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l. INTRODUCCIÓN 

1, HISTORIA DE LA AMIBIASIS 

En 18751 en la ciudad de San Petersburgo, Fedor Uich describió por primera vez a 

través de una autopsia un caso de fatal de disenteria humana en el que se Identificó a 

la amiba. L6ch pudo Infectar a un perro con este organismo, sin embargo al no lograr 

reproducir la enfermedad no pudo relacionarla con la amiba. 

En 1890, Wllllam Osler2 reportó un caso letal de un hombre joven que desarrolló tanto 

disenteria como absceso hepático. Un año más tarde, Councllman y Lafleur3 dirigieron 

un estudio detallado de pacientes que sufrlan disenteria amlblana y absceso hepático. 

Ambos confirmaron el papel de la amiba e Introdujeron los términos "disenteria 
amlblana" y "absceso hepático amlblano" 
En 1905, Schaudlnn logró diferenciar Entamoeba histolytica de Entamoeba coll.4 En 

1913, Walker y Sellards establecieron definitivamente la patogenlcldad de E. hlstolyt/ca 

por experimentos realizados en humanos voluntarios, a los cuales se les daban quistes 

en el allmento5• En 1925, Brumpt sugiere por primera vez que las diferencias en la 

slntomatologfa y la distribución global de la amlblasls Invasiva se debla a la existencia 

de dos especies de amiba, las cuales eran morfológlcamente lndlstlngulbles, pero cada 

una tenla un potencial patogénlco diferente. Él sugirió que la amiba patogena fuera 

denominada Entamoeba dysenteriae y la amiba no patogénlca Entamoeba dispar. Sin 

embargo, la propuesta de Brump tuvo poco soporte ya que no pudo dltlngulr 

morfológlcamente a ambas especies además de que existían evidencias de que quistes 

provenientes de portadores asintomáticos podlan producir la Infección 

experimentalmente. Pero cobró fuerza en el momento en el que Sargeaunt y 

colaboradores6
•
7 pudieron distinguir las cepas patogénlcas de amiba de las no 

patogénlcas con base en la clasificación de lsoenzlmas. A partir de entonces se han 

encontrado otros marcadores para lograr distinguirlas como la expresión diferencial de 

algunos factores de virulencia y la ampllflcaclón de secuencias especificas. 

En 19938,Dlamond y Clark utilizaron toda la evidencia bloqulmlca, Inmunológica y 

genética para •distinguir a las cepas patogénlcas y no patogénlcas de la amiba, 

separando formalmente a E. hlstolytlca, la patogénlca4
, de E. dispar, la comensal9 • 



Finalmente en 1997, el comité de La Organización Mundial de la Salud (WHO) reunido 

en la ciudad de México respaldó la separación de las cepas patogénlcas de las no 
patogénlcas en dos especies diferentes.11 •

12 

11, TAXONOMIA 

E. hlsto/ytlca era considerada por algunos autores como un eucarlonte de evolución 

temprana ya que aparentemente carece de mltocondrla, peroxlsomas, retículo 

endoplásmlco rugoso y aparato de Golgl además de un metabolismo gllcolítlco típico. 

Muchas de estas características se asemejan a las de otros protlstas amltocondrados 

conocidos como Archezoa 10• Sin embargo, árboles fliogenétlcos basados en la 

subunldad pequeña del RNA rlbosomal ubicaron a la amiba como un organismo más 

reciente a otros que tienen organelos y metabolismo típicos de eucarlontes10
•
11 (FJg, a), 

En el mismo sentido, recientemente se ha demostrado la existencia de organelos que 

parecen corresponder a una mltocondrla rudimentaria, retículo endoplásmlco y aparato 

de Golgl, así como genes Involucrados en el transporte veslcular,12 lo que hace dudar 

acerca de Ja veracidad de su agrupación dentro de los eucarlorites de :voluclón 

temprana. 

En 1998,. Cavalier-Smlth revisaron la posición de E. histo/yt/ca y la colocaron de la 

siguiente forma13: 

Reino 

Subreino 

Superclase 

Phylum 

Subphylum 

Protozoa 

Neozoa 

Sarcomastigota 

Amoebozoa 

Canosa 
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BACTERIA 

Figurll ll. Arbol Filogenético 
basado en ADN tipo 16S 

EUCARYA 



111, MORFOLOGiA 

Durante el ciclo de vida de E, histolytica se observan dos formas: trofozoíto y quiste. 

a) Trofozolto 

Es la forma móvil e Invasora del parásito con tamalfo que varía desde 12 a 60 µm de 

diámetro. 

Motilidad, En aislados frescos, E, h/sto/ytii::a se 'inuéve a una velocidad de 5 µm/seg. 

Los trofozoítos se mueven mediante la . emlsló.n de pseudópodos, protuslones 

cltoplasmátlcas que se pueden formar en cualquier punto de la superficie del 

organismo. 

Los trofozoítos que se mueven de manera activa, tienen una polaridad o dirección bien 

definida. El ectoplasma fluye para formar el pseudópodo, seguido del endoplasma. Las 

extensiones del pseudópodo van acompal'iadas de reciclamiento del citoplasma y la 

formación de un apéndice posterior, llamado urolde. El urolde, por algún mecanismo 

todavía no conocido, acumula llgandos como bacterias, lectlnas o anticuerpos para 

después desprenderlos de 'la amiba sin causarle a ésta algún problema. Fenómeno 

conocido como camping. 

a.1) Citoplasma del trofozoíto 

En el citoplasma se puede diferenciar al ectoplasma, que es claro y refráctll, separado · 

del endopíasma que contiene abundantes vacuolas, lo que íe confiere una apariencia 

granular y oscura. 

Las vacuolas contienen bacterias o detritos que fueron Ingeridos pór' la amiba y en el 

caso de organismos provenientes de pacientes con dlsenterr~ sepueden observar 

además eritrocitos. 

Cuando se utilizan tlnclones específicas para ADN, es posible Identificar un cuerpo de 

2µm de diámetro que contiene ADN y que corresponde a la mltocondra rudimentaria o 

mltocondrlón19, los rlbosomas parecen estar ordenados en arreglos de hélice. 

El cltoesqueleto está constituido por mlcrofllamentos que generalmente se localizan 

adyacentes a la membrana plasmática en los sitios de unión de la amiba con el 

sustrato y en donde se forman canales fagodtlcos. 
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La presencia de genes que codifican para protefnas Involucradas en el transporte 

vesfcular y maquinaria para transladarse asf como Imágenes de ultraestructura 

sugieren la existencia del retlcufo endopfámfco y aparato de Golgf, 12
• 

a.2) Núcleo del trofozofto 

El núcleo no es vfslbfe del todo, a penas se logra observar un a11flfo granular en fas 

amibas no teñidas. Cuando se tliíen con hematoxfflna, trlcromo o fa tfncfón de Lawfess 

se observan detalles de fa estructura nuclear. El núcleo es esférico de 4 a 7 µm de 

diámetro. La membrana nuclear se puede definir nítidamente y su cara Interna esta 

rodeada por cromatina empaquetada formando gránulos. En la parte central del núcleo 

hay una pequeña masa de cromatina, el carlosoma (flg. b). 

b) Quiste 

Por mecanismos aún desconocidos los trofozoftos se pueden condensar y formar masas 

redondas u ovaladas con una pared muy delgada denominados quistes Inmaduros o 

prequfstes. Los prequfstes de la amiba son Incoloros, más pequeños que los trofozoítos 

y más grandes que los quistes. Se pueden distinguir porque presentan un solo un 

núcleo y carecen de la pared característica del quiste. El cftoplasma generalmente 

contiene depósitos de gllcógeno y ocasfonalmente se observan cuerpos de cromatina. 

La morfología nuclear generalmente es confusa en ésta etapa. 

Cuando los quistes maduran siguen siendo redondos u ovalados (metaqufstes) con una 

pared refractll lisa de aproximadamente 0.5 µm de grosor. Los prequtstes tienen un 

par de divisiones nucleares con la producción de cuatro núcleos (ffg. c), en raras 

ocasiones se producen ocho núcleos y el tamaño de los quistes puede variar de 10 a 

20 µm. de diámetro. Conforme el quiste madura, Jos cuerpos cromatofdes que 

contienen ácidos rfbonuclélcos, ácidos deoxfrlbonucléfcos y fosfatasas van 

desaparecen. 

Cuando se tiñe el quiste con yodo, el cftoplasma se observa desde amarillo verdoso 

hasta amarlflo café mientras la membrana nuclear y el carfosoma se observan de color 

café claro. Las barras cromatoldales no se tiñen y aparecen como espacios claros en el 

cltopfasma. 
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IV. CICLO DE VIDA 

El ciclo de vida de E. h/stolytlca presenta ciertas peculiaridades entre las que cabe 

destacar: 1) el hombre es el único hospedero conocido, 11) no existen reservarlos ni 

hospederos Intermediarios, 111) no existen vectores, lv) se Inicia con la lngesta de agua 

y alimentos contaminados con quistes y v) comprende cuatro etapas: 

Quiste 

Metaqulste 

Trofozoíto 

Prequlste 

La Infección se Inicia cuando el hombre Ingiere alimentos o agua contaminada con 

quistes. El quiste, resistente a los ácidos gástricos cuando se Ingiere y logra pasar 

' hast.a el Intestino delgado. Algunos quistes se activan en el ambiente neutro o 

· alcalino del Intestino delgado. La pared de los quistes es digerida probablemente 

por las enzimas que se encuentran en el lumen del Intestino. Cada uno de los 

núcleos del quiste se divide, dando origen a ocho amibas que siguen su camino al 

ciego, en. donde completan su maduración y se multlpllcan por fisión binaria. 

Cuando la amiba llega al colon, por mecanismos no muy claros, cambia su forma a 

esférica formando así el prequlste. La aparición de una membrana bien formada de 

quitina y la dMslón nuclear da origen al quiste maduro el cual se secreta en las 

héces. Los quistes permanecen viables e lnfectlvos por varios meses en el medio 

ambiente hasta ser consumidos por el hombre cerrando el ciclo de vida. Sin 

embargo, algunas veces la amiba es capaz de dañar Ja mucosa Intestinal, 

perforarla y a través de circulación llegar a Invadir casi cualquier órgano del ser 

humano (flg. d). 

6 



Jii"gur11 b. F'igur11 c. 
'l'rofowíto I0-20 11111 di{unctro. 

'l'ricromo 1 OOX 
Quiste con 4 núcleos visibles. 

Tricromo IOOX 

Figura d Ciclo do Vida 
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V, METABOLISMO 

La principal fuente de energla del parásito son los carbohldratos. La captación de 

glucosa Involucra a un sistema de transporte que proporciona 100 veces más glucosa 

que la adquirida por endocltosls21
• La glucosa se degrada a plruvato por la vla de 

Embden Meyer generando corno productos finales del metabolismo anaeróblco etanol y 

C02; el lactato no se produce y no se le conoce hasta ahora una lactato 

deshldrogenasa. En muchas de las reacciones gllcolitlcas se produce plrofosfato más 

que ATP, para ser usado como fuente de energla, 

Las amibas son fermentadoras obligadas que carecen de plruvato deshldrogenasa y_ 

enzimas para la fosforllaclón oxtdatlva y el ciclo de Kreb~. 14 Las enzimas ferme~tadoras 
Incluyen a la plruvato·ferredoxln·oxldoreductasa, ferredoxlna y alcoholdeshldro!l'ena~á 
que son muy slmllares a las enzimas equivalentes en bacterias aiiaeroblas15, La alcohol 

deshldrogenasa y la ferredoxlna se encuentran en el cÍtosol 16
1 mlentr~s la plruvato· 

ferredoxln·oxldoreductasa se localiza en la membrana plasmática y en la estructura 

cltoplasmátlca que corresponde a la mltocondrla rudlmentarta17
• 

La slntesls de ácidos nucleicos depende de la recuperación de pu'rlnas preformadas ya 

que E. hlstolytica carece de la slntesls de novo de purtnas. En cambio, pueden 

sintetizar bases de plrlmldlna de novo•• o también se pueden recuperar del medio. 

Entre las enzimas metabólicas que se han caracterizado en E. hlstolytlca y cuyos genes 

se han clonado se encuentran52 : NADPH-alcohol-desldrogenasa, aldehldo

deshldrogenasa, plruvato-ortofosfato-dtctnasa y dlsmutasa que contiene fierro 

(FeSOD). 

VI. BIOLOGÍA MOLÉCULAR 

vi.1. Genoma amlbiano 

Como se mencionó anteriormente, los núcleos del quiste miden de 4 a 7 µm de 

diámetro mientras que los del trofozolto miden de 3 a Sµm de diámetro. 

La cromatina tiene la estructura en forma de rosario, tlptca de eucarlontes, en donde 

cada esfera o nucleosoma que mide 10 nm de diámetro está constituida por hlstonas 

que difieren de aquellas de los tlplcos eucarlontes19, Por otro lado, existen las · 

propuestas de que no toda la cromatina se organiza en nucleosomas.2º·21
•
22 

La cromatina periférica se distribuye a lo largo de la capa Interna del núcleo y su ADN 

está Involucrado en la slntesls de RNA. Durante la Interfase el ADN se dispersa dentro 
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del núcleo.sin e~barg~, antes de la división celular el ADN se concentra formando el 

llamado "endosoma centraln y la membrana nuclear permanece Intacta, 

Hasta ahora siguen habiendo discrepancias en cuanto al número exacto de 

cromosomas¡ algunos grupos sugieren 5-8 cromosomas24 y otros 4-5 pares de 

cromosomas 25
• 

26
• 

El contenido total de ADN Indica que cada trofozolto contiene entre 0,4 a 1.5 pg de 

ADN con un tamaño del genoma de aproximadamente 8.2 x 107 kb a 3. 7 x 108 kb 

dependiendo de la metodologla utlllzada27• Estas diferencias se pueden atribuir a 

diversos factores, entre ellos el ADN repetido que constituye aproximadamente el 20% 

del genoma, la ploldla y células multlnucleadas. Contiene además 38 400 genes 

transcrlpclonalmente activos. La mayorla de los genes carecen de lntrones y tienen 

reglones 3' y 5' no-traducidas pequeñas. En los análisis de sus promotores se 

encuentra la presencia de 3 motivos conservados y varias secuencias reguladoras río 

arriba. La transcripción de sus genes difiere de la conocida para eucarlontes típicos ya 

que es resistente a o-amanltlna (poi II). 27 

El contenido total de G + C en el genoma es bajo, aproximadamente 22.4% en las 

reglones codificadoras y en las no codificadoras 33%. 

E. hlstolytlca tiene un carlotlpo compuesto de 6 moléculas lineales de ADN (227, 366, 

631, 850, 1112, 1361 kb) y más de 200 moléculas de ADN circular cuyos tamaños van 

desde 5 hasta 50 kb (el número de coplas de estos elementos varia entre cepas). Cada 

uno está constituido por dos unidades repetidas de RNAr en posición Invertida, cada 

unidad de ADN circular Incluye los genes 165, 5.85 y 255 que además de codificar 

para Jos transcritos rlbosomales, codifica para para otro transcrito de 0.7 Kb y para 

hemollslnas en un transcrito de 2.6 Kb. Algo de ADN extracelular se encuentra en la 

mltocondrla rudimentaria. 12
•
16

•28 

vi.2. Dos especies 

En 1925 Brummpt conslderaha que existía tanto una especie patógena como una 

comensal29
• Desde 1978 surgieron algunos de los criterios (empleados hasta ahora) 

para diferenciar a ambas especies utilizado un sistema de migración de diferentes 

lsoenzlmas: hexoclnasa, fosfoglucomutasa, aldolasa, acetllglucosamlnldasa, peptldasa, 

NAD-dlaforasa. Más recientemente, la división se ve reforzada por diferencias de 

secuencias de genes específlcos30
, análisis de "rlboprlntlng"31•32, clonas obtenidas de 

librerlas de ADNc33
·"' y en secuencias de genes rlbosomales 31

" 5•
36

"
7

• 
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Se han encontrado diferencias en secuencia, niveles de transcripción y número de 

coplas, entre ambos alslados en Jos genes de actfna, antígenos de superficie, proteasas 

de cisterna, superóxldo dlsmutasa, una serlna·treonlna clnasa y de amlbaporo. 

Por lo que en el año 1997 en Ja ciudad de México, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) declaró que E. hlstolytica y E. dispar, a pesar de ser dos especies 

morfológlcamente Iguales son genéticamente dlíerentes; la primera siendo la especie 

patógena y la segunda la especie comensal del Intestino, 38 

vi.3. Protelnas de Citoesqueleto 

Actlna. Los genes de esta proteína fueron los primeros en ser aislados y 

caracterlzados39
•
40

• Esta proteína además de ser Ja más abundante en el 

trorozoíto, muestra 89% y 86% Identidad con sus lsorormas humanas 

cltoplasmátlcas y de músculo esquelético, respectivamente. 

Mloslna. Se han Identificado los genes de la cadena pesada de esta proteína 
41

•
42

, cuya secuencia deducida es de 2139 pb. Muestra poca Identidad con las 

mloslnas de otros protozoarios (30 a 39%) y se localiza en la parte uroldal del 

trorozoíto, lo que sugiere su participación tanto en el movimiento como en el 

"cappfng" de moléculas extrañas. 

• Tubullna. Se han aislado clonas de ADNc y ADN genómlco, las cuales 

contienen un ORF que codifica para una proteína de 455 aa homóloga a 

tubullna43
• En otros análisis se ha Identificado la presencia de dos genes 

contiguos. 

vi.4. Moléculas de superficie 

Proteína Rica en Cisternas de 29 kDa de E. hlstolytlca (CREHP). Proteína 

con posible actividad de hldroperóxldo reductasa44 cuya localización es 

controversia! encontrándose tanto en la superflcle45«6 •47 como en el cltosol48
•44 

de los trofozoítos, forma dímeros a través de puentes de dlsulfuro y ollgomeros 

en la superflcie45
• Su secuencia parcial se aisló de una librería de cADN 

utilizando una fracción de suero hlperlnmune anti-amiba, preabsorbldo para 

seleccionar antígenos. Sirve también para dlrerenclar a la especie patógena de 

la no patógena por lnmunoblot ya que solo está presente en E. histolytica ••· 

Proteína Rica en Tlroslna y Asparaglna de 125 kDa. Es una proteína 

lnmunogénlca encontrada en la superficie de trofozoítos tanto de E. histolytica 
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como de E. dispar. Es además, una proteína pollmórflca con una variabilidad del 

13% entre ambas especies y del 1% entre aislados de la cepa HM1·IMSS. 

Proteína de superficie de 60 kDa. Identificada solo en E. dispar. 

P-gllcoproteínas. Genes aislados de una librería de ADNc que codifican para 

estas proteínas se han Identificado en cepas de E. hlstolytica resistentes a 

emetlna. 

Transportador de la familia ABC. Incluye a las gllcoprote'lnas P. 

Protelna Rica en Serina de E. hlstolytlca.(SREHP) Es una proteína de 

superficie, su función no se conoce bien. Sin embargo, posee propiedades 

qulmloatrayentes para otros trofozoltos de E. histolytica 49
• El ADNc, obtenido 

de una biblioteca de ADNc de esta proteína, codifica para un péptldo de 25 kDa, 

pero la molécula nativa migra a 47-52 kDa en SDS·PAGE debido a 

modificaciones post-traducclonales (fosforllaclón y gllcosllaclón)49 y a la alta 

hldrofoblcldad de sus residuos de prollna que alteran el movimiento en el gel. 

vl.S. Proteínas con secuencias repetidas 

• SREHP. Esta proteína además pertenece al grupo de proteínas con varias 

secuencias repetidas de la amiba, contiene 52 serlnas del total de 233 aa. 

Contiene múltiples repeticiones en tandem de una secuencia de 12 aa. 

Eh20RP. Proteína de 20 kDa, abundante en ambas especies y que contiene 

cuatro unidades repetidas casi idénticas de 37 residuos cada una. 

Familia de transcritos, Con diferencias en las reglones Internas y 

codificadores de elementos repetidos de 8-12 aa, pertenecientes a ambas 

especies. 

vl.6. Otros genes 

Una gran cantidad de genes se han caracterizado. Entre las estrategias usadas está la 

selección de clonas provenientes de llbrerlas de ADNc, tamlzaje de bibliotecas con 

suero hlperlnmune o sondas de ADN, amplificación de ADN genómlco usando ollgos, 

etc. 

Entre los genes caracterizados están: 52 

Ferredoxlna (6 kDa) 

Factor de elongación lo (4g kDa) 

Proteína de unión a calcio (15 kDa) 
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HSP70 (71.5 kDa) 

Ubfqultfna (8.5 kDa) 

Factor de elongación 2 (93 kDa) 

Proteína de unión a zinc (9 kDa) 

Proteína clnasa p34 cdc2 (34 kDa) 

Clnasa de treonlna/serlna (47 kDa) 

Oncogene rho (23 kDa) 

Oncogenes rap (21 kDa) 

Oncogenes ras (21 kDa) 

Antígeno rico en ácido glutámlco (39 kDa) 

ATPasa transportadora de protones (subunldad catalltlca) (67 kDa) 

VII. PROTEINAS ASOCIADAS A VIRULENCIA (flg. e) 

Lectlna de unión a galactosa (Gal/GalNAc), Es una gllcoprotelna 

heterodlmérlca de 260 kDa constituida por subunidades de 170 kDa la pesada y 

31·35 kDa la ligera. Existen múltiples lsoformas de genes que codifican para la 

subunldad pesada (por lo menos 3) cuya homología oscila entre el 89.2 y 

95.2% a nivel de aminoácidos. Para la subunldad ligera se han encontrado al 

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

aminoácidos. 

La lectlna media la adherencia de la amiba a la célula blanco Incluyendo la 

mucosa del colon, anclándose por medio de un fosfatldlllnosltof de la subunldad 

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

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

lectlna es esencial para matar a las células, ademas de Impedir la lisis por el 

CAM (Complejo de Ataque a Membrana), 

Se ha reportado que la adherencia de E. hlsto/ytlca es mayor que la adherencia 

de E. disparº. Sin embargo, esta' capacidad no solo puede Indicar mayor 

virulencia, sino también que pueda existir otra función aún no estudiada en la 

lectlna de E. histo/ytica. 

Se le ha atribuído también una función en la señalización lntracélular a la cola 

cltoplasmátlca de la lectlna, señalización que parece ser la que controla la 

adhesión del trofozoítodel Interior al exterior (tipo lntegrlna) 50
• 
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Amlbaporo o péptldo formador de poros. Son péptldos de 8,2 kDa 

constituidos por 77 aa, se han aislado tres Jsoformas: A, B y C. Estos péptldos 

tienen la capacidad de Insertarse en membranas y llsar a las células. Se han 

encontrado dos péptldos homólogos en E. dispar. Sin embargo, la capacidad 

lítica de esta última es tres veces menor. 

Los amebaporos son homólogos a muchas otras protefnas, Incluyendo las 

saponlnas (SAPS), a las proteínas cltolftlcas de las células T y fas NK (lfslnas y 

granuloslnas) las protefnas surfactantes del pulmón y las esflngomlellnasas 

ácidas (AOAH).51 

Protelnasas de Clstelna. Un gran número de estas enzimas con pesos 

moleculares que van desde los 16-96 kDa, se han aislado de extractos de E. 

histolytica. Seis diferentes genes codifican para las protelnasas de clsteina en E. 

histolytica y cuatro análogos en E. dispar. Las formas predominantes son las 

protefnasas de clstelna maduras de 56 kDa con actividad de C3 convertasa, 

seguida de protelnasas de 27 a 30 kDa con actividad de hlstollslna. Al parecer, 

la acción de estas protelnasas in vivo es la de degradar a la matriz extracelular, 

faclfltando la Invasión por el trofozoíto. Se ha sugerido que las protelnasas de 

clstelna expresadas por E. histolytica (ACPl, ACP2, ACP3, ACPS y EhCP112) son 

capaces de degradar, IgA, IgG, algunas proteínas de matriz extracelular y 

activar complemento. Sin embargo, las protelnasas de clstefna de E. dispar 

(EdCPl, EdCP2 y EdCp3) no son capaces de hacer lo mismo y tan 

especiflcamente23 

Inductores de Apoptosls. Un estudio utilizando células Jurkat y HL-60 

demuestra que la apoptosls es Inducida utilizando amibas Intactas. Estudios en 

un modelo de absceso hepático amlblano (AHA) en ratón sugieren que los 

trofozoftos son capaces de Inducir apoptosls, Incluso sin Involucrar a Fas/Fasl o 

RTNF50
• Esto Indica que la amiba utiliza otras vías aún no caracterizadas. 
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F/g. e. Repreo;entación esquemática de algunos 

factores de virulencia de E. hlsto/ytlca 

VIII. EPIDEMIOLOGÍA 

E. hlstolytlca es un parásito cosmopolita, endémico de varios países del tercer 

mundo. Es la tercera causa de mortalidad a nivel mundial por parásitos después de 

malaria y esqulstosomlasls53 y es la cuarta causa de muertes por parásitos 

protozoarios a nivel mundial, después de la malaria, la lelshmanlasls y la enfermedad 

de Chagas54 , 

Antes de la separación de las dos especies, se estimaba que aproximadamente 480 

millones de personas, equivalente al 10% de la población mundial, estaba Infectada 

con E. hlsto/yt/ca con una tasa de mortalidad de 40 000 a 110 000 personas por año53 , 

Ahora se sabe que en zonas endémicas E. dispar es la especie con mayor prevalencia a 

una razón de 10:155
•
56

• El riesgo de que portadores asintomáticos de E. hlstolytica 

desarrollen la enfermedad Invasiva se estimó del 10% a nivel mundlal34
• 

En Europa y Norteamérica, en donde la amlblasls Invasiva es poco frecuente, los pocos 

casos se adjudicaban a E. dispar cuando en realidad la causante era E. histo/yt/ca. 

Tomando en consideración esta Información, se piensa entonces que aproximadamente 

el 10% de los Infectados lo estan con E. hlstolytlca (48 millones) y el resto con E. 

dispar (430 millones). 

En México en el aílo de 1994 se tenía estimado que aproximadamente el 8% de la 

población mexicana ha sufrído de un episodio de Infección por E. histo/ytica. 
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La Infección ocurre vía oro-fecal, a través de agua y alimentos contaminados con 

quistes. Así, los portadores de quistes son la principal fuente de Infección. Los grupos 

con mayor riesgo son los viajeros, los Inmigrantes, trabajadores mlgradores, Individuos 

lnmunosuprlmldos e Individuos en Instituciones mentales y prisiones. 

Infecciones severas se presentan en niños de corta edad, mujeres embarazadas e 

Individuos desnutridos ó Individuos que toman cortlcosteroldes. Curiosamente los 

pacientes con Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) no tienen un riesgo 

mayor de desarrollar una Infección severa. 

IX. PATOLOGIA 

E. hlstolytlca deriva su nombre, por tener la capacidad de destruír casi todos los 

tejidos del ser humano; como la mucosa Intestinal, hígado y en menor grado, cerebro 

piel, cartílago y hueso. 

La Infección Intestinal por amibas puede ser desde asintomática hasta colitis aguda o 

fulminante con perforaciones. 

ix.1. Infección asintomática 
La mayoría de las Infecciones asintomáticas son debidas a E. dispar, que vienen a ser 

portadores Inocuos. Los portadores asintomáticos de E. hlstolytlca, de los cuales hay 

pocos, son los de Importancia en la transmisión de la enfermedad. 

En un estudio epldemlológlco realizado en el sur de África, se observó que el 90% de 

los portadores asintomáticos eliminaron la Infección y sólo el 10% desarrollo colitis 

amlblana 57
, lo que sugiere que probablemente solo ese 10% estaba Infectado con E. 

histo/ytica. 

ix.2. Infección sintomática 
Se presenta dolor abdominal, evacuaciones constantes o diarrea, la cual puede . Ir 

acompañada de moco y sangre. En la mitad de los pacientes puede presentarse 

tenesmo. . . ·. <. · .. . 

Algunas veces hay formación de úlceras de 3-5 mm que con frecuencia están en el 

ciego, el recto, el colon y ocasionalmente se Involucra al Uetln e~ su P.árte flnal. Las 

úlceras son Inicialmente superficiales, c~n. bordes .hfpeierrylcos y una' base necrótlca 

cubierta de un exudado amarillento. Hay múcosa normaf entre cada sitio de Invasión; 
.<. -~ ; ... - ._., ' ' ·-
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En raras ocasiones se pueden asociar vasos sangulneos en la base de la úlcera 

provocando sangrados severos. Incluso la ulcera puede llegar a perforarse causando 

peritonitis y en casos extremos la muerte 

En especlmenes quirúrgicos las ulceras tienen una apariencia ovalada y aplanada, 

Hlstológlcamente hay una Inflamación difusa alrededor de las ulceraciones. La lámina 

propia está Infiltrada por células plasmáticas, linfocitos, neutrófllos y eoslnófllos. Hay 

edema, hemorragia focal y frecuentemente exudado en el cual se pueden encontrar 

trofozoltos 

La colitis amlblana fulminante esel result.ado de una ulceración confluente y necrosis 

en el colon, El Intestino se dilata,·· particularmente en. la porción transversal. Los 

pacientes se p~nen febriles y mu~sfran signo~ . de hlpovolemla y desbalance 
electrolltlco, , :·: .. '.;'~ ,\:;·~:.";~:~º,· 

Especlme~es obtenidos por ~lrugla mu~str~n áre~s '~~t~~~as de necrosis y entre ellas 

porciones Intactas. 

El ameboma o granuloma amlblano es causado por Invasiones repetidas del colon con 

E. hlsto/ytlca que puede complicarse con una Infección plogénlca. Los amebomas se 

pueden encontrar en el colon pero son más frecuentes en el ciego (40%) y en la unión 

rectoslgmolde (20%). Las lesiones regularmente son unlcas e Involucran pequeños 

segmentos del colon. 

Hlstológlcamente el ameboma no es fibroso y contiene tejido granuloso con linfocitos, 

células plasmáticas, eoslnófllos y células gigantes. Hay ligera Inflamación y mucha de 

la hinchazón es debida al edema. Es dificil demostrar la presencia de amibas. El tejido 

fibroso se forma después en un Intento de clcatrlzaclón57
• 

ix.3. Absceso Hepático Amibiano (AHA) 

Es la forma extralntestlnal más comun de amlblasls. Se puede encontrar en todas las 

edades, pero es diez veces más frecuente en adultos que en niños y es más frecuente 

en hombres que en mujeres59
• Es más comun en sectores pobres y en poblaciones 

urbanas. 

Al momento en que se diagnostica a los pacientes con AHA, aproximadamente el 20% 

ya tiene una historia de disenteria previa y alrededor del 10% tienen diarrea o 
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disenteria en ese momento. El parásito se detecta en las heces Pn menos del 50% de 

los casos por microscopía estándar y aumenta hasta 75% si se utiliza cultlvo, 58 

Entre los síntomas más comunes estan: 

1) Dolor. Se localiza en la reglón del absceso, mas comúnmente en la reglón baja 

derecha de los espacios Intercostales. El dolor es Intenso y constante, se· Irradia a la 

reglón escapular y el hombro. 

11) Fiebre. La fiebre varia desde 38ºC hasta 40ºC y permanece por perlódos hasta 
de días. -, .. 1 

• 

111) Otros síntomas. Anorexia, pérdida de peso, nauseas, vómitos y fatiga, 

Las lesiones son únicas generalmente y muchas de ellas se locallzan en el lóbulo 

derecho en la reglón posterior, externa y superlor59 • La Incidencia del absceso hepático 

amlblano en el lóbulo Izquierdo va del 5 al 21 % de los casos. 

El absceso hepático como tal, está constituido por una pared capsular delgada con un 

centro necrótlco compuesto de fluido espeso, una zona Intermedia que contiene un 

grueso estroma y una zona externa que es casi tejido normal. El fluido del absceso es 

típicamente Inodoro y bacteriológicamente estéril, aunque puede sufrir Invasión 

bacteriana secundarla. 

Bajo el microscopio, el fluido del absceso muestra detrito granular eoslnoflllco con 

pocas o ninguna células. Las amibas se locallzan en la periferia del absceso. 

La mortalidad estimada del AHA es del 0.2% al 2% en adultos y más del 26% en 

niños. 

Entre otras manifestaciones de amlblasls extralntestlnal pero de muy baja frecuencia 

estan la amlblasls cutánea, perltoneal, perlcárdlca, pulmonar, genital y cerebral.57 

X. INMUNIDAD DE LA MUCOSA INTESTINAL 

a. Respuesta inmune humoral y celular60 

Las células Inmunes en el tejido linfático asociado a mucosa (GALT) están distribuidas 

a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI) en tres sitios generales: las placas de Peyer 

(Incluyendo el apéndice y nódulos solitarios), la mucosa y los nodos linfáticos 

mesentéricos. 

Las placas de Peyer constituyen la parte más Importante del tejido linfoide organizado 

del sistema Inmune y el sitio Inductor de la Inmunidad de las mucosas. Se localizan 

principalmente en el lleón .,Pero también hay distribuidas en las otras partes del 
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Intestino delgado y del grueso. Se estima que hay 15 placas de Peyer por centlmetro 

cuadrado (cm2) en colon, 25 en recto y que estas disminuyen con la edad. 

Las placas de Peyer contienen macrófagos, células dendríticas y células linfoides, 

prlnclpalmete células B (50-70%) y células T (11-40%). La capa externa de las placas 

de Peyer consiste de células epiteliales columnares y células M. Las células M juegan 

un papel Importante en la captación (por endocltosls) y transporte de antlgenos a Jos 

linfocitos y los macrófagos de las placas de Peyer. Las células M no tienen llsosomas y 

no modifican al antígeno, solo lo transportan del lumen a las otras células Inmunes. 

La mucosa Intestinal es otro sitio Importante del GALT. La lámina propia contiene 

macrófagos y linfocitos (B y T Incluyendo células plasmáticas y células null, como las 

NK). Además de los linfocitos de la lámina hay linfocitos entre las células epiteliales de 

la superficie de la mucosa cuyo origen y naturaleza todavía no se conoce con certeza. 

Linfocitos circulantes se encuentran ocasionalmente en el lumen del tracto. 

Los nodos linfáticos mesentéricos sirven como puntos de colección para la linfa que 

drena desde las vellosidades Intestinales y las placas de Peyer. Los nodos linfáticos 

mesentéricos experimentan constantemente estlmulaclón antlgénlca y contienen 

muchos centros germinales. La médula de los nodos linfáticos mesentéricos contiene 

muchas células plasmáticas maduras, mientras la corteza contiene numerosas células T. 

b. Funciones mayores del sistema inmune intestinal •1 

Exclusión Inmune. Es un proceso no lnrlamatorlo mantenido por factores 

especfflcos (IgA, IgM) y no específicos (moco, perlstaltlsmo). 

Eliminación Inmune. Proceso mediante el cual los antígenos peligrosos son 

eliminados por anticuerpos específicos y mecanismos de defensa Innata, tales 

como complemento, neutrófllos, macrófagos, mastocltos y otros. 

Regulación Inmune o tolerancia oral. Es el proceso central por el cual el 

tracto Intestinal (mayor órgano lmunológlco del organismo) mantiene una 

homeostasls entre procesos peligrosos y no peligrosos a nivel local y sistémico. 

c. Absorción de antígeno 61 

Todo lo que se Ingiere tiene su primer encuentro con ácidos y enzimas proteolftlcas. En 

modelos animales se ha observado que el proceso de absorción tiene dos fases: La 

primera consiste en la Incorporación activa del antlgeno por células epiteliales 

Intestinales. La liberación de mediadores promueve la segunda fase de la absorción en 
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la que se observa pérdida de las uniones herméticas entre las células epiteliales, que 

permiten mayor afluencia del antlgeno con procesamiento local. 

En condiciones normales (cuando se Ingieren alimentos), tras ser presentado el 

antlgeno a los llnrocltos, ocurre la supresión de cualquier respuesta Inmune, En 

condiciones anormales, ocurre fa senslbfflzaclón y activación de una respuesta alérgica. 

Cuando se trata de agentes patógenos se activa fa respuesta Inmune que puede ser 

mediada por anticuerpos IgA (humoral) o por células (celular), 

d. Transporte y presentación de antfgeno 

Para que tenga lugar fa respuesta Inmune frente a un antlgeno, éste debe ser 

transportado de fa luz Intestinal a fa placas de Peyer. Las células M son las encargadas 

de transportar desde el fumen y a través del epitelio tanto macromoféculas como 

partículas y microorganismos a fas placas de Peyer. Adentro de sus vesfculas 

endocítfcas fas partlculas endocltadas llegan a un receptfcufo que contiene linfocitos y 

unos pocos macrófagos con los que Interactúa, siendo éste un paso Importante para 

Iniciar fa respuesta Inmune. 

Tras el paso a través de fa mucosa y procesamiento por el GALT, ef'antlgeno es 

presentado a través de tas moléculas MHCI y MHCll. La pre~entacfón pref~re,nte es ,a , 

través de fas moléculas de clase J, fo que dá fugar a una actl~aclÓ~~·dé 1i'nf~dt~s' T 

supresores CDS+ e Inducción de tolerancia, Por otra parte, la presentación a tra'~és de 

moléculas de clase 11 activa los linfocitos T CD4+ con la consiguiente Inducción de 

memoria Inmunológica. Además de que existen Interacciones reguladoras entre estos 

grupos celulares. En ausencia de señales coestlmuladoras (CD28-CD80; familia B7) se 

Induce tolerancia o anergfa T. 

e. Procesamiento del antígeno y presentación por Células 

Epiteliales Intestinales (CEI)" 

Además de fas células presentadoras de antígeno (CPA) clásicas como fas células 

dendríticas, fas células epltellafes Intestinales también pueden presentar antfgenos. En 

antígenos administrados oralmente sucede un proceso flsfofógfco que puede alterar 

drásticamente fas propiedades qulmlcas de éste, debido al efecto del pH bajo, de 

trlpslna, pepsina, bilis, etc. Este procesamiento puede alterar epítopos (exponiéndolos 

o destruyéndolos) previo al procesamiento por fas CEJ. 
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Las CE! expresan una variedad de moléculas en su superficie apical que pueden servir 

como receptores de antígenos y que pueden favorecer el procesamiento de los 

antígenos por la vía de la endocltosls mediada por receptores. La velocidad y eficiencia 

de la Incorporación del antígeno y el procesamiento endocftlco por las CE! puede ser 

modulada por una variedad de mediadores de la Inflamación. 

La naturaleza dinámica del procesamiento del antígeno por las CE!, que puede ser 

modulado por la Inflamación no clínicamente aparente, es una variable muy Importante 

a considerar en la evaluación de fa antlgenlcldad de una proteína determinada. 

f. Interacción de las CEI con células TCD4+ 

Las células CE! están en Intimo contacto con dos poblaciones de células T, los linfocitos 

lntraeplteliales y los linfocitos de lámina propia. Los linfocitos lntraeplteliafes (LIE) que 

migran a través de la membrana basal, lnterdlgltando entre las CIE adyacentes a lo 

largo de la superficie lateral, expresan una lntegrlna a~7 que se une a la E-cadherlna 

expresada en CE!. 

Los LIE son un grupo heterogéneo de linfocitos T cuya función en la respuesta Inmune 

mucosa y/o homeostasls no es bien conocida. En contraste, los linfocitos de lámina 

propia (LLP) están por debajo de la membrana basal y logran contactar con las CE! a 

través de proyecciones basolaterales. Las células T CD4+ son muy Importantes en el 

establecimiento de la tolerancia oral. Dos tercios de los LLP son T CD4+; el número es 

más limitado entre los UE. se sabe que las CE! son capaces de procesar y presentar 

antígeno vía HLA 11 (Human Leucocyte Antlgens tipo 11). 62 

g. Influencia de la polaridad de las CEI en la presentación de 

antígenos mediante moléculas de MHC II 62 

Las CE! son células altamente polarizadas (expresa diferentes tipos de receptores en 

cada reglón basolateral o apical, fenómeno que la caracteriza de las demás CPA)128 con 

diferentes dominios apicales y basolaterales que poseen propiedades flslco-químlcas 

diferentes que las diferencia de otras células presentadoras de antlgeno (CPA). In vivo, 
la expresión polarizada del complejo de hlstocompatlbllldad humano (HLA 11) y de 

varios receptores de superficie en la membrana basolateral, modula el procesamiento 

de antígenos; facilitando la Incorporación del antígeno a través del contacto con los 

linfocitos lntraepltelilales (LIE) y linfocitos de lámina propia (LLP). Por lo que este 
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mecanismo tiene gran Importancia en la Inducción de respuesta Inmune frente a 

antlgenos administrados oralmente. 

En la respuesta normal nslológlca, la falta de respuesta representa un balance entre la 

estlmulaclón de células T con actividad supresora versus células con papel potencial en 

la Inflamación. cuando la exposición al antlgeno es muy alta el resultado entre estos 

dos grupos celulares depende del grado de Inflamación subyacente y del estado de 

activación de las células CE!. 

En resumen, el tipo de Interacción entre las células CEI-T es determinante para Ja 

decisión entre si hay respuesta Inmune o tolerancia. 

h. Respuesta inmune en superficie de mucosa, IgA secretora, 

células T efectoras 

Una de las principales caracterlstlcas de la respuesta Inmune humoral de las 

superficies de las mucosas es la producción de IgA secretora por los linfocitos B de las 

placas de Peyer. Los foilculos de células B se forman alrededor de las células 

dendríticas que les presentan el antlgeno a través de las moléculas de 

hlstocompatlbllldad de tipo II (MHCII) y cuando éstas últimas presentan los antlgenos, 

las células B migran de las placas de Peyer a lámina propia y a otros compartimentos 

comunes de la mucosa, se diferencian y maduran para finalmente secretar IgA. De 

Igual forma, en las placas de Peyer se forman linfocitos T CDS+ cltotóxlcos (LTC) y T 

CD4+ ayudadores (LTA) que también migran a la lámina propia Intestinal o al epitelio 

donde, entre otras funciones, contribuyen a la formación de IgA e IgE y a la activación 

de los macrÓfagos para el control de gérmenes. La migración preferencial de las 

células a estos tejidos se genera a través de moléculas de adhesión, entre ellas 

MadCAM-1 que se encuentra presente en las placas de Peyer, ganglios mesentéricos y 

endotelio vascular de la lámina propia. 

Las subpoblaclones de células T ayudadoras y las cltoclnas que producen son criticas 

en la Iniciación y maduración de las respuestas Inmunes en la mucosa Intestinal. La 

respuesta lgA secretora está mediada por las célu.las Th2, y en, particular por cltoclnas 

como IL-4, IL-5, IL-6 y TGF Jl que de una u otra manera se han visto Involucradas en 

su producción. Al parecer TGF fl actúa de manera slnérglca con la IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10 para promover la producción de IgA por células B, al mismo tiempo que Inhibe la 

proliferación de linfocitos. Se sugiere que esta cltóclna desempeña un papel Importante 

en la Inducción de tolerancia oral. 
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XI. VACUNAS 

Vacuna 

Las vacunas son elementos de la tecnologla, diseñados para prevenir las Infecciones 

causadas por diversos patógenos a través de la promoción de una respuesta Inmune. 

Clasificación y Tipos de Vacunas 63 

Las vacunas se pueden clasificar en: 

Vacunas vivas o atenuadas. Se basa en el uso del agente patógeno vivo 

pero con muy poca o nada de virulencia, por lo que no es capaz de causar 

enfermedad. 

Vacunas consistentes de organismos muertos. Se basa en el uso del 

agente patógeno muerto. 

Vacunas antitoxinas. Se usan toxolde o toxinas lnactlvadas. 

Vacunas de subunldades , Incluyendo péptldos. Se basa en el uso de 

antlgenos nativos, antígenos recomblnantes o péptldos sintéticos derivados de 

dichos antlgenos, administrados sólos o asociados a adyuvantes. 

Vacunas con vectores. Se explota a un agente patógeno atenuado que se 

re~ll~a para. c¡ue a su vez exprese antigenos pertenecientes al agente contra 

· el cual se quiere Inmunizar (caballo de Troya). 

· Vacunas de · ácidos nuclélcos o vacunas de ADN. Se administra una 

construcción en un vector de expresión que contiene todos los elementos 

necesarios para transcribir y traducir uno ó varios genes del patógeno 

considerados como protectores. 

Vacunas comestibles. Se basa en la expresión de protelnas antlgénlcas en 

plantas transgénlcas. En éste caso, la Inmunización se dá por consumo de la 

planta ó de su fruto. 

En la siguiente tabla se muestran los tipos de vacunas y algunos ejemplos alusivos a 

ellas. Las marcadas con (x) aún están en etapa experimental. 
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Tabla de Vacunas 63 

Tipos de Vacunas Viriles Bacterianas Parasllarlas 

Ol!Janlsmo vivo o 
Pollo, varl:ela, sarampión, paperaa, rubéola, T uberoulosls, lttoklea, ailera 

atenuado lieblB amarilla, rolavlrus (x),dengue (x), (x), ehlgolosls (x), lepra (x) 
hepalltls A (x) 

Pollo, lnftuenza, rabia, encelalltls japonesa B, Pertussis, lttok!ea, ailera, 
Organismo muerto lepra (x), enlennedad de Malaria(x) hepalilisA 

helloobacler(x) 

Antiloxina Olfleria, lélanos, shlgelosis 
(x), E.oo/ienlérica(x) 

Vacunas do Hepatilis B, herpes ~mple lipo 2 (x), inftuenza HaemopMus lnHuenzae B, Malaria(x), 
subunklades, Incluyendo (x), virus del papioma hu mano (x), HIV (x), pertusis, H. Py!ori (x), schislosomlasls (x), 

péplkJos rabla(x) meningococo, pneumooocco, 
~lshmanlasis (x) ., 

tifoidea 

Vacunas por vectores HIV (x), sarampión (x), rabia (x) Hokloa (x), ailera (x), Malaria(x) 
luberculosis (x), ehlgelosis (x) 

HIV(x), lnfluenza(x), herpes simple Upo 2(x), Malaria(x), 
Vacunas de ácidos rabia(x), hepalills B(x), hepatills C(x), hepalitis 

Wok!ea (x), luberoulosis (x) schlslosomlasis(x), nudékx>s O(x), virus de papioma(x), HTLVI (x), 
lebhmanlasis (x) cilomegalovirus(x), enoolalilis de SI. Lo u is (x) 

Adyuvantes •3 

Son sustancias o formulaciones que tienen la capacidad de Incrementar la respuesta 

Inmune a un antlgeno. 

Entre los primeros más potentes adyuvantes se encuentra el de Freund constituido por 

el bacilo de la tuberculosis muerto mezclado en aceite mlnerai64• Este adyuvante 

promueve la respuesta humoral (formación de anticuerpos) y la hlpersenslbllldad 

tardla (DTH). El adyuvante Incompleto de Freund que carece del bacilo, solo promueve 

la producción de anticuerpos. 

Es dlflcll clasificar a los adyuvantes porqúe en la práctica muchos de ellos utilizan 

diferentes principios. En la siguiente.tabla se mencionan algunos de los más comunes y 

como a~túán. 
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Tabla de Adyuvantes 83 

Algunos de los factores que 
promueven la lnmunogenlcldad Ejemplos 

de los antlgenos 

Ag pmcipllados con aluminio, ftagellna polimerizada, HbsAg , liposomas, , 
Liberarlos en partlculas ~rosomas, biosomas, iSCOMs (coleslorol, saponina. fosfollpldos, pmlolnas de 

superficie virales). 

Poi/meros y pollmerización de anllgonos Pollmeros polloxiproplleno, y polio.l()otileno, polimeros de manosa, polimems 
mullipeplidicos, tripalm1toil·S-glioo1in cisloina 

·- -~-----·-
Emulsiones y adywanles (promoc~n de Adywanle de Freund. MF59, SAF· 1 

liberación len/a de Ag) 

Microencapsulack'.m de anllgenos Microcapsulas biodegradablcs: (poli li\ctido-roj¡licólKJ<i:PLGJ. cianoaailalos 
(poli bulü-2-cianoacrilalo) 

·-
M tuberculosis muerta, Borledella perlussis muerta, Cof}11obacterium psrvum, 

Bacterias y productos baciorianos N-acoli·muramH -analD-0-lsoglulamina, murami dipéplido MDP, MTP-PE, LPS 
(de E. coli, So/mono/la y Psoudomonos) , monolosfori llpido A (MPA) 

Polinudeólidos poli-1 ;C y poU-A:U, vitamina 03, dexlran sulfato, inulina, ODA, 
Otros adyuvanles qulmicos avidlna, polimeros de calbohldralos, dlmirolalo de lrealosa, pofifosfainas y la 

protolna LelF de Leishmanla. 

Citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL·IO, GM·CSF, FLT-3, IN~= 

Agenles que se dirigen e las CPA Fusión a C3d, c~a 

Abreviaciones: HBsAg (Anllgeno de hepatitis B), ISCOMs (complejos lnmunolenldos), MF59 (emulsión de Qu/ron), SAF-1 

(Formulacl6n Adyuvonle de Slntex-1), MTP-PE (Porciones de LPS), LPS (UpopolisacArldo), ODA (Dlmetil, dioctacll bromuro 

de amonio), LelF (Lelshmanla proteln), Cb:B (Subun/dad B de la 1oxina del cólera) 

Factores a considerar para la administración de una vacuna: 

l. La naturaleza del antígeno candidato a vacuna. 

2, La ruta de administración puede conferir compartamentallzaclón anatómica a la 

respuesta Inmune, restringiéndola a Inmunidad periférica o Inmunidad de la 

mucosa. 

3. Dosis de antígeno. 

4, Frecuencia de administración de la dosis. 

s. Tipo de adyuvante. 
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Vacunas de mucosa 

Las mucosas constituyen la vla de entrada de más del 90% de patógenos del humano, 

principalmente el tracto digestivo. Como tal, la activación de una respuesta Inmune por 

vla oral constituye la estrategia más avalada contra muchas lnfeccl~nes. De hecho, la 

mayorla de las vacunas efectivas aprobadas en humanos se administran por esa vla. 

Entre estas vacunas que Involucran a patógenos atenuados se Incluyen la triple (pollo, 

tétanos y sarampión), Salmone//a typhl y la vacuna tetravalente de rotavlrus, 

recientemente aprobada (RotaShleld). 

El virus de la Influenza adaptado al trio (CAIV) el cual está en etapa de 

experimentación avanzada, es la primera vacuna de mucosas que se administra por 

vía nasal a humanos y que ha demostrado generar respuestas Inmunes protectlvas65
, 

Esto sugiere que CAIV es vehlculo promisorio para generar Inmunidad protectlva en 

niños en contra de la Influenza. 

Una forma alternativa es el uso de vacunas de ADN. Se han realizado estudios cllnlcos 

de administración de ADN en forma de plásmldo para Inducir protección en contra de 

varios patógenos, entre ellos; el virus de hepatitis B, el virus del herpes simple, HIV y 

malarla66
, Sin embargo, en todos los casos se repotó la Inducción de anticuerpos y 

linfocitos T cltotóxlcos (LTC) a nivel sistémico y no en mucosas. 

A pesar de que se ha progresado en la Inducción de Inmunidad de mucosas en 

animales de laboratorio con vacunas de ADN utilizando llpidos catlónlcos u otros 

vehículos para las vacunas asl como motivos lnmunoestlmuladores CpG, no existen 

reportes de Inducción de Inmunidad en mucosas con el uso de vacunas de ADN en 

humanos. 

Otra estrategia prometedora para el desarrollo de vacunas de mucosa es el uso de 

adheslnas. Anticuerpos en contra de estas proteínas pueden bloquear la capacidad del 

patógeno de penetrar las barreras mucoldes. Las adheslnas son opciones atractivas ya 

que son altamente conservadas debido a su asociación con receptores bien 

conservados del hospedero. 

Actividad adyuvante de la toxina del cólera 

La toxina del cólera (TC) es un potente adyuvante de respuesta Inmune secretora IgA 

cuando se administra en forma oral a animales experimentales. La toxina del cólera es 

una molécula constituida por una subunldad A (holotoxlna) asociada a un pentámero 
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de subunldades B. La toxina del cólera se une al gangllósldo monoacllado GMl en las 

células epiteliales del Intestino vía la subunldad pentamérlca B, permitiendo la entrada 

de la subunldad toxlgénlca A a la célula que ADP-rlbosila la proteína reguladora G 

(adenllato clclasa) activándola de una forma Incontrolada, de esta manera provoca que 

las células epiteliales secreten grandes cantidades de flufdo67
'
68

• Aún existen 

controversias en cuanto a que la subunldad de la TC ejerce el efecto adyuvante en 

mucosas. Así, mientras algunos trabajos demuestran que la administración de 

antígenos expresados en fusión con la subunldad B de la toxina del cólera son capaces 

de estimular la Inmunidad de mucosas, otros estudios sugieren que la subunldad A es 

esencial para el efecto adyuvante. Sin embargo, el uso de la subunldad A es limitado 

por su toxicidad. 

Plantas transgénicas 

El avance rápido en la biotecnología de plantas resultará en contribuciones a la 

producción de vacunas. Estudios recientes señalan que plantas tratadas genéticamente 

pueden ser usadas para producir vacunas en contra de enfermedades humanas69·'º· A 

principios de 1990 Charles J. Arntzen concibió la tecnología de las plantas transgénlcas 

como la manera de resolver muchos de los problemas que lleva consigo la vacunación 

de los niños de paises en desarrollo. Recientemente, la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) hizo un llamado a la comunidad científica sobre la urgente necesidad de 

vacunas baratas, orales y que no necesiten refrigeración. El único problema es que las 

vacunas de plantas tendrán que purificarse de alcaloides y otros productos tóxicos de 

la planta. Dos estrategias pueden usarse para resolver este problema, uno es utilizar 

vectores de la planta que Incorporen a la proteína en un tejido que carezca de estos 

tóxicos y/o alcaloides (Ej. plátano y semilla de soya). Otra solución serla la de usar la 

misma tecnología para Incorporar construcciones para que genéticamente se eliminen 

los genes para las sustancias tóxicas. 

El utilizar plantas transgénlcas como vectores de expresión· puede proporcionar una 

amplia variedad de ventajas con respecto a .las técn!~s de producción convencionales. 

Entre ellas tenemos: 

1) Obtención de gran cantidad de protelria e~ cor,to tlempÓ. 
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2) Abaratamiento de la producción, almacenaje, distribución y administración de la 

vacuna (no requiere refrigeración ni personal especializado ó equipó para su 

administración). 

3) Elimina contaminación de la vacuna con virus animales. 

4) Se puede administrar de manera natural a través del consumo de la planta, 

frutos ó como preparados, 

5) Como método no agresivo es Ideal para vacunación de niños, 

6) Los antígenos en la planta se encuentran en un medio natural de encapsulaclón 

que los protege de jugos gástricos. 

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

Uno de los primeros ensayos fué la Introducción del gene de una proteína derivada del 

virus de hepatitis B en plantas de tabaco. Interesantemente, la administración del 

antígeno a ratones logró activar los mismos componentes del sistema Inmune que el 

propio virus puede activar. 

Se ha logrado que las vacunas comestibles puedan proveer alguna protección a 

animales experimentales en contra del virus de la rabia, He/lcobacter py/orl y el virus 

entérico de MINK. 

En cuanto a humanos, en 1997 varios voluntarios comieron trozos de papas crudas 

que contenían una parte no tóxica de la toxina de E. col/ (la subunldad B) logrando 

activar tanto la respuesta Inmune de mucosa como la slstémlca71 • En otro ensayo, 1 g 

de 20 voluntarios también activaron su sistema Inmune cuando se les dló a comer una 

vacuna de papa con el virus Norwalk72 y dos de tres que recibieron (Hllary Koprowskl 

of Thomas Jefferson Unlverslty) lechuga transgénlca expresando un antígeno de la 

hepatitis B73
• Aún así, el que las vacunas transgénlcas protejan a humanos contra 

enfermedades todavía no esta determinado. 

En resumen, los experimentos realizados en animales y en humanos Indican que la 

estrategia es viable. Todavía hay muchas cosas por resolver, tales como la cantidad de 

vacuna que sintetizará la planta. La producción se puede aumentar de varias maneras, 

una de ellas es ligando a los genes del antígeno con elementos reguladores que se 

activen bajo ciertas condiciones ambientales o en ciertas o todas las etapas del 
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desarrollo de las plantas, controlando los perlódos de síntesis de las proteínas, ya que 

se ha observado que en algunas plantas transgénlcas la síntesis se presenta casi al 

final del desarrollo y la cantidad de proteína que se obtiene es baja. Mientras se 

resuelve esto, hay que asegurarse que la cantidad administrada de fruta va a dar la 

dosis necesaria de antlgeno a través de la cuantificación de la misma. 

Tolerancia Oral 

Como se mencionó anteriormente, el sistema Inmune de mucosas cumple con dos 

funciones opuestas: Inmunidad de mucosa y tolerancia. La respuesta normal o común 

del tracto gastrointestinal a antígenos es la tolerancla74 • La tolerancia, se piensa ocurre 

a través de: 

Supresión activa. Células o cltoclnas que Inducen la no-respuesta. 

Anergla. Células vivas que no responden. 

Apoptosls. Muerte celular programada de células reactivas. 

El tracto gastrointestinal sano está constantemente en contacto con antígenos, de los 

cuales puede distinguir entre patógenos, flora normal y allmentos75• Los agentes 

patógenos generalmente provocan que se secreten por parte de las células epiteliales 

cltoclnas y qulmloclnas, atraen células Inmunes y/o provocan que las células epiteliales 

expresen moléculas de MHC en superficie Induciendo la Inmunidad. Los antígenos 

carentes de esta actividad estimuladora se programan para la tolerancia en la cual 

generalmente la IgA secretora no se ve dlsmlnufda76• 77• 

La vía de vacunación es un determinante crucial para Inducir ya sea la Inmunidad 

periférica o la Inmunidad de mucosas. Los métodos y rutas para Inducir la Inmunidad 

de mucosas generalmente retardan o previenen la Inducción de la Inmunidad periférica 

y Vlceversa78
• A este fenómeno se le denomina "Regulación cruzada" y fué revelado 

por primera vez en su forma blmodal por Plerce (1978) 79 , Koster (1983) so y Hamllton 

et al. (1979)81 cuando estaban probando un candidato no tóxico a vacuna contra el 

cólera. Ellos encontraron que la sensibilización Inicial por una vacunación vla parenteral 

redujo la habilidad de la vacuna de Inducir Inmunidad en la mucosa cuando la segunda 

Inoculación del antígeno se dló por vla entérica. Pero la sensibilización parenteral 

resultó en una fuerte respuesta Inmune en la segunda dosis administrada también por 

vla parenteral. La regulación. cruzada no es compatible con las características de los 
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modos convencionales de vacunación ya que generalmente se necesita activar tanto la 

respuesta Inmune periférica como la de mucosas para proteger. 

Vacuna vs amiblasis 

El diseño de una vacuna contra un parásito resulta ser más complicado que en contra 

de una bacteria o un virus ya que los parásitos son organismos con ciclos de vida más 

complejos, algunos hacen uso de vectores como es el caso de la malaria, schlstosoma 

y trypanosoma, por mencionar los más Importantes. Pero Ja ventaja que guarda E. 

histolytlca comparado con estos últimos es: 

No tiene vectores. 

No tiene huéspedes secundarlos. 

su ciclo de vida es sencillo comparado con el de otros parásitos, (sólo dos 

estadios). 

Es un parásito extracelular, caracterlstlca que favorece el uso de una vacuna 

que aproveche los antlcuepos en contra de este agente, 

Inmunidad vs E. histolyt/ca 

Existen reportes de la adquisición de Inmunidad protectora después de un episodio 

Invasivo con E. histolyt/ca. En un estudio epidemiológico Individuos que hablan 

padecido de absceso hepático amlblano tenlan una tasa de riesgo de 0.2% de contraer 

absceso hepático amlblano comparado con pacientes controles que no hablan padecido 

de absceso hepático amlbiano82
, sugiriendo asl que una Infección previa extralntestlnal 

resulta ser protectlva. Estos hechos son respaldados por experimentos hechos en 

reglones en donde la Infección es endémicaª'. Experimentalmente, la Inmunidad en 

contra de la amlblasls puede obtenerse por la Infección o vacunación; esto se ha 

demostrado en diferentes estudios hechos con gerbos, hámsteres o monos vacunados 

con amibas Intactas o varias formas de antígenos amiblanos, en donde se observa 

protección en contra absceso hepático amiblano84• 

La fuente de ésta protección es controverslal, con estudios de transferencia pasiva de 

anticuerpos que respalda a la respuesta Inmune humoral y con otros que demuestran 

la vulnerabllldad de la amiba a células fagocítlcas activadas respaldando a la respuesta 

Inmune celular. Sin embargo, una fuerte evidencia de la poca participación de la 
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Inmunidad celular torna respaldo en los pacientes con SIDA, en donde aparentemente 

no hay correlación positiva entre SIDA y arnlblasls. En cualquier caso, es probable que 

ambas respuestas sean Importantes dependiendo de la localización y el contexto en 

que se encuentre la amiba. 

Respueta secretora en la amlbiasis intestinal 

Se ha encontrado respuesta secretora lgA contra antfgenos arnlblanos en leche 

materna, calostro, heces y saliva de humanos, asf corno en bllls de ratas Inmunizadas 

con trofozoftos, heces de ratones Inmunizados con trofozoftos fijados en 

glutaraldehfdo85 y en heces de roedores Inmunizados por vfa oral con la lectlna por 

afinidad a N-acetll-D-galactosamlna86 ó con un dodecapéptldo de la protefna rica en 

serlna de E. histolytlca (SREHP) acoplado a la subunldad B de la toxina del cólera 

expresado en una cepa atenuada de Sa/mone/la typhlmurium 102
• Nuestro grupo de 

trabajo fué el primero en demostrar la capacidad de los anticuerpos lgA purificados de 

saliva de pacientes de Inhibir la adherencia de los trofozoftos a la célula blanco, paso 

esencial en el proceso cltolltlco de las amibas. Posteriormente, se demostró que los 

anticuerpos IgA obtenidos en las Inmunizaciones orales mencionadas anterlornnente, 

también son capaces de Inhibir la adhesión a células epiteliales 6 a lineas celulares de 

rnamíferos85
• 

Uno de los eventos que pueden respaldar de manera Indirecta el papel protector de la 

lgA en la arnlblasls en humanos es la baja Incidencia de amlblasls Intestinal que se ha 

reportado en niños recién nacidos en un área endémica de Afrlca (Bangladesh), 

durante el tiempo en que son amamantados. De Igual forma, otro estudio en la misma 

área demuestra clara asociación entre la presencia de anticuerpos lgA contra la lectlna 

de adherencia GalNAc en niños y su resistencia a una relnfecclón con E. hlstolytlca, 

aunque no por largos perlódos87• 

Estos datos sugieren que se podrfa desarrollar una vacuna oral a través de la 

estlmulaclón de anticuerpos lgA de mucosas antl-arnlblanos que puedan bloquear la 

adherencia de la amiba a células epiteliales Intestinales. 

Candidatos a vacuna 

Los primeros Intentos de vacunación consistieron en la administración de trofozoftos 

muertos, asf como de antígeno total y fracciones antlgénlcas. La rnayorfa de estos 

confirieron protección contra el desarrollo d.e AHA en hamsteres y gerbos que son los 
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modelos experimentales en que se han realizado la mayoría de los ensayos de 

protección hasta ahora. 

Tres proteínas de E. hlsto/ytica se han utilizado en ensayos de protección y se han 

propuesto candidatos para vacuna: 

:> La proteína rica en serlna (SREHP) 

:> La lectlna de unión a Gal/GalNAc 

:> La proteína rica en clstelnas de 29 kDa (CREHP) 

Las características que presenta cada una son: 

a) SREHP (25kDa) 

Proteína con múltiples repeticiones en tandem que se encuentra en la 

superficie del trofozolto. 

• Es altamente lnmunogénlca 

• Posee epltopos muy consevados 

• Se encuentran anticuerpos contra esta proteína en aproximadamente 80% 

de los pacientes que sufrieron de absceso hepático amlblano88
• 

• La mayoría de los anticuerpos de pacientes con AHA se unen a las 

repeticiones de dodecapeptldos y octapéptldos que dicha proteína posee, e 

Inhiben la adherencia de la amiba a células epiteliales. 

• La proteína recomblnante y sus epltopos confieren protección contra el 

desarrollo de AHA experimental en diversos experlmentos•<••r tobl•>. 

• El Interés en esta proteína ha generado varias patentes, entre ellas de 

vacunación. 

b) Lectlna especifica Gal/GalNAc de E. hlstolytlca (260 kDa) 

Es una proteína de superficie con actividad de lectlna. 

Es la molécula principal en el proceso de adherencia de la amiba a la célula 

blanco. Su bloqueo con azúcares o anticuerpos monoclonales Inhibe la 

adherencia de los trofozoltos y su capacidad cltolltlca. 89
•9º 

Es altamente lnmunogénlca y tienen epltopos conservados ya que más del 

90% de los pacientes (de diferentes reglones) que desarrollan absceso 

hepático amlblano generan anticuerpos contra esta proteína", la mayoría 

(89%) dirigidos contra la reglón rica en cisternas de la subunldad de 170 

kDa. El 80% de los pacientes con colitis amlblana generan anticuerpos IgA 

dirigidos a esta reglón92, 
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• La proteína nativa; 111 recomblnante y su reglÓn rica en cisternas connere 

protec~lón contra el AHA experlm~ntal én múltiples ensayos• (ver tabl•J, 

• El gran lnte.rés en esta proteína ha generado múltiples patentes, Incluyendo 

su uso como vacuna, 

c) CREHP (29 kDa) 

• Localización en superficie en donde es el antígeno mas abundánteUbre de 
tlol n,94,9s 

• Es fnmunogénlca; aproximadamente el 80% de los pacientes que sufrlerón 

de un episodio de absceso hepático amlblano desarrÓflar~n anticuerpos en 

contra de esta proteína 96•91• 

• Es reconocida por anticuerpos IgA de pacientes que sufrieron de absceso 

hepático amlblano y amlblasls lntestlnaf98 

• La protelna recomblnante confirió protección parcial contra AHA 

experimental en hámsteres* (ver tabl•J, 
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XII. PHAGE DISPLAY 

1) Caracterlsticas Generales 

Phage display se refiere a la expresión de péptldos o proteínas en la superficie de un 

fago Fiiamentoso, entre ellos el más común es M13. Generalmente, los péptldos 

fusionados o proteínas, se expresan en la parte amino-terminal de las proteínas de 

envoltura del fago. Principalmente pVIII del que hay más de 2000 coplas y plll del que 

hay de 4 a 5 coplas por fago. En el sistema pIII se pueden fusionar péptldos o 

proteínas grandes, mientras que en pVIII son pequeños (6 a 8 residuos) pero en 2700 

coplas. 

Los sistemas de expresión de "phage display" son amplios y comprenden la expresión 

de; péptldos aleatorios, epítopos/mlmótopos definidos (reconocidos por anticuerpos), 

bibliotecas genómlcas y de ADNc y fragmentos de ADN genómlco. 

Esta tecnología aporta más ventajas y posíbllldades que otras técnicas: se pueden 

alslar. péptldos (epltopos) o proteínas de patógenos o anticuerpos monoclonales 

usando repertorios de anticuerpos o péptldos expresados en el fago¡ Identificación de 

moléculas Involucradas en la Interacción entre receptor-ligando, proteína-proteína, 

·proteína-ADN, enzima-sustrato, entre otras; generación de fagos capaces de unirse, 

entrar y transcribirse en células de mamífero106
• 

2) Bibliotecas de fagos para el mapeo de epltopos y el desarrollo de 
vacunas107 

Las bibliotecas de péptldos aleatorios se han utilizado para la Identificación de péptldos 

que son llgandos de ciertos anticuerpos sin conocer el epítopo exactamente. Las 

bibliotecas de fragmentos de antígeno (AFL) han servido para Identificar epltopos de 

un antlgeno proteico en especial. En muchos casos, se Identifican secuencias 

homólogas al epltopo original (mlmótopos) que funcionan en cuanto a 

ínmunogenlcldad y reconocimiento como el original. Sin embargo, la Importancia de los 

péptldos : como mlmótopos estructurales de un epltopo a comparación de Jos 

mlmót~pos º pu~os funcionales, es que contactan al anticuerpo por Interacciones .,, ' ' . ··' ' , 

diferentes a las del eplfopo original, pero no es clara todavla. 
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La purificación de un fago con su blanco ~e puede detectar por el Incremento de fago 

unido después de cada ronda de tamlzaje y por ensayos de EUSA (Enzlme·Llnked 

Immunoabsorbent Assay). Las condiciones que afectan afinidad y diversidad de las 

clonas seleccionadas son: astringencia de los lavados, número de bloselecclones o 

tamlzajes (blopannlngs) y la concentración de la molécula blanco o la densidad de la 

molécula Inmovilizada. La diversidad de las clonas disminuye después de múltiples 

rondas de purificación con alta astringencia. 

3) Fagos como acarreradores lnmunogénlcos para vacunación 

Una de las caracterlstlcas más atractivas de la técnica de Phage Display, es el 

identificar epítopos o mlmótopos de antígenos candidatos a vacuna. Una vez 

Identificados, él bacteriófago filamentoso se utiliza como acarreador lnmunogénico 

para generar anticuerpos en contra de los péptldos recomblnantes desplegados en el 

amino terminal de las proteínas de cubierta. Su ventaja sobre otros acarreadores tales 

como ovalbumlna, el toxolde tetánico, etc. es el que los epitopos B del fago están 

limitados a los residuos externos donde está expueta la secuencia del antígeno o 

péptldo. Esto significa que el fago suele Inducir una buena respuesta de anticuerpos 

contra la secuencia de Interés, comparada con la de otros acarreadores, por lo que no 

requiere de adyuvantes.108 

En 1994, Scheliekens y cols.1°9 demostraron que un péptldo proveniente de una 

biblioteca aleatoria de fagos (RPL), identificado por tamlzaje con un anticuerpo 

monoclonal específico para la glicoprotelna D del virus de herpes simple (HSV)-1 fué 

capaz de conferir Inmunidad protectlva a la ínfécí:ión de HSV..;1; Incluso la afinidad de 

el anticuerpo monoclonal por el péptldo RPL derivado y el epítopo lineal nativo fueron 

similares. 

En varios trabajos de protecclón 11º·111•112 utlllzando mlmótopos se ha encontrado que 

aquellos que Inducen una respuesta de anticuerpos protectora, corresponden a 

epítopos de proteína lineales de los virus patógenos. Folgorl et a/. 113 fue el primero en 

demostrar que los sueros de pacientes con hepatitis e puede ser utilizado para 

identificar mimótopos de epitopos reconocidos comunmente en el virus de hepatitis c. 
Ya identificados tanto mlmótopos lineales como conformaclonales, se utilizaron algunos 

de estos fagos para Inmunizar conejos, lo que resultó en una reacción cruzada con el 

virus HCV. Asl mismo, Scala et al. 114 Identificó varios fagos que reaccionaron con 
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diferentes sueros de personas Infectadas con HIV. Se Inmunizaron ratones con estos 

fagos seleccionados y de manera significativa las lgG purificadas neutralizaron aislados 

primarios de HIV-1, en un ensayo de Infección In vitro utilizando sangre humana 

periférica. En parásitos la técnica se ha empleado con péptldos de Plasmodium 

fa/ciparum (Pl, P2). El poder utilizar uno o varios mlmótopos de epítopos de patógenos 

sin utlllzar a los patógenos completos atenuados o muertos o al antígeno completo 

para desarrollar vacunas puede ser de gran utilidad, principalmente cuando no se han 

Identificado muchos de los antígenos de un agente patógeno o no se pueden obtener 

fácilmente. Sin embargo hay que tener mucho cuidado en la selección de estos 

péptldos, ya que pueden existir epltopos que favorezcan la lnfecclón125
• 

Incluso ésta técnica es útil para dilucidar en parte la etiología de ciertas enfermedades 

autolnmunes, desarrollar métodos que las prevengan o para diagnóstico en general. 
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11. HIPÓTESIS 

1, SI se administra la proteína CREHP fusionada a la subunldad B de la toxina 

del cólera se podría generar tanto una respuesta secretora como una 

respuesta slstémlca127 capaces de bloquear la Invasión de trofozoítos en un 

modelo de amlblasls Intestina!, 

2. SI utlllzamos suero de pacientes recuperados de un episodio de AHA para 

selecclo'iiar' fagos que desplieguen péptldos, hacléndo uso de la técnica de 

Phage Dl~pl~y/ se: p°'drían aislar epltopos o mlmótopos que pueden ser 

utilizados como vacuna o diagnóstico de la amlblasls, 

37 



111. OBJETIVOS 

GENERAL 

Evaluar la capacidad de protección de la proteína CREHP (Identificada por anticuerpos 

IgA de saliva de pacientes Infectados) Fusionada a la subunldad B de la toxina del 

cólera (CREHP-CtxB), así como de péptldos sintéticos Identificados por "phage 

display", en modelos experimentales de amlblasls Intestinal y extralntestlnal 

(hepático). 

ESPECÍFICOS 

Ul Expresar en bacterias y purificar la proteína híbrida CREHP-CtxB (rica en 

cisternas + subunidad B de la toxina del cólera) en cantidades suficientes 

para realizar ensayos de Inmunización oral. 

ru Inmunizar ratonesporví~'oral yevaluarelnlveld~ protección en el modelo 

de amlblasls lntracecal réportadó p~r rí'uest~~:gr;jpo115• 
"'·-~ ::·'..',.;;;(' .~:~~- ?~> ··'"~'-

ID Evaluar la respuesta irimUne 's~cr~f[;ra(prciduC:dó~ de antléuerpos IgA) y su 
posible relación con protección. ;_.,l·y S;'-: ;~:~'~~-: · _._J,;,, 

.• "::,:::··:~->:::·:.:.:~;~~:~·~:-·:.:·')~:''. 

ill Aislar e Identificar posibles péptldÓ~ p~:~~~~~es'en ~na biblioteca de fagos 

expresando péptldos al azar (phage dls~iay) uWlzando sueros de pacientes 

con absceso hepático amlblano (tamizar Ía biblloteca). 

m Identificar los péptldos que portan los fagos aislados con los sueros de AHAh 

por la técnica de Phage Display. 
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IV, MATERIALES Y MÉTODOS 

ELABORACIÓN DE LA CONSTRUCCIÓN PARA EXPRESIÓN 

El gene de la protelna rica en clstelnas (-7aa en el extremo amino-terminal) aislado de 

una biblioteca de ADNc ),,-ZAP II (Unl-Zap ™ XR Clonlng Kit) de E. hlstolytlca 

HMl:IMSS, se amplificó por PCR utilizando ollgos sintéticos diseñados para permitir la 

Inserción de los sitios de restricción EcoRI en el extremo 5' y Ndel en el 3 ·ademas de 

eliminar el codón de paro. El amplificado de 0.7 kb se purificó a partir de un gel de 

agarosa al 1 % en buffer de corrida TAE (amortiguador Tris 0.04 M-acetato, 0.001 M 

EDTA) y se clonó rfo arriba y en marco abierto con el gene de la la subunldad B de la 

toxina del cólera (CtxB) en el vector pV1542 usando flgasa del fago T4 a 16° C durante 

toda la noche; la clonaclón se demostró por PCR 134 (flg. 1). 

Para la expresión en bacterias, la construcción CREHP-CtxB se amplificó por PCR con 

ollgos que permitieron la Inserción de sitios de restricción Hlnd lII y EcoRI en los 

extremos 5 'y 3 • respectivamente, además de la eliminación del codon de paro de la 

subunldad B de la toxina. El ampllflcado de 1 Kb se purificó de un gel de agarosa al 

0.8% y se subclonó en los sitios de restricción HlndIII-EcoRI del vector de expresión 

pET23a usando llgasa del fago T4 a 16 oc durante toda la noche como se describe en 

el manual del fabricante (Glbco BRL). El codón de paro de CtxB se eliminó para poder 

clonar la construcción en marco abierto con seis trlpletes del vector pET23a que 

codifican hlstldlnas Inmediatamente abajo del sitio de multlclonaclón. La cola de 

hlstldlnas permite la purificación de la proteína expresada a partir de los extractos 

bacterianos por unión a cationes metálicos como el nlquel. 

La clonación del Inserto se demostró por PCR y el mantenimiento del marco de lectura 

asf como de la codificación de la cola de polihlstldlnas por secuenclaclón automática. 

Se purificó plásmldo de la construcción en pET23a y se transformaron bacterias de la 

cepa de E. col/ BL21(DE3) pLysS a través del sistema de choque térmico en CaCl2 

(50mM) a 42ºC por 60 seg (Manlatls). Las clonas transformadas se seleccionaron en 

presencia de penicilina (200ug/ml) y cloranfenlcol (35 mg/ml) y se confirmaron por 

amplificación de la fusión por PCR en 1.5 uf de cultivo de las bacterias. 
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INDUCCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

Cultivos diluidos 1:50 a partir de bacterias BL21(DE3) pLysS transformadas y crecidas 

a 37ºC durante toda la noche en medio LB con Jos antibióticos correspondientes, se 

crecieron hasta una OD•oo= 0.5 (2 h a 250 rprn y 37ºC) y se utilizaron para Inducir la 

proteína recornblnante con lsopropyl-thlo-~-D-galactopyranosido (IPTG), mismo que se 

une al represor del promotor Lac en el genoma de la bacteria BL21 liberándolo y 

permitiendo Ja transcripción del gen de la Pollmerasa T7, el cual a su vez lleva a cabo 

la transcripción del gen de la proteína de Interés (Novagen, pET Manual Systern). Para 

determinar las condiciones óptimas de expresión, se hicieron varias pruebas con 

combinatoria de factores corno: medio de cultivo (Caldo Lurla y Terrlflc Broth), 

temperatura (37ºC, 30ºC y temperatura ambiente), concentración de IPTG (0.5 a 10 

rnM), volumen del cultivo (5, 50 , 100, 150 y 500 mi) y tiempo de Inducción (5, 8 y 

24 h). La Inducción se determinó por corrimiento de los Usados bacterianos en geles de 

pollacrllarnlda (SDS-PAGEJ al 15% (2.5rnl acrllamlda/blsacrllarnlda 30:0.8, 1.75 mi 

Tris 1.5M pH 8.8, 1.25 mi H20 bd, 50 ul dodecll sulfato de sodio (SDS) al 20%, 65 uf 

persulfato de amonio (APS) al 10%, 6.5ul de N,N,N',N'-tetrarnetlletllenodlarnlna 

(TEMED) durante 1 h a 100 Voltios 135, 

Con la finalidad de determinar si la proteína expresada se almacenaba en el cltosol o 

se agregaba en cuerpos de Inclusión, las bacterias se llsaron por congelación y 

sonlcaclón (7 veces en Intervalos de 1 rnln en hielo) y se centrifugaron para separar 

las dos fases, el sobrenadante ó fracción soluble (cltosol) y el botón o fracción 

Insoluble (membranas y cuerpos de Inclusión). La locallzaclón de la proteína expresada 

se determinó por corrimiento en SDS-PAGE al 15%. 

PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE CREHP·CTXB 

Para purificar Ja proteína por cromatografía de afinidad de unión a metales (Chelatlng 

Sepharose Fast Flor, Pharrnacla Blotech), la fase Insoluble (lml) de las bacterias 

transformadas e Inducidas, se aplicó lentamente a las columnas de sefarosa HITrap 

(Pharmacla Blotech, USA) tratadas con NIS04 (10 mi de 50 rnM), se lavó y las 

proteínas unidas se eluyeron con EDTA 0.05% rnM, pH 7.2. La pureza de la proteína se 

determinó por SDS·PAGE al 15%. 
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Par~ obtener. los cuerpos de Inclusión se cosecharon las bacterias Inducidas, se lavaron 

'en buffer .de fosfatos (PBS), se resuspendleron en el mismo buffer y se sonlcaron, se 

centrifugaron 40 mln a 15000 rpm, se resuspendleron en 1 mi de Tris 0.05M pH B.O y 

se desnaturalizaron usando urea BM. A continuación, la muestra se centrífugo a 15 

000 rpm durante 15 mln y el sobrenadante se vertió lentamente en la columna tratada 

con NIS04 ~ De Igual forma la pureza de la proteína se determinó por SDS-PAGE al 

15%, 

Con la finalidad de Incrementar la cantidad de proteína, se purificó adicionalmente por 

difusión a partir de geles SDS-PAGE grandes al 12% en los que se corrieron los 

.. extractos totales a 100 Voltios durante 14 h. Se cortaron las bandas correspondientes 

a la proteína Inducida, se trituraron por su paso a través de jeringas y se colocaron en 

3 mi de PBS a 4ºC durante tres días. Finalmente, la proteína eluída se colectó en los 

sobrenadantes que contenían los restos de los geles por centrifugación a 5,000 rpm 

durante 5 mln. 

En todo caso se determinó la concentración de proteína por el método de Lowry, 

usando BSA como estándar136• 

FUNCIONALIDAD DE LA SUBUNIDAD B DE LA TOXINA DEL CÓLERA 

La funcionalidad de la subunldad B expresada en fusión con la proteína rica en 

cisternas se demostró a través de un ensayo de unión a gangllósldo GM1 (su ligando 

en las células epiteliales), determinado por EUSA. Para ello, placas de 96 pozos se 

sensibilizaron con 100 ng de GM1 (Avantl Polar Llplds Inc) en buffer de carbonatos pH 

9.6 durante toda la noche a 4ºC. Después de bloquear los pozos con PBS-BSA al 1% 

durante lh a 37ºC, se agregó la proteína de fusión (250 ng/pozo), una proteína 

recomblnante ARF (factor de rlbosllaclón de ADP) purificada por el mismo método (250 

ng/pozo) como control negativo y CtxB (250 ng/pozo) como control positivo. Todos se 

Incubaron durante 1 hr a 37ºC, se lavaron los pozos con PBS-Tween 0.05% y se 

añadió un anti-suero de conejo pollclonal contra la proteína recomblnante, un 

antlsuero de conejo pollclonal contra la proteína ARF (factor de rlbosllaclón de ADP) y 

un antlsuero de conejo pollclonal contra la subunldad B de la TC, respectivamente; 

todos dlluídos 1: 100 durante 1 h a 37ºC. Después del lavado, se añadió un segundo 

anticuerpo anti-total de conejo peroxldado (Zymed Laboratorios, Inc.) (dilución 
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l :1000) durante lh a 37ºC seguido del revelado con OPD (orto-fenll-enedlamlna) y 

H202 y la lectura a 490 nm. 

CULTIVO y COSECHAMIENTO DE E. hlstolytlca 

Trofozoitos axénlcos de E, hlstolytlca cepa HM-1 :IMSS, provenientes de absceso 

hepático amlblano de hámsteres, se crecieron en medio de cultivo TYI-S-33137 

suplementado con 15% de suero bovino adulto a 37ºC. Los trofozoltos se cosecharon a 

las 72 h de cultivo (fase de crecimiento logarítmica) por enfriamiento en hielo durante 

10 minutos y centrifugación a 150 x g durante 5 mln a 4oc. Los trofozoltos se 

resuspendleron en amortiguador de fosfatos PBS (15mM pH 7.2), se contaron en 

cámara de nuebauer y se ajustaron para el ensayo de Infección. 

RATONES 

Se utilizaron ratones hembras de 6 semanas de edad de la cepa C3H/HeJ que son 

Insensibles a llpopollsacárldo (LPS) (Jackson Laboratory. Bar Harbar USA), libres de 

parásitos que se mantuvieron en jaulas de plática estériles con filtro de aire y con 

alimento y agua ad libítum. 

MODELO DE AMIBIASIS INTRACECAL EXPERIMENTAL EN RATONES 

C3H/HEJ 

Como antesala a los ensayos de protección, se procedió a reproducir y mejorar el 

modelo de amlblasls lntracecal previamente reportado por nuestro laboratorlo126
• La 

modificación con respecto al protocolo previamente descrito, comprendió el uso de 

trofozoítos axénlcos reden recuperados de abscesos hepáticos en hámsteres 

(Incrementa la virulencia) en lugar de -monoxénlcos, eliminando con ello todos los 

problemas relacionados con _la lnocuiaclón ;/~ ,ba~terlas y los cambios que conlleva en 

la flora Intestinal. 

Se utilizaron 2 grupos de raton~sde B~ninlálescadauno. Unó de los grupos se Infectó 

con aml.bas mlentrns eL~trcí r~clbló solo PllS~ Brevemente; los ratones se anestesiaron 

con ketamlna (90 nlg/kg) (Rev~tn1~x S.A.) y xllazlna (10 mg/kg) (Pisa S.A), se afeitó 

el área abdornlnal y se realizó una laparoton1ra bajo condiciones asépticas para 
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exponer el ciego (apéndice entre el Intestino delgado y el grueso). Se Inyectaron Sx105 

trofozoítos en 0.15 mi de PBS, se selló el orificio con gelfoam (Pharmacla and UpJohn, 

S.A.), se regresó el ciego a la cavidad perltoneal y se procedió a suturar (Vyclll 4-0). 

Veinte días después, se sacrificaron los animales, se les extirpó el ciego, se analizó el 

contenido lntracecal y se procedió a hacer cortes histológicos de los mismos teñidos 

con hematoxlllna-eoslna. 

INMUNIZACIÓN DE RATONES CON CREHP•CTXB 

Veinte ratones se dividieron en tres grupos: el grupo I Integrado por 8 ratones 

Inmunizados con la proteína recomblnante (CREHP-CtxB) + toxina del cólera (TC) en 

PBS, el grupo Il control consistente de 8 ratones a los cuales sólo se Je administró TC y 

el grupo IIl control consistente de 4 ratones a los cuales solo se le administró PBS. 

A todos los ratones se les anestesió ligeramente con éter y se Inmunizaron por vía oral 

utilizando sondas de plástico (Standard wall spaghetti tublng. Chemplast Inc. USA). Al 

grupo I se le administraron 100 ug de CREHP-CtxB + 10 ug de TC en PBS-NaHCOJ o.s 
M (para neutralizar pH del estómago) los días O, 7, 14 y 21. De la misma forma se 

trató al grupo II, solo que a éste se le admlnlstaron 10 ug de TC en PBS-NaHC03 0.5 

M y al tercer grupo solo PBS. Se colectaron muestras de heces y suero los días O y 21 

(De Vos y Dick, 1991). 

INFECCIÓN INTRACECAL DE LOS RATONES CON TROFOZOÍTOS 

DE E. histolytica y ANÁLISIS HISTOPATOLÓGICO DE LOS CIEGOS 

Siete días después de finalizado el protocolo de Inmunización, todos los ratones se 

Infectaron lntracecalmente como se describió anteriormente. El día del sacrificio (47 

post-Inicio de la Inmunización) se colectaron muestras de heces y suero y se analizaron 

las características macroscópicas de los ciegos antes de ser extirpados como: tamaño, 

color, dlstenclón, sangre y presencia de trofozoítos al microscopio de luz. Una vez 

extirpados, el borde Ubre de Jos ciegos se selló con hilo nylon, se les Inyectó 

cuidadosamente formallna al 10% en PBS y se guardaron en suspensión en Ja misma 

solución. Para el análisis hlstopatológico se embebieron en parafina, las secciones del 

tejido se tiñeron con hematoxlllna-eoslna y se fotografiaron bajo microscopía de luz. 
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ENSAYOS DE ELISA 

Las muestras de heces se pesaron, se resuspendleron en un volumen 5 veces mayor 

que su peso en PBS con una mezcla de lnhlbldores de proteasa, se centrifugaron, se 

colectó el sobrenadante y se guardaron a -70ºC hasta su uso. Placas de 96 pozos se 

sensibilizaron con 200 ng de la proteína recomblnante CREHP-CtxB durante toda la 

noche a 4ºC en buffer de carbonatos pH 9.6. Después de bloquear los pozos con PBS· 

BSA al 1 % a 37oc durante 1 h, se les agregó 200 ul de los sobrenadante de las heces 

ó 200 ul de los sueros dlluldos 1:100 y se Incubó durante 1 hr a 37°C. Se lavaron los 

pozos con PBS· Tween 0.05% y se añadió un anticuerpo antl-lgA de ratón peroxldado 

(Zymed Laboratorios, Inc.) para las muestras de heces o anticuerpos antl-Ig totales, 

IgG e IgM de ratón peroxldado para las muestras de sueros dlluldos 1:1000. Después 

de lh a 37oc, los pozos se lavaron de la misma manera y los complejos Inmunes se 

revelaron con DPD y H20 2• Finalmente las placas se leyeron a 490 nm. Los ensayos de 

ELISA se realizaron por duplicado para todos los casos. 

ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR 

El día del sacrificio, se extrajo el bazo de los ratones Inmunizados asl como controles 

bajo condiciones de esterilidad en medio RPMI y los esplenocltos se obtuvieron por 

perfusión. Las células se concentraron por centrifugación, se resuspendleron en 

solución hemolisante durante 5 mln en hielo y se lavaron con medio RPMI. Los 

esplenocltos se resuspendleron en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal 

(BSA) (10%) y antibióticos (1%), se contaron y se ajustaron para colocar 5x105 

linfocitos/pozo en las placas de 96 pozos. Los ensayos se realizaron por triplicado en 

un grupo de pozos a los cuales no se les añadió nada, un grupo que se estimularon con 

1ug/pozo de Concavallna A y otro grupo que se Incubó con 5 ug/pozo de antígeno total 

de amiba, preparado por calentamiento y enfriamiento en amortiguador con 

lnhlbldores de proteasas. De Igual forma 5x105 esplenocltos se añadieron a placas 

previamente sensibilizadas con anticuerpos (Zymed Laboratorles, Inc.) antl·CDJ, antl

CD28 y con la mezcla de ambos. Las placas se Incubaron durante 48 h a 37ºC con 5% 

de co, y 95% de humedad. Al cabo de este tiempo, las células se pulsaron con 

tlmldlna trltlada (luCl/pozo) y se continuaron Incubaron durante 18 h y se cosecharon 

mediante un cosechador automático. La Incorporación de tlmldlna trltlada se determinó 
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en un contador beta de centelleo y los resultados de las cµm se expresaron como 

Indices de proliferación con base en las lecturas de fondo. 

SUEROS DE PACIENTES CON ABSCESO HEPÁTICO AMIBIANO (AHA) 

Se utilizaron 2 sueros de pacientes con AHA diagnosticados por ELISA y punción 

hepática que se confirmaron en nuestro laboratorio por ensayos de Western blot 

contra antígeno total de amiba usando metodología estándar (Towbln y col, 1979). 

WESTERN BLOT DE SUEROS DE PACIENTES CON AHA CONTRA 

ANTÍGENO TOTAL DE E. histolytica 

Se corrió antfgeno total de E. histolytlca en un gel de acrllamlda al 12% (SDS-PAGE) 

y se transfirió a una matriz de nitrocelulosa a O. 7 amperios durante 45 mln. Tiras de 3 

mm se bloquearon con 3% BSA en PBS-Tween 0.5% durante toda la noche a 4oc, Una 

vez bloqueadas, las tiras se Incubaron con los sueros diluidos 1:100 en PBS-Tween

BSA 1 % durante toda la noche a 4°C. Después de los lavados con PBS-Tween 0.3%, 

las tiras se Incubaron durante 2 h a atemperatura ambiente con un anticuerpo de 

cabra antl-Ig total (Zymed Laboratorios, !ne.) de humano acoplado a peroxldasa en 

dilución 1: 1000. Las tiras se lavaron Igual y los complejos Inmunes se revelaron con 4-

cloronaftol y H20 2 (Towbln y col. 1979), 

BIOSELECCIÓN 

Utilizando el protocolo del fabricante (Phage Display Peptlde Llbrary Kit, New England 

BloLabs, Inc.), se sensibilizaron B pozos de una placa de 96 pozos (Maxlsorp) con Z ug 

de anticuerpo monoclonal anti-Fe de IgG humano (Zymed Laboratorles, !ne.) en 100 uf 

de PBS por pozo durante 1 h a 37oc. Después de 10 lavados con 100 uf de PBS/pozo, 

éstos se bloquearon con 200 uf de PBS-BSA 3% durante 90 mln a 37ºC. Los pozos se 

lavaron de la misma manera, se les agregó uno de los sueros de absceso hepático 

amlblano (AHA) humano diluido 1:100 en 100 uf de PBS a cada pozo y se Incubaron 

durante 1 h a 37oc. Después de repetir los lavados se guardó la placa a 4oc durante 

. to,da la noche. Al día siguiente se añadió a cada 4 pozos, 100 uf/pozo de una dilución 

Ú4 en PÉIS-BSA 0.1 % de las dos blbllotecas de fagos M13 que se utlllzaron (C7C y D7: 

conce~traclón: 2x1011 fagos/mi y diversidad: 109 fagos/mi; New England Blolabs, !ne,) 

y se dejó Incubando a 4ºC durante 270 mln. Después de 10 lavados con PBS frío, los 
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fagos adheridos se eluyeron por Incubación con 100 ul/poLo de glicina 0.2M /HCI pH 

2.2 por 10 mln a temperatura ambiente y después 10 mln a 37oc. Los sobrenadantes 

de las bibliotecas (400 ul/ biblioteca) se recolectaron en un tubo eppendorf y se 

neutralizaron con 25 ul de Tris base 2M pH B.O, Con la finalidad de Incrementar la 

especificidad de los fagos adheridos a los anticuerpos AHA, se realizaron un par de 

rondas más (la segunda con el mismo suero y la tercera con otro) siguiendo el 

protocolo anteriormente descrito, 

TITULACIÓN DE LOS FAGOS 

Se Inoculó una colonia de E. co/I cepa ER2537 F+ (con plll) en 10 mi de medio 2YT 

(16g bactotrlptona, 10g de extracto de levadura, Sg NaCI por litro) y se dejó 

Incubando durante toda la noche a 37ºC en agitación a 250 rpm. Al día siguiente, se 

Incubaron 200 ul de estas bacterias con 1 y 500 ul de una dilución 1:1000 de los fagos 

obtenidos por cada biblioteca en presencia de X-gal/IPTG (t.25 g IPTG, lg Xgal (5-

Bromo-4-cloro-3-ldolll-P-D-galactosldo)) para Identificar por color azul aquellas 

bacterias Infectadas por los fagos. Esta mezcla se sembró en medio sólido LB Top

Agar (lOg bacto-trlptona, Sg de extracto de levadura, Sg de NaCI, lg de MgCl2-6H20, 

7g de agarosa por litro) y se Incubó a 37ºC durante toda la noche. 

AMPLIFICACIÓN DE LOS FAGOS 

A partir de un cultivo nocturno de bacterias ER2537 F+ se Inocularon 500 ul del cultivo 

y 390 ul de los fagos eluídos en las diferentes rondas de bloselecclón en SO mi de 

medio 2YT y se dejaron Incubar a 37ºC durante 270 mln a 280 rpm. Una vez 

Infectadas, las bacterias se centrifugaron a 6000 rpm durante 15 mln a 4ºC, se 

recolectó el sobrenadante, se le agregó 1/6 de PEG/NaCI (20% w/v polietllén-gllcol-

8000, 2.5 M NaCI) para precipitar a los fagos y se dejó durante toda la noche a 4oc, 

Al tercer día, se centrifugaron los fagos-PEG a 14000 rpm durante 10 mln, se 

resuspendleron en 1 mi de buffer TBS y se repitió la centrifugación a 14000 rpm 

durante 5 mln a 4°c. Se tomó el sobrenadante y una vez más se agregó 1/6 de 

PEG/NaCI y se colocó en hielo durante 1 h. Se centrifugaron los fagos durante.15 .mln a 

14000 rpm a 4°C y el botón se resuspendló en 200 ul de TBS. Restos de detritos 

bacterianos se eliminaron_ con otro.ciclo de centrifugación. 

Se hizo una dilución 109 d~I , fa'g~ y se procedió á titular utilizando el método ya 

descrito. Al cuarto día y .quinto días se determinó el tftulo de los amplificados y se 
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calculó el volumen adecuado para tener 2x1013 ufp (unidades formadoras de pldcas) 

por ampllflcado de cada biblioteca. 

CARACTERIZACIÓN DE LAS CLONAS OBTENIDAS POR 
BIOSELECCIÓN 

A. Amplificación de las placas 

Se tomaron 20 clonas aleatorias de la segunda y tercera rondas de bloselecclón 

"blopannlng" por cada blblloteca y se transfirió cada una a 10 mi de medio 2YT con 

bacterias ER2537 provenientes de un cultivo nocturno y diluidas 1: 100. Después de 

una Incubación a 37oc y 200 rpm durante 5 h, se tomó 1 mi del cultivo para 

purificación de ADN de cadena sencilla y a los 9 mi restantes se les agregó 1/6 de 

PEG/NaCI y se dejaron a 4oc para la titulación como se describió anteriormente. 

B. Purificación de ADN de cadena sencilla y secuenclaclón 

·A 1 mi/clona de las muestras ampllflcadas, se le agregó 400 uf de PEG/NaCI y se 

Incubó Incubar a temperatura ambiente durante 10 mln. La mezcla se centrifugó a 

14000 rpm durante 10 mln a 4ºC, se desechó el sobrenadante, se repitió este 

procedimiento y finalmente se resuspendló en 400 uf de buffer de yodo 4M (10 mM 

Trls-HCI, 1 mM EDTA·, 4M Na!). El ADN se precipitó por adición de 500 uf de etanol 

absoluto durante 10 mln a temperatura ambiente y centrifugación a 14 000 rpm 

durante 10 mln. El botón de ADN se lavó con etanol al 70%, se secó, se resuspendló 

en 15 ul de H20 megapura y se guardó a -2ooc hasta su uso. La pureza y la 

concentración del ADN de cadena sencilla se comprobó por electroforesis en geles de 

agarosa al 1 % y finalmente se secuenció en un secuenciador automático con el uso de 

los ollgos -28glll y -96 gllJ (Phage Display Llbrary Kit, New England Blolabs, Inc.). 

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

El anállsls computacional en busca de secuencias homólogas se realizó en la base de 

datos del Natlonal Center of Blotechnology and Ingenlery (NCBI), usando el servicio de 

alineamiento y análisis de homologla BLAST (Short Peptldes) y además con secuencias 

de E. hlstolytica de la base de datos TIGR (The Instltute of Genome Research). 
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V. RESULTADOS 

ELABORACIÓN DE LA CONSTRUCCIÓN PARA EXPRESIÓN 

La amplificación por PCR del gene completo que codifica para la proteína CREHP de 29 

kDa mostró una banda de 0.7 kb en un gel de agarosa 1% (Flg. lA). La clonación en 

el vector pV1542 que contenía la CtxB fue comprobada por PCR mostrando una banda 

de 1 kb correspondiente a la asociación de CREHP con CtxB (Flg. 18). El 

mantenimiento del marco abierto de lectura entre los dos genes se comprobó por 

secuenclaclón automática con ollgos de los extremos e Internos. A continuación, la 

fusión CREHP-CtxB se subclonó en el vector de expresión pET23a y al Igual que la 

anterior se demostró por PCR (Flg. 1C). La Flg. 2 muestra la secuencia de la proteína 

de fusión y su seguimiento con la secuencia de la cola de poll-hlstldlnas aportada por 

el vector. Para su expresión, se transformaron bacterl~s BL21 (DE3) pLys que son 

resistentes a cloranfenlcol gracias a el plásmldo pLys. Las clonas transformadas se 

Identificaron por resistencia adicional a amplclllna y se confirmaron por amplificación 

de la banda de 1 kb directamente a partir del medio de cultivo (Flg. lD). 

PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE CREHP•CTXB 

La fase Insoluble se pasó directamente por columnas de sefarosa tratadas con cloruro 

de níquel; sin embargo, no se pudo recuperar Ja proteína de los sobrenadantes lo que 

sugirió que ésta pudo haberse acumulado como cuerpos de Inclusión. A partir de esta 

deducción, se desnaturalizaron los cuerpos de Inclusión usando urea y el preparado se 

pasó por la columna, obteniendo así la proteína purificada demostrado en SDS-PAGE 

(Flg. 3C). La cantidad máxima de proteína obtenida por columna fue de 50 ug. 

Con la finalidad de Incrementar la cantidad de proteína para Inmunización oral, se 

purificó adicionalmente por difusión a partir de geles SDS-PAGE grandes (Flg. 30). 

Este sistema permitió la obtención de una mayor cantidad de proteína por lo que se 

utilizó en el resto del protocolo de purificación hasta obtener la cantidad necesaria 

para las Inmunizaciones. 
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FUNCIONALIDAD DE LA SUBUNIDAD 8 DE LA TOXINA DEL 

CÓLERA (CTXB) 

La funcionalidad de CtxB expresada en fusión con CREHP se demostró a través de un 

ensayo de unión a gangllósldo GM1 (su ligando en las células epiteliales), determinado 

por EUSA. Los resultados de las lecturas demostraron efectlvan:iente la unión de la 

proteína recomblnante a GM1 a diferencia de un control no relacionado como la 

proteína recomblnante ARF de E. hlsto/ytica purificada por el mismo método (Flg 4). 

Con este ensayo se demostró que CtxB expresada en fusión con la CREHP mantuvo su 

capacidad de unirse a GM1 y por lo tanto, como se ha reportado, podía ejercer su 

función de adyuvante de la respuesta secretora al facilitar la toma de CREHP por la 

células M de las placas de Peyer y su presentación a las células Inmunes adyacentes. 

MODELO DE AMIBIASIS INTESTINAL EXPERIMENTAL EN 

RATONES C3H/HEJ 

La reproducción de la Infección amlblana en ciegos de ratones C3H/HeJ por Inoculación 

lntracecal de trofozoftos axénlcos recién recuperados de abscesos hepáticos amlblanos 

en hámsteres resultó en alteraciones macroscópicas de los ciegos así como de la 

Integridad de epitelio cecal determinado en cortes teñidos con hematoxlllna-eoslna 

slmllares o aún más severos que los observados con los trofozoítos monoxénlcos 

(Tabla !). Los ciegos de los ratones Infectados mostraron señales de Inflamación, 

mucosidad, diarrea y trazas de sangre, mismos que se correlacionaron con el daño 

general de la superficie de la mucosa y la presencia de abundantes trofozoftos 

adheridos a los enterocltos o en la luz Intestinal, Incluso algunos de ellos con 

eritrocitos Fagocitados (flg 5). Estos resultados comparados con aquellos de controles 

no Infectados, demostraron la reproducción del modelo de Infección que años atrás 

reportó. nuestro grupo de trabajo126 pero ahora con cultivos de amibas axénlcas en 

lugar de monoxénlcas •. 
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Tabla l. Características macroscópicas de los ciegos de los ratones infectados 

- -- ; ':é :;:,;- - 1 : 

Ratones Cieao Contenido Intracecal 
Inflamado Pálido Amarillento y dlcrrelco 

1 ..¡ ..¡ 

2 ..¡ ..¡ 

3 ..¡ 
4 ..¡ ...¡ 

5 ..¡ 

6 : ·. ..¡ .. ~ ..... :.'. ¿ /'; 
7 ·.• ..¡ . ... -./.:.''··:'\'-''·"'·· 
8 ..¡ ..¡ . 
9 ...¡ ..¡ 

Inflamado: Aumento de tamaño 
Esplenomegalia: Tamaño de bazo aumentado 

.. _ -
Trofm:cátos Esplenome¡alia 

..¡ ..¡ 
..¡ 

..¡ ..¡ 
..¡ 

..¡ ..¡ 

L::L../ ..¡ 
•• ,,...¡ ..¡ 

.· ·..¡ ..¡ 
..¡ ...¡ 



F1g 5 Cortes histológicos de ciego de rntoncs A de un ratón normnl B Infectado con trofo1oilos nsociados a la supcrlic1c de la 

mucoso. Los trofo1.oítos están señalados con unn flecha 
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F1g 5. Cortes hislológicos de ciego de nuones. C. Con troío1.011os en In h11. inlcslimll e infillrndo inflamatorio. D Con lrofotoitos 

cri1rofagoci1icos (•)y erosión de la superficie cpilclinl. Los troío1.oitos cstiln sellalados con una flt.-cha. 
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Fig 6. Determinación de anticuerpos lgA antl-CREllP-CtxB en sobrenadantes de heces de los ratones 
Inmunizados por ELISA. Grupos: P = PBS, TC =Toxina del Cólera, C = CREI IP-CtxB + TC. 
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Fig 7. Detem1inación de anticuerpos lg's totales, lgM e lgG anti-CREHP-CTXB en suero de ratones inmunizados 
por ELISA. Grupos: P = PBS. TC =Toxina del Cólera, C = CREHP-CtxB + TC. 
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EVALUACIÓN DE RESPUESTA INMUNE SECRETORA (IgA) POR 

ENSAYOS DE ELISA 

Una vez Inmunizados los ratones como se describió en materiales y métodos, se 

procedió al análisis de la respuesta Inmune humoral local y sistémica. La determinación 

de anticuerpos IgA secretores antl-CREHP/CtxB se determinó en heces de los ratones 

por ensayos de EUSA. Como era de esperarse, sólo el grupo experimental al cual se le 

administró la proteína recomblnante CREHP-CtxB generó anticuerpos IgA específicos 

aunque con niveles variables entre los diferentes ratones Inmunizados (Flg. 6 ). Los 

" grupos controles a los cuales sólo se les admlstró PBS y toxina del cólera (TC) no 

mostraron reacción en el ELISA antes ni después de la Inmunización. 

EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA SISTÉMICA (INMUNOGLOBUUNAS 

TOTALES, lgG E lgM) POR ENSAYOS DE ELISA 

La determinación de anticuerpos totales, IgG e IgM antl-CREHP/CtxB se determinó en 

suero de los ratones por ensayos de EUSA. El grupo experimental al cual se le 

administró la proteína recomblnante CREHP-CtxB por vía oral, generó altos títulos de 

anticuerpos sérlcos especfflcos en todos los ratones (Flg. 7). Interesantemente, el 

análisis de lsotlpo demostró que se trataban de anticuerpos IgM presentes aun 

después del protocolo de Inmunización de 4-5 semanas, con poca o casi nula respuesta 

del lsotlpo IgG. El suero de los ratones controles Inmunizados con TC o a los que sólos 

se les administró PBS no mostraron reacción en el ELISA antes ni después de la 

Inmunización. 

ENSAYOS DE PROTECCIÓN DE RATONES CON CREHP·CTXB 

El análisis de los ciegos de los ratones en términos generales mostró que no hubo 

protección significativa contra la Infección lntracecal por Inmunización con la proteína 

de fusión, bajo el protocolo de Inmunización que se asumió para este experimento. Se 

tomaron en cuenta características de los ciegos a simple vista como: tamaño, color, 

contenido de gases, mucosidad, sangre y presencia de trofozoítos al microscopio de 

luz. Los ciegos de la mayoría de los ratones de los diferentes grupos, Incluyendo el 

Inmunizado 'con : CREHP/CtxB, mostraron características asociadas a la Infección 
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lntracecall Inflamación, dlstenclón, vascularlzaclón, abunddante moco, sangre y 

trofozoítos en el contenido lntracecal bajo el microscopio (Tabla Il). La única 

excepción, no significativa, fue el ratón Inmunizado no, 7 de CREHP·CtxB que mostró 

las características del ciego de un ratón normal. 

Al Igual que las observaciones macroscópicas de los ciegos, el análisis de los cortes 

histológicos demostró la presencia de trofozoltos en la luz Intestinal. ó ~sedados ~ los 

enterocltos y/o daño de la superficie del epitelio Intestinal (Flg, B)'. En nlng~·n caso se 

observó Invasión de la submucosa o de organos extralntestlnales como el °hígado, 

PROLIFERACIÓN CELULAR 

Una vez sacrificados los ratones post-Inmunización e Infección, se extrajeron los bazos 

de manera Individual, se procesaron y se realizaron los ensayos de proliferación con 

concavallna A (ConA) que es mltogénlco por excelencia, antígeno total de E. hlsto/ytíca 

(AgT) y anticuerpos antl·CD3 y antl·CD28, moléculas esenciales en las vías de 

activación primaria y secundarla de los linfocitos T. Los resultados mostraron que los 

esplenocltos de los animales Inmunizados con CREHP/CtxB, a diferencia de los otros 

grupos controles (PBS y TC), mostratron una reducción significativa o ausencia de la 

proliferación ante todos los estímulos ensayados (Flgs. 9 y 10) , a excepción de los 

esplenocltos del ratón no. 5 que proliferaron ante el anticuerpo antl·CD3, Por su parte, 

los esplenocltos de los grupos controles proliferaron ante todos los estímulos, con la 

excepción de los anticuerpos antl·CD28 como era de esperarse, ya que Involucra la vía 

secundarla de activación de los linfocitos que por si sola, sin la participación de la vía 

principal (CD3), no es capaz de Inducir proliferación. En el caso de proliferación 

utilizando ambos anticuerpos se observó el mismo patrón que utilizando el anticuerpo 

antl·CD3 (Flg.10), 
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T11hl11 11, C11rnclerlstlc11s Generales de los Ciegos de Ratones Inmunizados 

con CltEllP-Clxll e lníectudos con E. hll't"(1•t/ca 

Ratón Trofozoíto Ciego 

Inflamado Pálido Amnriiicnto l~Jntulcnto Atlhcrcncins 
(nH!VOr tamaño) (1rns) Ccic¡¡<J.1"!1l!!!!.~ 

1 PUS +++++ .¡ .¡ .¡ .¡ 

'--:iJiili! ------· ·----
11 

4 l'll8 11 .¡ .¡ .¡ 

l 'l'C 
----------,_ ·-- .¡ .¡ .¡ ·--1 

2 ·re 1 .¡ .¡ 

:J'l'C ,¡---1-- .¡ ---.¡-------

4 'l'C + .¡ .¡ 

!l'l'C 11 
-------·-,_ ___ ---¡------- -----·--

-
7 'l'C 11 .¡ .¡ 

~ 
1----·-

11 .¡ .¡ 

1 G·Clxll +++ .¡ .¡ 

2G·Ct.xll 11 .¡ .¡ .¡ 

:JG·Ct.xll ++++ 
_¡ 

.¡ .¡ 

4 C·Ctxll 

-~J ___ 
.¡ .¡ 

fiC·CLxll .¡ .¡ 

!lC·CLxll 11 
1 .¡ .¡ 

-- ---
7 C·t:txll 11 

HC·Ct.xll +++ J .¡ 
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Fig. 8. Cortes l11s1ológ1cos de ciego d.: rntom.·s A. de un rntón normal. (N). B de un rnton al que se le ndministró PBS 
inícctndo con lrofo1oílos de J.: l11.lil<ilyt1m Los troío1.oitos cstíln sciialados con una flecha 
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Fig X Cortes l11s1olúg1cos dL' c1C'go dC' rnlonC's C de un rntOn al qui: se le udnmuslró toxina del cólera (l'C) mfc:ctndo con trofo1ohos 
de H lw10~\11m y de un ratón inmuni111do con CREllP-Ct.xll + TC e infectado con trofo1oi1os de E.. ~i.s.\Oh:lk4( O) 
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Grupos· P =POS, TC =Toxina del Cólera, C = CREI IP-C1xll < TC. 

600 ________ , 
•ant1-C028 1 

600 ! 
• antl-C03 ; 

' o antl-C03+CD28: 

" •O 400 ·o 
e! 

<ll 

~ 300 
u 

'tJ 
u 
u 

:¡¡ 200 .s 

100 

o íl í ~1i iT T 
NI N2 NJ N4 PI Pl 1'4 TI T2 T3 T4T6 T7 CI (2 CI C4 es C6 C1 C8 

Muestras y G'upos de Ratones 

Fig 1 O. Ensayos de proliferación de esplenocilos de ralones inmunizados e infcclados en presencia de anti-CDJ y anti
CDS por incorporación de de timidina lriliada (111 - Timidina). 

Grupos: P = POS, TC = Toxina del Cólera, C = CREHP-Ctxll + TC. 
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SELECCIÓN DE SUEROS DE PACIENTES CON AHA POR WESTERN 

BLOT PARA PHAGE OISPLA Y 

Para Identificar péptldos predominantemente reconocidos en pacientes que se aliviaron 

de un episodio de absceso hepático amlblano (protección a largo plazo), se 

seleccionaron sueros de pacientes con AHA por Western blot con.tra antígeno total de 

amiba, Los 7 diferentes sueros de pacientes que sufrieron de un episodio de absceso 

hepático amlblano, reconocieron una amplia variedad de antígenos de la amiba en 

todos los rangos de peso molecular. De todos ellos, se seleccionaron dos sueros, los 

más altamente reactivos para ser utilizados en la técnica de phage display (sueros # 17 

y #28) (Flg. 11). 

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE PÉPTIDOS POR PHAGE 

DISPLAY UTILIZANDO SUEROS DE PACIENTES CON AHA 

El primer suero que se utilizó para el "pannlng" de la biblioteca de fagos fue el #28. 

Los anticuerpos lgG de este suero se fijaron en placas de EUSA a través de 

anticuerpos anti-Fe de IgG humana y la selección se realizó sobre un par de blbllotecas 

de fagos M13 de 7 y 9 aminoácidos, según el caso (diversidad de 109
). Los fagos que 

reconocieron los anticuerpos se recuperaron en buffer TBS, se titularon y se 

amplificaron a través de la Infección en bacterias E. coli y por reconocimiento a través 

de tlnclón azul con X-gal. Posteriormente con la flnalldad de lncreme.ntar la 

especificidad de los fagos seleccionados se reallzó un segundo "blopannlng•. o 

bloselecclón con el mismo suero 28 y un tercero con el suero # 17, lo que restrlngiÓ la 

poslbllldad de elegir fagos que se unieran lnespedflcamente a los anticuerpos de AHA. 

En la Tabla rrr se muestran los ·resultados de los títulos obtenidos en las tres rondas de 

bloselecclón, en donde se observa claramente un aumento del título conforme se 

Incrementan las rondas loq.ue'se relaciona con un aumneto de la especificidad. 
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PM 17 28 

21 kDa l· 1:· 

Fig. 11. Western blot de suero de pacientes con 
AHA on contra de Antígeno total de amiba. 
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Tabla 111. llesultado• de las 3 Rondas de llfoselecdón 

13ibliotccn IR(uf11)* 2R (ufp)* JR (ufp)* 

7 811 4xl06 61109 2.16111110 

9 ªª 6x lft' 3.hlO~ 7.21109 

* ufp: unidades formadoas de placas 

CARACTERIZACIÓN DE LAS CLONAS DE FAGOS A TRAVÉS DE 

LA SECUENCIACIÓN DE ADN DE CADENA SENCILLA 

Se aisló el ADN de cadena sencilla de 40 clonas de fagos elegidos al azar provenientes 

de la segunda (10 clonas por biblioteca) y tercera (10 clonas por biblioteca) rondas de 

bloselección de ambas bibliotecas (C7C y 07). Se secuenció cada una de las 40 clonas 

en secuenciador automático y se analizó la similitud entre las secuencias asi corno 

también con las secuencias reportadas para protelnas de E. hlsto/ytica utUizando el 

sistema de análisis computacional del NCBI Blast Short-Peptldes y la base de datos 

TIGR (The Instltute of Genorne Research). 

Al hacer un alineamiento de las secuencias obtenidas, de la biblioteca de 7aa, se 

encontró la secuencia NHWASPR presente en 7 de las 20 clonas secuenciadas. otra de 

las secuencias SPLHATL se encontró en 2 de las 20 secuencias. En total se obtuvieron 

13 secuencias diferentes. La comparación de las secuencias, basada en la frecuencia 

de aminoácidos en las diferentes posiciones, permitió establecer la siguiente secuencia 

consenso: SHWAR/APN/A/R/T. La frecuencia de los diferentes aminoácidos fue de 4/13 

secuencias presentaron serina (S) en la primera posición; 4/13, histldina (H) en la 

segunda posición; 4/13, trlptofano (W) en la tercera posición; 3/13, alanlna (A) en la 

cuarta posición; 5/13, prolina (P) en la sexta posición. En la Tabla IV se muestra 

cada una de las secuencias obtenidas y el número de aminoácidos que al alinearlos 

coinciden con los aminoácidos de la secuencia consenso. 

Al hacer un alineamiento de las secucmcias obtenidas de la biblioteca de 9aa, se 

encontraron 16 diferentes secuencias. Ninguna de las secuencias se encontró repetida 

y tres resultaron ser fago silveslre mientras que una secuencia provenía 
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T11hla 111. Resultados lle lus J Rondas de Uloselecdón 

Bibliotccn IR luín)* 2R (ufp)* JR (ufp)* 

7 Hll 4xlo'· 6xl09 2.16xl010 

9aa 6x10' J,lxl08 7.2xl09 

• ufp: unidades formadoas de placas 

CARACTERIZACIÓN DE LAS CLONAS DE FAGOS A TRAVÉS DE 

LA SECUENCIACIÓN DE ADN DE CADENA SENCILLA 

Se aisló el ADN de cadena sencilla de 40 clonas de fagos elegidos al azar provenientes 

de la segunda (10 clonas por bibilotecn) y tercera (10 clonas por biblioteca) rondas de 

bioselecclón de ambas bibliotecas (C7C y 07). Se secuenció cada una de las 40 clonas 

en secuenciador automático y se analizó la similitud entre las secuencias asl como 

también con las secuencias reportadas para proteínas de E. hlsto/ytlca utilizando el 

sistema de análisis computacional del NCBI Blast Short-Peptldes y la base de datos 

TIGR (The Institute of Genome Research). 

Al hacer un alineamiento de las secuencias obtenidas de· 1a biblioteca de 7aa, se 

encontró la secuencia NHWASPR presente en 7 de las 20 clonas secuenciadas. Otra de 

las secuencias SPLHATL se encontró en 2 de las 20 secuencias. En total se obtuvieron 

13 secuencias diferentes. La comparación de las secuencias, basada en la frecuencia 

de aminoácidos en las diferentes posiciones, permitió establecer la siguiente secuencia 

consenso: SHWAR/APN/A/R/T. La frecuencia de los diferentes aminoácidos fue de 4/13 

secuencias presentaron serina (5) en In primera posición; 4/13, hlstidina (H) en la 

segunda posición; 4/13, triptofano {W) en la tercera posición; 3/13, alanina (A) en la 

cuarta posición; 5/13, proilna {P) en In sexta posición. En la Tabla IV se muestra 

cada una de las secuencias obtenidas y el número de aminoácidos que al ailn.earlos 

coinciden con los aminoácidos de la secuencia consenso. 

Al hacer un alineamiento de las secuencias obtenidas de la biblioteca de 9aa¡ se 

encontraron 16 diferentes secuencias. Ninguna de las secuencias se encontró repetida 

y tres resultaron ser fago sllveslre mientras que una secuencia proilenla 
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aparentemente de un fago mutante. La comparación de las secuencias basada en la 

frecuencia de aminoácidos en las diferentes posiciones permitió establecer la siguiente 

secuencia consenso: CL/SA/NQ/T*S/L/PLA/TC (*= R/P/T/S/G/Q/Y). La frecuencia de 

los diferentes aminoácidos fue de 3/16 secuencias presentaron lislna (L) o serlna (5) 

en la segunda posición¡ 3/16, alanlna (A) o asparaglna (N) en la tecera posición; 3/16, 

glutamlna (Q) o treonlna (T) en la cuarta posición¡ 4/16, lislna (L) en la séptima 

posición, 3/16, alanlna (A) o treonlna (T) en la octava posición. 

En la Tabla V se muestra cada una de las secuencias obtenidas y el número de 

aminoácidos que al alinearlos coinciden con los aminoácidos de la secuencia consenso. 

El análisis computacional en la búsqueda de homólogos (Blast y TIGR) no mostró 

similitud significativa con ninguna protelna de E. hlsto/yt/ca, sin embargo se 

encontraron en la biblioteca de 7aa (D7) dos secuencias consenso. En el caso de fa 

biblioteca de de 9aa (C9C) también se encontró una secuencia consenso pero 

constituida por aminoácidos variables. 
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1'nhln IV. Secuencias de pé¡1tidos de 7na 
obtenidas a partir de clonas de fagos aisladas en diferentes rondas de bioselección 

Clono Secucnci11 llO~lflf.OOJ,\ Clona Secuencia llCl.\IUl.CICil 
su·.n1:rr¡n:."11so AUC. 

C'ONC'f~'S() 

7.20 s PLll~'PF zn 7,30 .;'5 P L 11 A T L zn 
7.21 •N H W A S P R sn 7,JI TIVAHSA Jn 

7.22 •N JI W A S P R sn 7.32 TDALRLT zn 
---f---· 

7,23 •N 11 W A S r R sn 7.JJ HDTVAJ,G In 
- ----·--------

7.2~ SllWLllPT sn 7.~ N 11 W A C P R m 
f---

7.2S •N ti W A S P R sn 7.JS •N JI W A S p R m 
7.26 WDTRANN zn 7,.lO •N 11 W A S P R m 
7.27 SLPQPVH In 7.J7 •N 11 W A S p R ~n 

7.211 -.IS P L 11 1\ T L 2n 7.Jll llHAPGPM zn 
7.29 PPWNROA Jn 7,JIJ T S I s L F P on 

C.'tJfl(C'fB(I 1HNAR/11.P14/,,,,_/T S.-eOlr. IJ 
12l45 . 1 

• y ./ oo rofümm u In miHmll sucuonciu, ma¡mL'tivumonto 

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

Clona Secuencia Jl11molo Clono Secuencia llomolo 
gl• con ser. al• ron 

Con. ttc. Con. 

9,20 WT 9,JO CKKTQPLTC 119 

9,21 CLTSRGSAC 519 9.JI CSCQYYTQC S/9 

9.l? CQADPAALC JN 9.J? e P A O S • Q s e 619 

9,lJ WT 9,JJ CPQPGLH A e 5rJ 

9,?.i e Y H R T 1 H JI C JflJ IJ,J,i CAGRYSll H e 419 

IJ.25 CSFOllSRAC (oflJ 9,J5 WT 

9,2(, e R N F G L L/A T e 7/IJ 9.J6 CNLALRFNC 119 

9.27 C L A TSLRRC 719 9.J7 CNNATNK s e "' 
IJ.2H C S N llPBAOC ~,., 9.JH C L S V F VLI LQC? 

9,29 CLLTQPLTC Hf'J 9,J9 CCHRRPL L C ~rJ 

• • R/P/T/S/0/Q/Y 

('un1rtn10 <:t.!IA/•QIT'l/l"t.1'"<: Sl't'. 16 
Dlr. 

WT: fago silvestre 

64 



VI. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

El gen de la proteína rica en cisternas de 29 kDa (CREHP) se logró fusionar al gen de la 

subunldad B de la toxina del cólera (CtxB). La protelna de fusión de 40 kDa se expresó 

en un sistema bacteriano y se purificó en suficiente cantidad para los ensayos de 

Inmunización. La funcionalidad de CtxB se demostró por ensayos de unión a GMl por 

ensayos de ELISA. Con este ensayo se demostró que CtxB expresada en fusión con la 

CREHP mantuvo su capacidad de unirse a GM 1 y por lo tanto, como se ha reportado, 

podría ejercer su función de adyuvante de la respuesta secretora al facilitar la toma de 

CREHP por la células M de las placas de Peyer y su presentación a las células efectoras 

adyacentes. Por otra parte, la Infección lntracecal en el modelo murlno de amlblasls 

Intestinal con cultivos de amibas axénlcas, mostró características macroscópicas que 

se relacionan con una Infección severa; además en el examen microscópico de los 

cortes histológicos se observó daño del epitelio Intestinal en diferentes grados, La 

reproducción del modelo sin la asociación de las amibas con E. col/ representa un paso 

Importante en la obtención de un modelo experimental de amlblasls Intestinal 

confiable, controlable y reproducible. 

Teniendo los elementos necesarios para la Inmunización, se administró la proteína 

recomblnante combinada con TC por vía oral a un grupo de ratones C3H/Hel, mientras 

que los controles sólo recibieron TC y PBS, El protocolo empleado resultó en la 

generación de una respuesta lgA secretora antl-CREHP en solo 5 de 8 animales. Sin 

embargo, la generación de la respuesta es clara; especialmente en dos de los ratones 

que mostraron niveles elevados de JgA, cuando se compara con los controles, 

Concomitante con la respuesta secretora, se generó una alta respuesta sérlca 

específica antl-CREHP representada por anticuerpos de Jsotlpo IgM en todos los 

ratones Inmunizados. El hecho de que la respuesta sérlca fuera uniforme entre los 

diferentes ratones a diferencia de la respuesta secretora, sugiere que CREHP/CtxB fue 

absorbida en el Intestino, pero que por razones desconocidas no fue capaz de generar 

una repuesta secretora lgA en algunos ratones. Esto podría estar asociado a variables 

difíciles de controlar cuando se administra preparados por vía oral y de manera 

mecánica (rejurgltaclón, niveles de absorción, etc). Es Importante señalar que ambos 

tipos de respuesta parecen estar dirigidos contra la CREHP en lugar de la CtxB, ya que 

los animales Inmunizados solo con TC (que contiene CtxB) no mostraron reacción 
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significativa en ninguno de los ELISAS contra CREHP/CtxB, Por otra parte, la 

presencia de anticuerpos del lsotlpo IgM después de un protocolo de Inmunización de 

un mes, sugiere una falta de maduración de lsotlpo que se relaciona con los resultados 

obtenidos de las proliferaciones celulares. 

Los ensayos de proliferación celular llevados a cabo sobre los esplenocltos de los 

ratones Inmunizados y después del reto con E, hlsto/ytlca mostraron una falta de 

respuesta (anergla) de las células de los ratones Inmunizados con CREHP/CtxB a los 

diferentes estímulos que se emplearon: ConA (lectlna mltogénlca por excelencia), 

antígeno de amiba y antl-CD3. El hecho de que la respuesta celular estuviera abatida 

en ros ratones Inmunizados por vla oral con CREHP/CtxB, pero no en los controles 

Incluyendo los que recibieron TC, así como el hecho de que a pesar de estar Infectados 

con amibas los controles si respondieron (hay reportes de lnmunosupreslón por 

Infección con E. histolytica 129
), demuestra que la falta de respuesta está asociada a la 

administración de CREHP. La deficiencia en la respuesta celular Involucra la vía 

principal de activación y señalización de la célula T (MHC:TCR-CD3) ya que los 

esplenocltos no respondieron ante el estímulo de íos anticuerpos antl-CD3. Como era 

de esperarse no hubo respuesta a través de antl-CD28 ya que este es un correceptor 

que participa en la segunda vía de activación del linfocito T a través de su unión 

natural con correceptores de la familia 67 presentes en las células presentadoras de 

antígeno. La vía de CD28 contribuye a la expresión de los receptores para las cltoclnas 

autócrlnas de las células T"º. Ante la ausencia de respuesta a través de estas vías, las 

células T no proliferan ni producen cltoclnas, algunas de ellas necesarias para otros 

fenómenos como la maduración de lsotlpo de anticuerpos. Esto podría explicar la 

presencia de los anticuerpos IgM en los sueros de los ratones Inmunizados con 

CREHP/CtxB, ya que éstos no habrían madurado a IgG debido a la ausencia de 

cltoclnas de células T CD4+ ayudadoras. 

La respuesta de anticuerpos IgA secretores con ausencia de respuesta celular 

sistémica, se ha relacionado con un estado de tolerancia oral, un fenómeno fisiológico 

frecuente a antígenos y otras moléculas que penetran por esta vía. La tolerancia oral 

es el mecanismo por el cual el organismo regula la respuesta a nivel de la mucosa del 

tracto gastrointestinal, Inhibiéndola en el caso de la gran cantidad de moléculas que 

penetran con los alimentos o activándola en el caso de agentes patógenos. El 

mecanismo que controla esta dualidad no es del todo conocido, pero se sugiere que es 

dependiente del grado de Inflamación que fa molécula o el microorganismo es capaz de 
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causar en el epitelio Jntestlnaf130
, Asl, se sugiere que existe un cierto umbral de 

Inflamación que si es sobrepasado despierta la respuesta Inmune y en caso contrario la 

apaga a través de la tolerancia oral. Con respecto a la tolerancia (falta de respuesta) 

son varios los mecanismos que se han propuesto: 1) la generación de TGFP por células 

Th3 reguladoras118•119, 11) la generación de linfocitos B provenientes del peritoneo que 

producen JgA de una manera Independiente de células T131
, 111) la generación de 

linfocitos B que fagocitan gran cantidad de antígeno soluble132
, lv) la participación de 

correceptores MHC CDl y gp180 presentes en enterocltos128 y v) por un mecanismo de 

migración del antígeno al hígado con activación de células de Kupffer locales133
• 

Se ha documentado ampliamente que la administración de la TC o de su subunldad 

CtxB no producen tolerancia y que Incluso Impiden el desarrollo de la misma contra 

antígenos que se administren con ellas. Fue por esta razón y por su actividad 

adyuvante de lgA, que se decidió fusionar la CREHP con CtxB. Sin embargo, existen 

algunos reportes recientes de generación de tolerancia periférica por administración 

oral de algunos antígenos acoplados a un adyuvante como CtxB116
, De Igual forma, 

existe discrepancia entre si la TC abroga la tolerancia o no, ya que uno de los primeros 

experimentos realizados afirma la reversión de tolerancia con TC116
, mientras que uno 

muy reciente reporta que en su caso TC no revirtió la tolerancia contra una proteína 

recomblnante fusionada a CtxB, algo muy semejante a fo que se observó en nuestro 

caso11
'. Así, en nuestro caso parece ser que se generó una tolerancia oral a pesar de 

que la proteína estaba fusionada a CtxB y que además se administró TC. 

Dentro de los tipos de tolerancia oral descritos hasta ahora, el de supresión parece ser 

el que se Indujo con CREHP/CtxB. En este caso, se puede generar una respuesta local 

con ausencia de respuesta periférica generalmente debida a la administración de dosis 

.repetidas de bajas concentraciones de antígeno (hasta 5 mg). En el otro caso de 

tolerancia oral anérglca o de deleclón clonal, no hay respuesta en ninguno de los 

compartimentos Inmunes asociado a la administración de altas dosis de antígeno (25-

500 mg)118, 

La generación de tolerancia oral por supresión podría tener que ver con los resultados 

negativos de protección.· Así, la mayoría de Jos ratones Inmunizados desarrollaron la 

Infección al Igual que los ·controles, Incluso en aquellos que desarrollaron respuesta de 

tipo IgA específica. La clave podrla ser la necesidad de la generación de la respuesta 

IgA en mucosas, además de la activación de la respuesta celular sistémica, ya que en 

experimentos previos se había logrado obtener cierto nivel de protección contra la 
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amiba utlllzando un protocolo que bloqueaba la poslbllldad de generar una tolerancia 

(administración de una dosis lntraperltoneal del antígeno). Esta obseivaclón 

correlaciona con el hecho de que sólo los pacientes recuperados de absceso hepático y 

que por lo tanto ya desarrollaron una respuesta periférica humoral y celular contra la 

amiba, muestran cierto nivel de Inmunidad protectora a la relnfecclón. 

El estableclmlento de un protocolo para ensayos de protección no es algo fácll. Queda 

claro que es sumamente Importante establecer un protocolo de Inmunización muy 

detallado tomando en cuenta múltiples variables como la proteína candidato, el 

adyuvante que se usará, la vfa de administración, las dosis empleada, el número de 

veces de estas y su lnteivalo de aplicación. La mayorla de las veces estos protocolos 

se van estableciendo de manera empfrlca debido a la gran cantidad de variables que 

deben ser tomadas en cuenta. Basados en estos resultados y en algunas otras 

· obseivaclones, el grupo de trabajo se encuentra analizando nuevos protocolos y 

formas de administrar los antfgenos, entre ellos el consumo de plantas y frutos 

transgénlcos, asf como la Inmunización en mucosas con ADN. 

Otra poslbllldad es la Identificación de nuevos antfgenos o de manera más específica 

sus epftopos, sobretodo pertenecientes a pro.t!)fnas de superficie. En este sentido, la 

técnica de Phage Display es una de las opciones más adecuadas. En este trabajo, 

adicional a el Intento de protección con la protefna recomblnante, hemos Identificado 

varios epltopos a través de la técnica de Phage Display utilizando sueros de pacientes 

con absceso hepático amlblano (AHA). Se aislaron 40 diferentes clonas a partir de dos 

bibliotecas de fagos (C7C, D7), que reaccionaron con anticuerpos comunes de dos 

pacientes con estas características. Interesantemente, de la blblloteca de 7 aa se 

Identificó un péptldo presente en 7 de las 20 clonas, lo que Implica que se trata de un 

epftopo ó mlmótopo (secuencia diferente al epftopo, pero con semejante estructura) 

real, contra el cual está dirigida buena parte de la respuesta humoral de AHA. De la 

llbrerfa de 9 aa no se pudo Identificar ninguna secuencia repetida entre las clonas, sin 

embargo, al Igual que la de 7 aa, el alineamiento mostró varios aminoácidos 

conseivados en las diferentes posiciones dentro del péptldo, lo que permitió establecer 

un par de , secuencias consenso: SHWAR/APN/NR/T para la de 7 aa y 

CL/SAfNQ}T*s/0PLAÍTc (*= R/P/T/S/G/Q/Y) para la de 9aa. La búsqueda de 

hom~lcigfa~ .en. f~· base de datos del NCBI a nivel de aminoácidos, mostró que algunas 

~~~Üéri~la~ tl~n~~ 'd~rta homologfa con algunas protefnas de otros protozoarios como 
... ·.· ...... ·, ; 

Lelsh.mania. majar y Trypanosoma cruz/, pero no con proteínas de E. histolytica. De 
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Igual forma, la búsqueda de homología en la base de datos TIGR para E. hlstolyt/ca 

(proyecto de secuenclaclón del genoma de E. histolyt/ca) a nivel de nucleótldos, que es 

lo que ellos reportan, no mostró homologias significativas. Esto podria Indicar, que las 

secuencias Identificadas son en realidad mlmótopos mas que epftopos y que por lo 

tanto no muestran homología con las proteínas reportadas. También es posible, que 

sean epltopos de antígenos de la amiba aún no Identificados y cuya secuencia 

genómlca es también aun desconocida. Cualquiera sea el caso, el hecho de que al 

menos una de las secuencias sea tan ampliamente Identificada abre la posibilidad de 

utilizarla como candidato a vacunación o como herramienta de diagnóstico que es otra 

área de sumo Interés en el campo de la amlblasls ya que el kit que actualmente se 

emplea (Entamoeba histolytica Kit II, Teclab Virginia, USA) es sumamente costoso y 

por lo tanto difícil de adquirir, sobretodo en poblaciones de tercer mundo, entre las 

cuales está México. La caracterización completa de estas clonas sigue su curso en 

nuestro grupo de trabajo, para que en un plazo no muy lejano sean empleadas en 

experimentos de protección en mucosas o bien para desarrollar un método de 

diagnóstico de la amlblasls práctico y a un bajo costo. 

Hasta ahora no se han reportado trabajos de vacunación efectiva contra la gran 

cantidad de parásitos protozoarios patógenos para el hombre con excepción de 

malaria, en donde la vacuna sigue en expertmentaclón. Aún más árido es el campo de 

la vacunación oral contra parásitos protozoarios, entre ellos la amiba. Por otro lado, no 

hay que perder de vista que gran parte de los sistemas de vacunación vigentes tanto 

contra virus como contra bacterias emplean a los organismos vivos o atenuados63, 

pero también los riesgos del uso de organismos atenuados son considerables, 

Desafortunadamente, el uso de trofozoftos completos no es una opción, sin embargo, 

el uso de membranas totales o proteínas recomblnantes de las cuales se puedan 

eliminar (por diferentes técnicas) las proteínas o epltopos que favorezcan la Infección 

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

leche materna y sus elementos con actividad anti-microbiana, cuyo erecto al parecer 

va mas allá que solo los anticuerpos IgA. Así, se sugiere que sus carbohldratos podrían 

también tener un papel en la protección observada contra algunos patógenos121 • En 

ese sentido, estudios como el descrito en esta tesis contribuyen a la comprensión del 

fenómeno Inmunológico asociado a la administración de una vacuna oral contra E. 

h/stolytica y con ello a los probable mecanismos de protección contra éste y otros 

parásitos. 
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