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I. RESUMEN

El objetivo d= este trabajo fue el de observar si
los anticuerpos IgA especf{ficos participan en la remo-
cién a través de la bilis de antfgenos amibianos circu

lantes.

Ratas de la cepa Long-Evans se inmunizaron con ~-

trofozoftos de Entamoeba histolytica de la cepa HK-9 =~

cultivados en medio axénico. A partir de un sonicado -
de trofozoftos de E. histolytica por filtracién en una
columna de Ultrogel AcA 34 se separaron cinco fraccio-

nes, La fraccién IV se marcéd con 125

I por el método de
la Cloramina T. El antfgeno marcado se inyectd por via
intravenosa en ratas no inmunes o previamente inmuniza
das con E. histolytica y cada 30 min se obtuvieron ==
muestras de sangre y bilis. La radioactividad se midié

en un contador Gamma,

Los resultados muestran que la IgA-anti-E. histo-
lytica remueve en forma activa y rdpidamente a los an-

tfgenos amibianos presentes en la circulacidn general.

Los unticuerpos IgA poliméricos inducidos por 1la
E. histolytica al eliminar por la bilis a los antfge--
nos amibianos, disminuyen la posibilidad de que éstos_
formen complejos con otras inmunoglobulinas y por lo =-

tanto dafic tisular.



I1. INTRODLUCCION

Las inmunoglobulinas no se limitan a ser moléculas
capaces de combinarse con los antfgenos a manera de --
"llave-cerradura", se trata de protefnas muy complejas;
en organismos como los mamfferos existen cinco clases -
que son la IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, cada una con una -
funcidén y caracterfsticas que las diferencian de las o=
tras. Por ejemplo, en la especie humana, un anticuerpo_
contra el virus de la influenza sélo serd eficaz si --
muestra ciertas caracter{sticas estructurales: 1) una -
parte de la molécula debe combinarse en forma especfri-
ca con el ,virus de la influenza inhibiéndolo; 2) otra -
porcién de la molécula'debe permitir el paso de anti-—-
cuerpos a las vfas respiratorias en el lugar donde ocu-
rre la multiplicacién del virus, para lograr una fuerte
concentracidn de estas moléculas en la regidn menciona-
da, y 3) debe existir un mecanismo que proteja la molé-
cula contra la destruccién por los abundantes enzimas -
proteolfticas de las vfas respiratorias. Durante la evo
lucidn el sistema inmunitario del hombre consiguid —--
crear el tipo de especializaciédn compleja que conjuga -
esta notable combinacidén de propiedades en una variedad

dnica, llamada inmunoglobulina A secretoria (IgASJ (1).
Caracter{sticas de la IgA.

La IgA por lo general existe en el suero de los se
res humanos como una unidad de cuatro cadenas (fig.1) -
con un peso molecular de 160 000 D (7S). Esta unidad --
puede presentarse en forma polimerizada dando polfmeros
de 8 y 12 cadenas o estructuras mayores ligadas por en-
laces disulfuro. Es la inmunoglobulina predominante en_

las secreciones corporales (2).
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FIG. 1 Moleculo de IgA sérica mostrando las partes mds importantes,
(46)



Cada molécula de IgA secretoria se compone de dos
unidades bdsicas de cuatro cadenas y una molécula de -~
componente secretorio y de cadena J (fig.2). En un df-
mero de IgA, ambos mondmeros tienen el mismo tipo de -
cadenas ligeras. El1 peso molecular de la IgA secreto--
rio es aproximadamente de 400 000D (3). La IgA secreto
ria proporciona el mecanismo de defensa primaria con--
tra la infeccién local debido a su abundancia en la sa
liva, las légrimas, las secreciones bronquiales, la my
cosa nasal, el lfquido protético, las secreciones vagi
nales y las secreciones mucosas del intestino delgado.
El predominio de la IgA secretoria en las secreciones_
de las membranas a conducido a la especulacién de que_
su principal funcién puede no ser la destruccidén de --
los antfgenos, sino mds bien la de impedir el acceso -
de estas sustancias extrafias al sistema inmune general
La IgA normalmente existe en el suero en forma monomé-
rica, constituyendo aproximadamente 15 % del total de

las inmunoglobulinas séricas (4).
El componente secretorio y la cadena J,

El componente secretorio estd asociado sélo.con -
la IgA y se encuentra casi exclusivamente en las secre
ciones corporales. La cadena J estd asociada con todas
las formas poliméricas de las inmunoglobulinas que con
tienen dos o més unidades bdsicas. La evidencia sugie-
re que el enlace de la IgA al componente secretorio, a
la cadena J o a los dos, puede promover la polimeriza-
cidn de las unidades bdsicas monoméricas adicionales -

de cuatro cadenas.
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El componente secretorio puede existir en forma -
libre o ligado a las moléculas de IgA por fuertes ac-
ciones recfprocas no covalentes, aunque se han hecho -
intervenir enlaces disulfuro en una pequetia fraccidn -
de las moléculas secretorias humanas de IgA. E1 compo-
nente secretorioc es sintetizado por las céflulas epite-
liales inm8viles cercanas a la mucosa donde ocurre la_
secrecidn. Su funcién puede ser la de permitir que los
anticuerpos IgA sean transportados a través de los te-

jidos de la mucosa a las secreciones (5).

El componente secretorio es una sola cadena poli-
peptfdica con un peso molecular aproximado de 70 000D,
El contenido de carbohidratos es alto, pero no se sabe
con precisidn., Su composicidn de aminodcidos difiere -
apreciablemente de la de todas las demds cadenas poli=-
peptfdicas, incluyendo la la cadena J. No existe ningu
na relacidn estructural entre el componente secretorio
y cualquier cadena polipeptfdica de las inmunoglobuli-
nas. Ademds, el componente secretorio se puede hallar_
libre en las secreciones de los individuos que carecen

de IgA mensurable en su suero o en sus secreciones (6).

La cadena J es un pequefio glucopéptido con un al-
to contenido de 4cidos aspértico y glutémico; tiene u-
na répida movilidad electroforética en geles alcalinos
a causa de su elevada naturaleza dcida, y esté ligada_
por covalencia al pendltimo residuo de cistefna de 1la
cadena o& (7).
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FIG. 2

Dimcro de IgA en donde se observan los dos
meacmeros unidos por la proteina J y ro-
dedndoles el componcnte sccretorio (CS) -
el cual tiene un peso molccular de 71000
aproximcdamente, mientras que lo cadenad
tiene 15000, (4s6)
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Aunque la IgA sérica es la inmunoglobulina que ocu
pa el segundo lugar en cuanto a abundancia, su papel --
fundamental (gunque no bien estoblecido) en las funcio-
nes inmunitarias del individuo corresponden al sistema_
secretor externo. Esta importunte inmunoglobulina secre
toria es producida en gran cantidad. por los tejidos =--
linfoides que revisten el tubo digestivo asf{ como las -
vias respiratorias y genitourinarics. Las moléculas de_
IgA no activan el complemento por la vfa clésica, pero_
pueden activarlo a través del sistema de la properdina_
(8). Aunque la IgA no utraviesa la placenta, contribuye
a las defensas inmunitarias del recién nacido por su al

ta concentracidn en el calostro (1).
11I. ANTECEULENTES

Aunque se ha mencionado cufl es la posible funcién
de la IgA en circulacidn ésta no se conoce con preci---
sién incluyendo a la IgA polimérica, Esta IgA poliméri-
ca circulante procede principalmente de los linfocitos
de la 18mina propia del intestino(9,10). Recientemente_
se ha establecido que la IgA polimérica circulante se -
remueve activamente por un mecanismo de transporte hepa
tobiliar, lo cual explica la presencia de la IgA secre-
toria en la bilis (5,11,12,13) (fig.3). vespués de la =
inmunizacién sistémica o local (géstrica o placas de Pe
yer) es posible detectar en la bilis de ratas anticuer-
pos espec{ricos contra eritrocitos de carnero o DNP/ ~-
neumococo (14,15). También en la bilis de las ratas se
han encontrado anticuerpos espec{ficos contra bacterias

y protozoarios (16,17). Por otro lado la administracidn
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de IgA de mieloma MOPC=315 con especificidad para el
UNP, acelera la eliminaciédn de UNP=-QOvoaulbdmina de la -~
circulacién (18). Complejos inmunes formados con el sue
ro de conejos marcado anti-idiotipo e IgA de mieloma hu
mano se transportan rdpidamente de la sangre a la bilis
de las ratas (8).

Adem8s anticuerpos IgA espec{ficos anti-UNP son los res
ponsables del transporte hepatobiliar de antfgenos como
DNP=albdmina humana en ratones. E1l antfgeno transporta-
do se conserva en su hayorfo intacto y formando comple-
jos con la IgA secretoria (19). Lo mismo ocurre en el -
hfgado perfundido en donde se encuentra que el antfgeno
para ser tranportado debe ser de menos de 960 000 D de

peso molecular (20).

De lo anterior resulta que el posible papel de .1la
IgA circulante (en su mayorfa polimérica) parece ser la
de eliminar macromoléculas de la circulacién evitando -
asf{ la posibilidad de una respuesta sistémica y dafio ti
sular, En apoyo a lo anterior se tiene que los sujetos_
con deficiencia selectiva de IgA tienen anticuerpos cir
culantes contra protefnas de la leche formando comple--
jos inmunes circulantes y dafio en los tejidos (21,22).

Por otra parte, se sabe que la deficiencia selectiva de

IgA es el transtorno més comin de inmunodeficiencias hu
morales. Los estudios de un gran nimero de enfermos su=-
gieren que la ausencia de IgA predispone a numerosas en
fermedades entre las cuales se encuentran: Enfermedades
pulmonares recurrentes, alergia, enfermedades de siste-
ma digestive, enfermedades autoinmunitarias, deficiena-
cias selectivas de IgA debidas a factores genéticos asf
como su asociacidn con neoplasias malignas y nifios con_

antecedentes de infecciones intrauterinas (23).
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que funciona como receptor en la superficie
de las celulas hepaticas formandose una ve -
sicula endocitica y vertiendo su contenido en
el ducto biliar,
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Amibiasis

La condicidn de hospedar a Entamoeba histolytica -

se denomina amibiasis, haya o no manifestaciones clf{ni-
cas. La infeccidn causada por E. histolytica ocurre en_
todo el mundo. No es una parasitosis tropical exclusiva
mente, ya que se ha encontrado en todos los climas, in-
cluyendo regiones subpolares. Es una infeccién que afec
ta principalmente poblaciones de escdsos recursos que -
viven en condiciones sanitarias pobres y carecen de una

educacién adecuada en higiene (24),

La mayorfa de los individuos infectados con E. his
tolytica son portadores asintomdticos de este protozoa-
rio, La proporciédn entre portadores y pacientes con evi
dencia clfnica de amibiasis invasora es diffcil de esti
mar y varfa en diferentes poblaciones. Se estima que en
México esta proporcién es de un paciente con amibiasis_

invasora por cada 4-5 portadores asintomdticos (25).

Algunos estudios recientes han mostrado que la de-
fensa del hospedero contra la amibiasis invasora tiene_
participacién de reacciones de inmunidad celular y humo
ral, En lo que respecta a la primera se ha visto que ac
tla en etapas posteriores a la respuesta humoral, como_
un mecanismo de resistencia a la reinfeccidn. Los meca-
nismos de defensa de leucocitos y macréfagos no han si-

do caracterizados completamente. (26).
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Por otra parte, en la respuesta inmune humoral se_
ha identificado la presencia de anticuerpos circulantes
especificos, que son detectados en los pacientes una se
mana despuds de mostrar los sfntomas (26). Se ha visto_
que son principalmente de la clase I1gG (subclase 2}, a-
sf{ como de la clase IgA cuya proporcidn con respecto a
las otras inmunoglobulinas, asf{ como su efecto protec--

tor contra la amibiasis, no han sido determinados. (27).

Taxonomfa de Entamoeba histolytica.

Es un protozoario del subfilum Sarcomastigophora,_
de la superclbse Sarcodina, clase Rhizopodea, subclase_
Lobosia, orden amoebida, familia Entamoebida cuyas ca--

racterfsticas se enlistan a continuacién (28,29).

Las formas adultas poseen prolongaciones ondulan--
tes que parten de su cuerpo denominadas seuddpodos, Yy
que utilizan todos los individuos para capturar sus pre
sas. Son asimétricos o tienen simetrfa estérica, poseen
relativamente pocos organelos. El citoplasma estd neta-
mente dividido en un ectoplasma, externo y un endoplas-
ma, interno. E1 microscopio electrdnico ha revelado un_
borde filamentoso con flecos sobre la membrana plasméti
ca externa mévil de algunas especies. Estos flecos qui-
z& estén constituidos por mucoprotefnas que faciliten -
la adherencia al sustrato. El movimiento se lleva a ca-
bo mediante la emisién de seuddpodos en donde el flujo_

citopldsmico depende de cambios en el estado coloidal =

del protoplasma (28).
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En cuanto a la nutricidn los seuddpodos se extien-
den alrededor de la presa formando una copa para final-
mente envolverla por completo con citoplasma., La inclu-
sidn del organismo capturado en citoplasma da origen a
la formacién de una vacuola alimenticia en el interior_
de la amiba, El ciclo de vida de E,. Histolxticu es rela
tivamente simple en relacién al de otros organismos, no
se ha demostrado la existencia de estadios sexuales, ni
huéspedes intermediarios en &l. La forma vegetativa, el
trotozofto, se aloja en el contenido intestinal y se re
produce por fisidén binaria. Bajo condiciones apropiadas
las cuales se desconocen, se diferencia en la fase in--
tectiva llamada quiste, la cual se excreta y puede in--

fectar nuevos huéspedes por vfa oral (29).

Actividad patégena de Entamoeba histolytica.

El mecanismo citopatéfgeno no estd alin bien entendi-
do, sin embargo, ha sido estudiado por olgqnos investi--
gadores "in vitro" e "in wvivo". Sepdivedu (1982) observé
que se pueden producir abscesos hepdticos amibianos en_
hamsters por inoctlaciones con cultivos ax€nicos de E. -
histolytica, demostrando asf{ que este pardsito tiene ac-
tividad pat8gena intrinseca., Por otra prte, vié la rpi-
da movilidad de los trofozoitos, su afinidad obvia por -
las c&lulas epiteliales, y la resisfencia del tejido co-

nectivo para el ataque amibiano.

Existen dos mecanismos que tienen un papel importan
te en la accidn patégena de la E. histolytica:
a) Efecto citocida causado por los trofozoftos vivos -
adheridos a las células blanco.

b} Fagocitosis activa por la amiba.
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Los extractos de la mayorfa de las cepas amibianas
virulentas muestran un mayor efecto citopatdgeno (ECP),

gque los extractos de las cepas menos virulentas. (47).

La Entamoeba histolytica induce la produccién de -

anticuerpos circulantes IgM, IgG, IgA (30,31,32) y de =~
coproanticuerpos (33,34). En las ratas inmunizadas lo--
calmente con trofozoftos de E. histolytica, hay produc-
cidén de anticuerpos IgA secretorios anti-amiba los cua-
les interactdan fisicomente con ella (17,35). Por otro_
lado, adn cuando es posible detectar antigeno amibiano_
en la circulacién (36,37) no hay evidencia definitiva =
de enfermedad producida por complejos inmunes circulan-~
tes (32). Por tanto, si la amiba induce respuesta inmu-
ne local IgA, es posible que la IgA circulante de.tipo_
polimérico elimine el antfgeno amibiano de la circula--
cién, evitando asi, la formacién de complejos inmunes =~
con otras inmunoglobulinas circulantes IgM e IgG y por_

lo mismo dafio tisular.
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Obtencidn de un antfgeno homogéneo a partir

del sonicado de amibas.

Observar si los anticuerpos IgA especfficos

contra Entamoeba histolytica, participan en

la eliminacién a través de la bilis de los_

antfgenos amibianos circulantes.
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V. MATERIAL Y METOLOS

Animales, Se emplearon ratas macho de la cepa Long-Evans
de 4-8 meses de edad, de 250-300 g. de peso.

Preparacién del antfgeno amibiano, Trotozoftos de Enta-

moeba histolytica de la cepa HK-9 se cultivaron en medio

axénico por el método de Diamond (38). Las amibas se co-
secharon a las 72 h, de cultivo, se lavaron 6 veces en -
solucién de fosfato-salina 0.15 M, pH-7.2 y posteriormen
te se resuspendierona una concentracién de 20 x 106/ ml.

10 ml de la suspensidn de amibas (20 x 105/ ml) se
sonicaron durante 1 min a 100 watts con un sonicador Lab
line Ultratip Labsonic-system. El sonicado de E. histoly
tica se centrifugé a 20 000 x g durante 20 min, el sobre
nadante se dializé contra el amortiguador Tris-HC1-NaCl_
0.2 M, pH=7.6; una vez terminada la diflisis se filtrd -
en una columna de Ultrogel AcA 34 de 2.5 x 60 cm, equili
brada previamente con el mismo amortiguador y se colecta
ron alicuotas de 2.5 ml a una velocidad de flujo de 10ml
por hora.

Inmunizacidn. Las ratas recibieron cinco dosis de 0,2 -
ml de sonicado de amibas (20 x 106/ ml concentracién ini

cial) cada semana por vfa intraperitoneal,

Canalizacidn del conducto biliar en ratas.
Material:

Ratas jévenes de 250-300 g Long-Evans.

Equipo de cirugfa (Fotograffa N2 1).

Nembutal como anestesia, 3-=-4 mg/100 g de peso.
Eter dietflico.
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Desarrollo:

Las ratas jévenes de 250-300 g Long-Evans se anestesig--
ron con nenbutal vfa intraperitoneal.

Se rasurd la regién abdominal.

Se hizo asepsia y antisepsio de la misma regién.

Se fijaron las ratas a la tabla de operacién, proporcio-
nando pequefias dosis de éter dietflico por via respirato
ria,

Se etectud incisidn media de 5.cm de longitud.

Se descubrié la caopa muscular y se efectud una segunda -
incisién.

Se observd la cavidad abdominal y se identificaron los e
lementos anatémicos.

Se rechazd y protegid el hfgado para evitar cualquier --
traumatismo.

Se procedid a identificar el canalfculo biliar al cual -
se le colocaron dos puntos de referencia.(Fotograffa 2).
Posteriormente a &ste se le hizo una incisidn en forma -
de V para poder introducir el catéter de polietileno de
0.5-1.0 cm de longitud a través de esta abertura (Foto--
graffas 3 y 4).

Se observé la posicidn entre el catéter y el canalfculo_
biliar la cual fue apropiada para la buena circulacidn -
de la bilis.

Se procedid a fijar totalmente el catéter en el canalicu
lo, observando desplazamiento de la bilis a través del -
mismo (Fotograffas 5,6 y 7).

Se colocaron los elementos anatdmicos en su posicién an-
terior y se termind suturando por planos.

Se mantuvieron las ratas en unas cajas especiales para -

la coleccidn de la bilis.



_Fotogrqffo N2 2 IDENTIFICAC1ON DEL
CONDUCTO BILIaR.



Fotograt{a N2 3 INTRODUCCION DEL CATETER
DE POLIETILENO EN EL CA-
NALICULO BILIAR.

Fotograffa N2 4 PRIMER PUNTO DE FIJACION.
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Fotograffa N¢ 7 CIERRE TOTAL DEL CANA-
LICULO BILIAR QUE RE--
FUERZA LA FIJACION DEL
CATETER.
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Dobleinmunodifusién (M&todo de Ouchterlony). En este mé
todo se pusieron soluciones de antfgeno y anticuerpo en_
pozos separados dispuestos en una placa de agarosa {aga-
rosa al 1.5 % en solucién salina 0.15 M). Los reactivos_
difundieron y formaron bandas de precipitacidn en los lu
gares donde se encontraron en proporciones equivalentes,
(39).

Marcaje del antfgeno amibiano con 1234 (Método de la clo
ramina T). La técnica del marcajepor Cloramina T es un_
método directo. El marcaje con 1251 es de uso comin; es_
mds apropiado para estudios "in vitro" debido a su viaa_
media que es de 60 dfas, por lo que respecta a este tra-
bojo sélo se hicieron los ensayos durante 180 min, La --
Cloramina T es un agente oxidante y es la sal s&dica del
N=-monocloruro derivado ael p=-tolueno sulfonamida, El1 ==
123 es oxidado e incorporado en la molécula protefnica_
principalmente con residuos de tirosina a un pH ligera--

mente alcalino (43,44).

o1 + HO@-R —_— Ho@-ﬁ + OH™
I

+ -
Na [HBCOS% N 01]

Material y equipo:

Todos los reactivos se prepararon antes del marcaje.
Proteina para la yodacién 500 ug/ml en 0.1 M Tris-HCl =~ ~
pH=7.4.

Cloramina T 1 mg/ml en Tris-HCl.

Metabisulfito de sodic 2 mg/ml en Tris-HCl 5 x 10—5M.
Ioduro de potasio en Tris 1 mg/ml en Tris-HC1l,

Amortiguador de fosfato-salina (PBS) con gelatina 2.5% p/vVv
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Sephadex G-25.
Contador Gamma.
1251—Sodio 0.5 mCi.

Método:
1- Se mezclaron 100 ul de protefna (500 ug/ml concentra-
cidén inicial).con 0.5 mCi 125I y 10 ul de Cloramina T (1_

mg/ml concentracidn inicial).

2- Se incubaron’ de 2-4 min a temperatura ambiente.

3- Se agregaron 10 Pl de solucidn de metabisulfito de so
aio (2 mg/ml concentracién inicial) y se mezclaron fuerte
mente,

4- Despuds de dos minutos se agregaron 10 pl de solucién
de loduro de potasio.

5- Lu protefna marcada se separd del Iodo libre usando -
unu columna de sephadex G-25 equilibrada con PBS gque con-
tenfa 0.25 % ae gelatina, '

6- Lu columna se eluyd con PBS que contenfa gelatina y -
colectaron fracciones de 0.5 ml. '
7- Se determinaron las cuentas por minuto (CPM) de cada_
fraccidn usando un contador Gumma.

8- Se identificd el primer pico de radiocactividad, ésto_

fue la protefna marcada. Se almacend a 4°¢c para uso.

Nota de la técnica- Esta técnica puede ser usada para yo
dar anticuerpos unidos a un antfgeno inmunoadsorbente (é&s
to protege al sitio activo). El iodo libre es removido =--
por lavado con amortiguador, y el anticuerpo marcado recu

bierto por elucién &cida.
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Cuantiticaciédn de protefnas por el método de Lowry,
Reactivos:
A~ N02C03 al 2 % en NaOH 0.1 N.

B- Diluir v/v c-.:so‘:l ‘ 5H20 al 0.1 %.

C- Tartrato de sodio y potasio al 2 %.

Reactivo alcalino 25 ml de A + 0.5 ml de B.
Reactivo de enol; diluir el reactive comercial de fenol-
Folin-Ciocalteau (dcido fosfomolfbdico fosfotdngstico),

de Sigma en agua destilada 1:1.
Procedimiento:

La muestra de 5-100 jRle] de protefna, en un volumen de cuan
do mucho 200‘Pl' se colocd en los tubos adecuados (tubos_
de borosilicato de 4 ml)., Se incluyeron tombién una serie
de muestras de protefna de concentracién conocida para la
curvao estdndar,

Se afiadié 1 ml del reactivo alcalino a cada tubo, mezclan
do bien y dejando reposar 15 min a temperatura ambiente,
Se adicionaron 100 Pl del reactivo de fenol, mezclando ==
bien y dejando reposar 30 min a temperatura ambiente.

Se leyé8 al espectrototdmetro. E1 pico méximo de absorcién
fue a 750 nm (40,41).

Nota: Si la muestra es concentrada puede leerse a 500 nm.

Ensoyo de transporte de antigeno amibiano. Rutas norma--
les (sin inmunizar y desparasitadas) y ratas previamente_
inmunizadas con amibas, se canalizaron del conducto bi---
liar, seglin método descrito previamente (15). Una vez ca-
nalizadas se introdujo 0.5 ml de antfgeno amibiano marca-
do, a través de la vena dorsal de la cola de la rata. La_
coleccidn de bilis y sangre se efectud cada 30 min (0.5 =

ml). La radioactividad presente en las muestras se leyd -

en un contador Gamma Beckman 550,
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Nota: Se utilizaron 35 ratas inmunizadas, as{ como 25 --

normales, para la estandarizacidn de la técnica. Usando -

las ratas normales como controles y s8lo tomando en cuen-
ta 5 inmunizadas para la prueba final.
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VI. RESULTADOS

Se obtuvieron cinco fracciones (fig.4) en donde se
observa que el peso molecular de la fraccién IV, utili-
zando marcadores, es de aproximadamente 15 000 D. La an
tigenicidad de las cinco fracciones se probd por doble-
inmunodifusién con sueros especfricos anti-amiba, tanto

de ratas inmunizadas con Entamoeba histolytica, como --

con sueros de paciente con absceso hepético amibiano --
(figs. 5 y 6). La fraccidédn 1V, que fue reconocida por -
la mayor{a de los sueros, se concentrd por liofiliza---
cidn, se le cuantificd la presencia de protefina por el
método de Lowry obteniéndose una concentracién de 2 mg/
ml (fig.7) y se procedié a marcarla (fig.8). La activi-
dad especffica del marcaje fue de 3 x 1060PM/mg.

En la figura 9 se muestran los valores promedio de
los experimentos y puede observarse que en los 30 min -
posteriores a la inyeccién del antigeno no se encontrdé_
radioactividad en la bilis, entre los 30-60 min ocurrid
un rdpido incremento, al mismo tiempo que en la sangre_
hubo un descenso marcado. Después de los 60 min no se _
observaron modificaciones en la radioactividad presente

en la sangre y bilis.

Por otro lado, en las ratas normales la concentra-
cidn de radioactividad permanecid constante en la san--
gre, aunque entre los 30-60 min hubo un incremento en -
bilis &ste no fue significativo al compararle visualmen

te con los valores de las ratas inmunizadas.
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En el cuadro 1 se observan los valores de radioacti

viaad presente en sangre y bilis (ratas inmunizadas) ex-
presados como CPM/ml.

Al cabo de 180 min a una velocidad de flujo de 1.4_
ml/h la cantidad de radioactividad fue de 34 692 CPM que

corresponden al 4.5 % de la carga antigénica total inyec
tada,
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Perfil de elucién de la suspnsién de Entamoeba
histolytica cepa HK-9 (20 x 106/ ml) cromato--
grafiada en Ultrogel AcA 34, amortiguador Tris
HC1l pH-7.6, 0.2 M. Donde se observan las cinco
fracciones obteniaas, siendo la fraccidn IV —-
con un peso molecular de aproximadamente 15 ==
000 D, reconocida por la mayorfa de los anti--

sueros especfficos,
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Dobleinmunodifusidn de
sueros de paciente con
no (1,2,3,4,5,6) y con

das con E. histolytica
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Fig.8. Curva de elucidn del antfgeno marcado con 1251 en una columna de Sephadex

G6-25, amortiguador de fosfato-salina pH-7.2, 0.15M, adicionada de 0.25 %_

de gelatina.
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Lo radiocactividod oresente en la sangre (s»——a)
y en la bilis (Barras) se expresan como el %
age la radioactivigad inyectada. E1 100 % se ob
tiene rdividiendo el N? de CPFPM totales entre el
volumen de sangre. Los valores representan la

meclia dn los ensayos.
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CUADRO N2 1. Radicactividad en la sangre y la bi-
lis de ratas inyectadas intravenosa-
mente con antfgeno amibiano marcads_

con 231, (700 000 cPM).

TIEMPO DE COLECCION

DE LA MUESTRA (min) CPM/ml.
SANGRE BILIS SANGRE BILIS

0 - 30 420

30 22550
30 - 60 13780

60 5200
66 - 90 7300

90 2250
90 -12C 4740

120 2480
120 -150 4932

150 2560
150 =180 3940

180 2680
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VII., DISCUSION

De acuerdo con los resultados observados, el antfge
no administrado intravenosamente se transfiere activamen
te en la bilis de ratas inmunizadas con Entamoeba histo-

lytica, pero no en ratas normales,

En algunos traobajos previos, se ha visto que en ra=
tas canalizadas por 48 h los niveles de IgA en lavados -
de intestino son diez veces menores que en ratas control.
Esto significa que la IgA de bilis puede tomar un papel_

importante en el sistema secretorio IgA del intestino.
{14).

Socken y col (1981) demuestran en hfgados pertundi-
dos que complejos de IgA-secretoria-antigenoc se transfie
ren de sangre a bilis, mientras que no sucede lo mismo -
cuando el antfgeno estd unido a IgG (20).

Por otra parte, se ha visto que complejos IgA secre
toria-antfgeno de menos de 460 000 D de peso molecular =
se transportan con mayor efectividad que los que tienen_
un peso molecular superior; de donde se deduce que es im
portante el peso molecular del antfgeno para que sea ==
transportado (20).

El antfgeno marcado se detectd en la bilis 30 min -
después de su administracién y la méxima eliminacién ocu
rrié entre los 30-60 min. Esta cinética de eliminacién -
es muy similar a la observada en otros estudios donde =~
IgA polimérica o complejos de IgA-antfgeno (45).
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Puesto que los anticuerpos IgG e IgM no se trasfie-
ren activamente a través del hepatocito (8), los anti---
cuerpos de IgA polimérica anti-amiba fueron los responsa
bles del transporte del antfgeno amibiano de la circula-
cién sistémica a la bilis.

La eliminacién del antfgeno amibiano ocurrié en tor
ma activa, yo que 30 min después de la inyeccidn del an=-
tf{geno marcado, la cantidad de radiocactividad presente =
en la bilis siempre fue mayor que en la sangre; ello in-
ca que el transporte del antfgeno se realizé en contra -
de un gradiente de concentracién.

Aun cuando estd claro que hay eliminacién de antige
no amibiano circulante, y por lo tanto, menor posibili--
dad de que forme complejos inmunes con IgG o IgM que fi-
jan complemento y pueden causar dafio tisular, desconoce-
mos qué tan importante sea en situaciones como el absce~
so hepético amibiano en el cual hay dafio importante de -
los hepatocitos, y por lo tanto menor capacidad de trans
porte. Sin embargo, puesto que prdcticamente toda la IgA
polimérica procede de la mucosa intestinal, es posible -
que esta inmunoglobulina imbidc_la entrada y remueva ac-

tivamente a los ant{genos procedentes de la luz intesti-

nal.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un antigeno, cuyo peso molecular =-
fue aproximadamente 15 000 D. Fue reconocido
por el suero de ratas inmunizadas con Enta--
moeba histolytica y por el de pacientes con

absceso hepdtico amibiano.

El antigeno amibianoc se transfiere activumen

te de la sangre a la bilis en ratas inmunizg
das con E. histolytica pero no en ratas nor-

males,

El antf{geno se transfiere por IgA secretoria
ya que se ha visto que IgG e IgM no se trans

fieren.

Consideramos que este es un traobajo cuyos re
sultados son preliminares y deben tomarse en

cuenta para futuros estudios relacionados ==

con el tema.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina A secretoria
Inmunoglobulina M

Inmunoglobulina G

Regién variable de la cadena ligera
Regidén constante de la cadena ligera
Regiones constantes de las cadenas pesadas
Componente secretorio

Azutre de los enlaces disulfuro
Cadena J

Hapteno dinitrophenol

Milicuries

Microlitros

Microgramos

Miligramos

Mililitros

Cuentas por minuto

Grados centigrados
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