de E. coli BL21 pLysE ya
que es un huésped atractivo para la produccion de proteinas recombinantes por su relacion costo-
beneficio, por su idoneidad de fermentacion a gran escala asi como la abundancia de las proteinas
recombinantes que llega ser hasta un 50% del total de proteinas (Lesley, 2001).

La expresion de los poliepitopos recombinantes generd la formacioén de cuerpos de inclusion y
esto es debido a la limitada maquinaria de plegamiento en E. coli que provoca una limitada
solubilidad de cualquier proteina sobre-expresada, por lo que es comun la formaciéon de estos
agregados insolubles (Marston, 1986). Para prevenir la formacién de cuerpos de inclusion de los
poliepitopos recombinantes se usaron alternativas como la disminucion de temperatura de
induccién a 16°C y a 4°C disminucion de la concentracion de IPTG (0.5mM y 0.1mM) asi como
disminucion de tiempo de induccion. Sin embargo con dichos cambios no se logrd la prevencion

de dichos cuerpos de inclusion (Strandberg, y col., 1991).

Existen otras alternativas para la prevencion de los cuerpos de inclusion como lo son: cambios en
la composicion del medio de fermentacion, donde se adicionan azucares no metabolizables o con
el uso de medios minimos esenciales (Georgiou, y col., 1986). Otra alternativa es la co-expresion

en cepas que expresen chaperonas y foldeasas (Wall, y col., 1995).

El uso de cuerpos de inclusion como antigenos contra otros parasitos ha demostrado su
inmunogenicidad (Rand, y col., 1989). Debe tomarse en cuenta que aunque es mayoritaria la
proteina recombinante, se encuentran otras proteinas, asi como la presencia de otras estructuras
celulares como los lipidos y DNA los cuales pudieran interferir con la evaluacion de la respuesta

inmune (Mustafa, 1988).

91



Respuesta inmune humoral

Para evaluar la inmunogenicidad de los poliepitopos en el hamster se midieron las IgG totales, en
hamsteres inmunizados con 120 pg de poliepitopos recombinantes por via subcutanea como lo
reportado por Martinez-Lopez, y col., 2004. Se observd que los titulos de anticuerpos IgG

aumentaban en la medida en que los animales iban recibiendo las inmunizaciones.

El titulo de anticuerpos desarrollados a los 45 dias por el poliepitopo EnCP112 fue menor que los
titulos desarrollados por el poliepitopo EhADH112. Este fendémeno ha sido también observado
cuando se inmuniza con los plasmidos pcDNA-EhCP112 y pcDNA-EhADHI12 en el trabajo

realizado por (Madriz-Garcia, y col., 2004)

Al evaluar los sueros de los hamsteres inmunizados con los poliepitopos recombinantes para cada
uno de los epitopos sintéticos, se observo que el titulo de anticuerpos era menor en relacion a la
evacuacion con los poliepitopos recombinantes. Ademds se pudo observar el desarrollo de una

respuesta humoral cruzada contra los epitospos de la EhCP112 y la EhADH112.

Al realizar alineamientos multiples de los épitopos de la EhCP112 y de la EhADH112 no se
observé alineamiento entre ellos, sin embargo al hacer el alineamiento de los epitopos contra la
etiqueta de GST, si se observo semejanza entre todos los epitopos evaluados con la etiqueta, lo

que sugiere que la respuesta cruzada que se presento es contra la etiqueta de GST.
Respuesta inmune celular.

Para los estudios de la respuesta celular se realizaron ensayos de linfoproliferacion celular y
estimulo con epitopos sintéticos para conocer el perfil de expresion de citocinas en esplenocitos

de hamsteres inmunizados.
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En los ensayos de linfoproliferacion celular se encontraron mayores indices de estimulacion celular,

para los epitopos de la EhRADH112 comparativamente a los epitopos de la EhCP112.

La presencia de una mayor respuesta celular para la EhADHI112 ha sido también reportada en la

inmunizacion de hamsteres con plasmidos pcDNA-EhADH 112 (Madriz-Garcia, y col., 2004)

Los 5 péptidos sintéticos (epitopos) evaluados de dos regiones promiscuas de la EnADH112
presentaron un 54.9% y 50.98% de union a los HLA-DR predichos en el programa ProPred

inducieron una respuesta celular del tipo Thl.

Por otro lado los 3 péptidos sintéticos (epitopos) evaluados de dos regiones de la EhCP112,
presentaron 80% y 72% de union a los HLA-DR Predichos en el programa ProPred indujeron una
respuesta celular del tipo Thl. La correlacion de la expresion de IFN-y con porcentajes de union
mayores a un 50% a los HLA-DR de los epitopos T, ha sido demostrada en proteinas de
Mycobacterium tuberculosis tanto en lineas celulares de linfocitos T asi como en sangre periférica de
donadores. Donde se sugiere que la induccion de proliferacion celular, asi como la expresion de IFN-
Y con el estimulo de epitopos T promiscuos se debe a una fuerte afinidad existente entre los alelos
HLA y los epitopos (Mustafa, 2007).

Los hémsteres inmunizados con los poliepitopos EhCP112 presentaron indices de proliferacion
celular menores que hamsteres inmunizados con el polipéptido EhADH112, a pesar de tener
porcentajes mayores de union a los HLA-DR.

Esto puede deberse a que la mayoria de los programas para predecir péptidos de union a los HLA de
clase II, aun presentan un coeficiente de correlacion de Matthew’s (MCC) bajos. Dicho coeficiente
evalua la correlacion entre la prediccion y datos experimentales. Cabe destacar que el programa
ProPred tiene un coeficiente de MCC maximo de 0.3 lo que indica que existe una exactitud del 70%

(Gowthaman y Agrewala, 2007)
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9. Conclusiones

» Se logro6 la construccion y la clonacidon de dos poliepitopos T del complejo

EhCPADHI112.

» No se pudo obtener una 6ptima purificacion de los poliepitopos T recombinantes debido a

la formacion de cuerpos de inclusion.

» La respuesta humoral de los epitopos evaluados presentaron reaccion cruzada con la

etiqueta GST.

» Los 8 epitopos evaluados del complejo EhRCPADH inducen proliferacion celular.

» Los 8 epitopos evaluados del complejo ENRCPADH112 de Entamoeba histolytica inducen

una respuesta celular del tipo Thl.
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10. Perspectivas

» Optimizar la purificacion de los poliepitopos recombinantes.

» Evaluar la respuesta inmune celular de hamsteres inmunizados con los poliepitopos

recombinantes puros.

» Evaluar la respuesta inmune celular del resto de los epitopos T clonados en los

poliepitopos.

» Usar los epitopos evaluados en la presente investigacion como estimulo de los
esplenocitos de hamsteres inmunizados con las proteinas completas EhCP112 y

EhADHI112.

» Realizar patron de citocinas en células mononucleares de sangre periférica de pacientes
con amibiasis.

» Realizar ensayos de proteccion con el poliepitopo EnCP112 yEhADH112

» Hacer curvas de dosis respuesta para los poliepitopos recombinantes.

> Realizar analisis de sobrevida.
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