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NOMENCLATURA

AHA  absceso hepdtico amibiano

ATA Antigeno total amibiano

BCG Vacuna de bacilos de Callmete y Guerin contra tuberculosis
°C Grados centigrados

cm Centimetros

cols. Colaboradores

dl  Decilitro

DNA  Acido desoxiribonucleico

EHP Extracto de higado y pdncreas

g Gramos

Gal/GulNAc Lectina que tiene afinidad por Galactosa
g/dl gramos por decilitro

h Horas

HC! Acido clothidrico

HLA Aantigenos de histocompatibilidad

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
iNOS Sintetasa del 6xido nitrico inducible

[L-1 Interleucina 1

INF+ Interferon gamma

kDa Kilodaltons

kg Kilogramos

L Litros



M Concentracién molar

mM Concentracion micromolar

MQ  Megaohms

mg Miligramos

mg/ml Miligramos por mi

min Minutos

MHC Complejos de histocompatibilidad
ml Mililitros

pl Microlitros

mm Milimetros

NaOH Hidréoxido de sodio

N Concentracién normal

NO Oxido nitrico

PEHPS Medio de cultivo PEHPS

RNA Acido ribonucleico

rpm Revoluciones por minuto

RPMI Medio de cultivo RPMI-6420
SREHP Antigeno proteico rico en serina
Vols Volumenes

SCID Ratones con inmunodeficiencia combinada severa
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
x g Fuerza centrifuga

WHO Organizacion mundial de la salud
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Propdsite y métedo del estudio
La amuibiasis, causada por Entamoeba. histolytica es un problema de salud pablica. La
vacunacion es la forma mas efectiva para controlar las enfermedades infecciosas y
parasitarias como la amibiasis. El 6xido nitrico (NO), producido por macréfagos activados,
¢s la principal molécula efcctora en esta respucsta inmune contra E. histolytica. Sc
desconoce si existen antigenos capaces de inducir esta respuesta en c€lulas mononucleares
periféricas (CMP) humanas. El objetivo del presente proyecto fue identificar antigenos de
Entamoseba histolytica capaces de inducir esta respuesta, mediada por linfocitos T CD4".
Se utilizaron trofozoitos virulentos de la cepa HM-1-IMSS. Se obtuvo el antigeno amibiano
total, libre de actividad de porteases enddgenas (ATA), el cual se utilizé directamente en
forma particulada o soluble. Las CMP se obtuvicron de un voluntario con antecedentes de
disenteria amibiana. Se realizaron los siguientes ensayos en microplacas de 96 pozos:
Activacion de linfocitos por efecto de ATA soluble y ATA particulado, produccion de NO
en cultivos de CMP inducidos con LPS, ATA soluble o particulado, efecto del ATA
digerido con tripsina sobre la produccion de NO por CMP, separacion de fracciones del
antigeno amibiano por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
Determinacidn de la capacidad de las fracciones de antigeno amibiano separadas por HPLC
para inducir la produccién de NO, Capacidad litica de macrofagos activados por los
antigenos amibianos separados por HPLC.



Contribuciones y conclasiones.

El ATA es capaz de inducir proliferacién de linfocitos en cultivos de CMP. El ATA
induce produccién de NO en cultivos de macréfagos obtenidos de sangre periférica
humana. La induccion de produccion de NO en cultivos de macréfagos humanos obtenidos
de CMP, se incrementa por co-estimulacion con INF y o LPS. La induccion de produccion
de NO en cultivos de macrdfagos humanos obtenidos de CMP, es dependiente dc la
presentacién del antigeno. Las fracciones del ATA digeridas con tripsina y separadas por
HPLC son capaces de inducir la produccion de NO en presencia de LPS. Los macréfagos
humanos de cultivos de CMP, activados con las fracciones 4 y 9 separadas por HPLC.
Inducen la produccién de NO, ademés son capaces de destruir trofozoitos in vitre. Nuestros
resultados sostienen 1a hipdtesis planteada en el presente trabajo.

Las principales contribuciones del presente trabajo son las siguientes:

Demostramos que las CMP humanas son un modelo confiable y reproducible para analizar
respuestas inmunes celulares contra antigenos de F. histolytica. Aislamos e identificamos
dos fracciones de antigenos de E. histolytica que son capaces de inducir la produccion de
NO en cultivos de macréfagos humanos. Estos antigenos son capaces de activar a
macréfagos humanos obtenidos de sangre periférica e incrementar su capacidad litica sobre
amibas virulentas in vitro. Abrimos un nucvo camino, con enfoque promisorio y cstrategias
novedosos; considerando los fundamentos de nuestra estrategia y los resultados aqui

mostrados, para el desarrollo de una vacuna contra la amibiasis.

SUMMARY

Purpose and methods of study

Amoebiasis, caused by Entamoeba histolytica, i3 a public problem in developing
countries, Vaccination is the most effective way to control most of infectious and parasitic
discases, like amoebiasis. Nitric oxide (NO), produced by activated macrophages, is the
major effector molecule in the protective immune cell response against invasive E.
histolytica. At date none £ histolytica antigen, capable of induce NO production in human
macrophages, dependent of lymphocytes T CD 4' has been described. The objective of the
present study was to identify E. histolytica antigens capable to induce this response in vitro.



E. histolytica HM-1 IMSS strain was used. The total amoebae antigen (TAA), free
of endogenous-protease activity was prepared in soluble or particulate presenmtations,
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from a healthy participant who
had amebic dysentery. The following assays were performed in 96-well culture
microplates: 1) Peripheral lymphocyte activation by soluble- or particulate-ATA. 2)
Dctermination of NO-production in PBMC induced with lipopolysaccharides (LPS) or
soluble- or particulate-ATA. 3) Digestion of soluble-ATA with Trypsin. 4) Induction of
NO production by digested ATA in CMP. 5) Fractionation of ATA digested with trypsin by
high performance liquid chromatography (HPLC). 6) Determination of capability to induce
NO production by the fractions of ATA obtained by HPLC. 7) Determination of cytotoxic
capability of activated-macrophages stimulated with the antigen-fractions.

Contributions and conclusions.
ATA is capable of inducing lymphocyte proliferation in PBMC cultures, with an efficiency
similar to phytohemaglutinin. ATA induces production of NO in human macrophages. The
production of NO induced by ATA in PBMCs can be co-stimulated by INY y o LPS, which
indicates that this is not an unspecific response. Production of ATA depends on antigen
presentation 4 and 9 HPLC-fractions are capable to induce a remarkable high production of
NO. Human macrophages from PBMC cultures activated by HPLC-fractions numbers 4
and 9 fractions able to macrophages to kill amoebae.
CONTRIBUTIONS

We demonstrated that hurnan PBMC are a confident model to analyze the cellular
immune response induced by E. histolytica antigens. We isolated and identifyed two
fractions of E. histolytica capable to induce in vitro production of NO in human
macrophages, We showed that these antigens are capable to activate human macrophages
and improve their lytic activity against virulent amoebae in vitro. We open a new way, with

an interesting a novel promissory strategies, to design and develop a new vaccine against

amebiasis.

Firma del Asesor

Dr. Salvador Said Fernandez.



