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ABREVIATURAS

PBS ‘ , Solucifn amolx'tiguadora de Posfatos.
rpm vRevéluciones por minuto,
. 8SB Solucibn salina balanceada,
ri | Molar,
mM Milimolar,
CPA Células productoras de anticuerpos,
1t Litro ,
ml ' Mililitro,
g!" . Gramos,
mg Miligramos,
ug Microgramos, v
',ul ' Microlitros.
PP ) Placas de Peyer,
aw | Ganglio 1infitico mesentérico.
AgC | Extracto crudo de amiba,
LPS Lipopolisacérido de amiba,

N : ‘ Células polimorfonucleares,



I. INTRODUCCION.

La amibiasis es una enfermedad producida por infeccién del protozoario
Entamoeba histolytica. Es uno de los problemas mayores de salud em muchos—
paises subdesarrollados. Esta imfecciba afecta primariamemte poblaciomes -
que viven en malas condiciones de sanidad y falta de una adecuada educa -
cién en higiene (1),

Un gran nfimero de individuos son portadores de quistes de E. histoly
tica sin que presenten una sintomatologia atribuible a éste pardsito. Por
otra parte, la amibiasis intestinal puede ser benigna o severa, En la -
forma benigna, existe diarrea y disentef{a aguda, mientras que la forma se
vera comprende colitis amibiana, amebema del celen y apendicitis amibianma.
Bn México, esta forma de aaibiaﬁis que afecta el celen tihe una tasa de -
mortalidad que varfa desde un 20 por ciento hasta un 54 porciento y es 10=
Qeeel menos frecuente que los abscesos hepliticos amibianos.

Diversos cstudios han mostrado que la amibiasis es endémica en México
Yya que ios anticuerpos contra B. histolytica se presentan en personas de -
todas las edades, con una predominancia em nifios. En &reas donde la fre -
' cuencia de la amibiasis es alta, existen individuos aparentemente sanos -
con titulos de anticuerpos similares a los de pacientes con amibiasis ip-
vasiva (2).

Egtamoeba h:lstolni'ca es un pardsito de distribucién mmdial. Se pue-
dm_mcdtin dos fomﬁ del pardsito en las evacuaciones humanas: a) quig
tes, a través de los cuales se puede transmitir la infeccifm por la via -
oral-fecal y b) trofozoitos, que se encuentran en las heces liquidas duran
te la disemterfa amibilana. La multiplicacién de los trofozoitos ocurre por
£igibn binaria. Se derivan de 4 a 8 trofozoitos de cada quiste despubs de-
que su cipsula de quitina ha sido digerida. Los trefozoitos méviles resi -
den en el flufdo de las criptas del ciégo e intestino delgado, de dénde -
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pueden invadir la mucosa intestinal y eventualmente alcanzar el torrente -
sanguineo y causar lesiones extraintestinales (3).

la caracteristica mis notable de E. histolytica es su capacidad de in-
vadir y lesionar tejidos. lLa primera etapa de invasién es la adherencia de-
los trofozoitos a las células epiteliales, la cual estd mediada en parte 2
por una lectina presente en la membrana de la amiba, cuyo receptor en la cé
lula epitelial puede contener residuos de N-acetilglucosamina (4,5). E1 =~
efecto citotéxico ejercido por los trofozoitos viables adheridos a las célu:
las blanco, se puede explicar tanto por la produccién de enzimas con activi
_dad colaguolitica (6,7), como por la producciém de tox:lnas (8). La segunda
etapa es la fagoc:l.tosis activa y digestidn de las celulu ingeridas, dando-
por resultado final la destruccién del tejido (9).

Bstos fenfmenos de invasién de la amiba sobre las células inéesting_ -

les contrasta con la aparente falta de respuesta defemsiva de la células

del hospedero. En general debe ser asumido que en el intestino del houmbre
unk respuesta protectora de anticuerpos puede ser inducida cuo resultado

de 1a exposicién de largos lapsos de tiempo com el parisite (10).

la mucosa gastrointestinal es la primer 1fnea de defemsa contra muchos
microorganismos tanto protozoarios como bacterias asf{ como otros antf{genos. '
El estudio de 1a immmidad de 1a mucosa ha alcanzado importancia en afios -
recientes con la identificacién de un sistema inmme local en las superfi -
cies mcosas (11).
Las céflulas immmocompetentes del tracto gastrointestinal: macréfagos y lin
focitos; responsables de la relpues;a inmme locai, se distribuyen a lo lar
go de toda 1a pared intestinal a nivel de mucosa: linfocitos intraepitelia-
les y de limima propia; y en forma de agregades linfeoides cubiertos por wn-
linfoepitelio~~especializédo denominados placas de Peyer. Las placas de Pe -
yer son capaces de iniciar wma respuesta immme; a su vez, los linfocitos -
:lntraepiteliales y de lh:l.na prop:la son capaces de preducir anticuerpos y -
proporcionar immmidad nediada por células (12,13).
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Utilizando diferentes métodos para la obtencién, purificacién e iden -
tificacibn de linfocitos de mucesa intestinal, se han llegado a conocer -
las caracter{sticas morfolfgicas y funcionales de algunas poblaciones celu
lares linfoides localizadas en la mucosa; como son los linfocitos B, linfo
citos T, linfocitos citotéxicos naturales (NK), macréfagos, células baséfi

las y eosinéfilos.

Los linfocitos B comstituyen el 32 por ciento de las células mononu -
cleares. Los precursores de linfocitos B se encuentran prmc:.palmente en -
placas de Peyer, dénde se lleva a cabo la estimulaciém de estos lmfocztos
que migran despuls a ganglio linfitice mesentérico de ahf a conducto tori-
cico, a sangre y posteriormente a 14mina propia de mucosa int’estinal'. dén-
de se establecen como células productoras ‘dve ahticuerpos. No_esta bien eg-
tablecido la fase en la cual los limofcitos precursores maduran. Las pla -
cas de Peyer contienen todos los elemantos celulares mecesarios para una -
respuesta immme: células B,T y cblulas accesorias (macréfagos y células -

«@endriticas), pero no sem sitios h\portaates de sim:esis de inmnoglotuli-
nas (14,15). ‘

Por otra parte,. los linfocitos T se emcuentram.en un 55 por cieato &
en la mucosa intestinal, siendo nls abundantes a el epitelio del intesti
no. Los estudios de mvinimto linfocitar:lo han ustrado, que como en el-
caso de las células B, los limfocitos T de los ‘ganglios limfiticos mesen-
téricos se distiiﬁuyea !Mlmte en la mucosa intesf.i.aal. Se ha confirma
do que la via de trhsité de las células T es a partir de‘ placas de Pe -
yer & ganglio linf&tico mesentérico pasando por conduc_to toracico, circu-
lacién sistémica y finalmente regresan a sitios intraepiteliales em la mu .
cosa del intestino (16,17,18). Los linfocitos T tienen como funcién in -
tervenir en la regulacibn, de la sintesis de anticuerpos ' _eé decir, inte -
raccionan con la cflula B. la inmmoregulaéiﬂn en la froducci&n de anti -

cuerpos en mucosa intestinal esta dada por los linfocitos T supresores y
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y linfocitos T cooperadores. Otra subpoblacién de los linfocitos T corres ~
ponden a los linfocitos granulosos, los cuales se caracterizan por ejercer-
citotoxicidad espontfnea § natural contra células tumorales (19). La activi
dad citotbéxica espontfnea de estos linfocitos es aumentada en presencia de
interferfn. En base a esto se propone que estos linfocitos intervienen en -
la defensa contra infecciones virales que dafian las cflulas epiteliales del
individuo (20,21), ademSs de que parecen tener un papel importante en la -
actividad mt:lbacteriana (22) . En infecciones por hehintos podrian tener -
un papel bnportmte en la destrucciln y rechazo de los mismos, pues se en -
_Cuentran sunentados considerablemente ocho dfas despubs del estimilo anti -
génico, ‘

Se ha mostrado tambifn la presencia de nacr&hgos en la mucosa intesti
nal de cobayo, rata, ratén y humano. Se locllizaa principalmente en I&n:l.na-
. propia y placas de Peyer, y constituyen del 7 al 10 por ciento de la pobla-
cibn (14,24,25) « En placas de Peyer procesan el mtigéno. en canbio a nivel.
de lhina propia absorben nutrientes, Presentan varias funciones: secreCifn
de enzimas, mediadores quimicos y factores de activtdad diversa, Se propane
que podrian actuar localmente modulando la produccifm de immmoglobulinas -
e respuesta a un antigeno determinado. Durante la mfestaci.&l por parfsi -
tos, los macr8fagos producen porstgqlandina B, que interviene en la elimina
ciln de los migmos. Durante las m!ecciones por' vims producen mturerh
A nivel de intestino delgado intervienen ingiriendo sustancias carcinogini-
cas, por 1o que se ha postulado como factor que disminuye la fre;:uu:cia de-
tumores a 8ste givﬁi en comparacién con el intestino grueso (26).

Entre los otros tipos de células localizadas en la mucosa intestinal-
se encuentran los mastocitos & cflulas basbfilas y los eosinbfilos. Los -
mastocitos dé MCOSA :l.ntestinal.‘diﬁeren histolégicamente de otros sitios-
por su contenido en mucopolisachridos, ademis contienen IgE dentro Y en su

superficie, Dependen de la actividad de cflulas T pira su diferenciacifn y



proliferacifn in vitro. No se ha identificado bien el origen de los masto-
citos intestinales, Se sabe que los mastocitos de mucosa intestinal pasan-
a ganglio linfAtico mesentérico (d8nde adquieren receptores para IgE), pog
teriormente pasan a conducto torﬁ:ico y después por via sanguinea regresan
a mucosa intestinal (28), En ratas infestadas con nemitodos el aumento de-
mastocitos en intestino se relaciona con la presencia de linfocitos T Ie§_-
pecificos a los helmintos circulando en linfa de conducto torécico (27) ,

Se sugiere la existencia de un mecanismo local en mucosa intestinal para-

el rechazo &g helmintos. El contacto directo del parisito con linfocitos—
T produce la liberacibn de factores quimicos, que a su vez estimulan la ma
duracién de los mastocitos. Cuando ocurre el rechazo de parisitos se inhi-
be 1a produccifnm de estos factores y por lo tanto la maduraciln de mastoci
tos (28,29). |

Por @ltimo, los eosindfilos se encuentran en un 3 a 8 por ciento en -
1a micosa intestinal. Se originan en midula 8sea, dénde se han des&ito -
dos poblacimes precursoras, uaa que al ut!nnane origi.na eosinbfilos -
cirailantes maduros y otra que da lugar a c&lulas precursons que se d:lv:l-
den poco ¥ llegan a tejidos para diferenciarse en cflulas maduras, esto -
ocurre principalmente en micosas (30). Los eosindfilos contienen depbsitos
de: peroxidasa, proteinas bhsicas ricas en arginina, arnsuu'ata'sa. hista-
minasa y otras protefmas cm actividad t8xica a'puﬁsitos (31). Estudios -
in vivo demiestran que los eosindfilos se concentran en los sitios de in -
festaciln. los eosinBfilos presentan receptores para la fraccibn Pc y com-
plemento, Se ha descrito tambiln una accilin citotdxica de sus grinulos so-
bre bacterias y cblulas tunoriles (32)



ITI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los mecanismos de defensa inmume contra la hlf‘eccién‘ por Entamoeba -
histolytica no han sido completamente caracterizados, principalmente la res
puesta inmune local. Los mecanismos que m8s se han estudiado son las res =
puestas inmnes sistémicas (33). Debido a que la mucosa imtestinal es una -
barrera de defensa muy importante contra el par&sito, el estudio de la res-
puesta inmune local contra ﬁntanoeba higtlytica es de gran relevancia.

Recientes investigaciones han sugerido la existencia de wna féacci&n -
inmmolégica local en la amibiasis invasora como los coproanticuerpos anti-
amiba establecidos en el 80 por ciento de los casos con disente:"ia amibiana
(34),

Por otra parte, la presencia de maticuerpos de la clase IgA secretoria '
antianiba en bilis de ratas inmnizadas intracecaimente con trofozoitos ha-
si&o reportadas (35). Quii( la secrecifa 'htestﬁn de IgA pudiese com:ri -
buir en la defensa local comtra B, _mg;&i_c_a_ ya que fsta immoglohnina-'
“inhibe 1a adsorcifn intestinal de antigenos luminales y su papel en la de -
Zensa local contra enterobacterias, pu'ticulmente contra Yibrio gol ol
y Bscherichia coli enterotSxica ha sido observada (36,37, 38).

A pesar de que la inmmoglobulina IgA prednnim @ secreciones exter -
nas, las inmmoglotulinas de la clase IgM, IgG e IgB tambifn estfn presen -
tes en la mucosa gastrointestinal y Juegm m papel my importante en térmi
nos de produccidn local de anticuerpos (3 9)s Algunos investigadores han -
mostradp elegantemente que la IgG intestinal de rata tambifn es efectiva en
en la prevenciln de antigenos luminales, 8e sabe que &l ganglio linfhtico -
megsentérico es una mente de chlulas precnrsoras de IgG e IgM, las cuales -
se localizan en 18mina propia intestinal, La IgH es trausportada a travt de
las cflulas epiteliales intestinales de la misma manera que la IgA dimérica
(40,41,42). '
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HIPOTESTI S:

En base a evidencias de un sistema inmmolbgico en la mucosa gastroine
testinal y a la presencia de anticuerpos en las secreciones intestinales;-
es posible obtener wna respuesta inmmne local contra antfgenos amibianos me

diante 1la inoculacibn de los mismos en el intestino,



III. OBJETIVOS,

1, Establecer la presencia de c&lulas productoras de anticuerpos en muco
sa intestinal de ratas inmunizadas por vi{a local e intraperitomeal -

con ant{genos amibianos.

2, Comparacién de la respuesta inmne contra ant{genos amibianos en Pae

tas insmnizadas por via intraperitoneal y por via local, |

3, Estudiar la cinftica de aparicién de células productoras de anti'cueg'-_
pos contra antfgenos amibianos en mucosa intestinal, bazo, ganglio me

sentérico y placas de Peyer,
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Iv, MATERIAL Y METODOS,

1, ANIMALES.
Se utilizan ratas macho de la cepa Sprague-~Dawley de dos a tres meses

de edad.

2. PREPARACION DE ANTIGENO DE AMIBA.

Las amibas son crecidas en cultivo axfnico por la técnica de Diamond-.
(43). Después de 72 horas los organismos se resuspenden y sec centrifugan a-
1200 rpm durante 5 minutos para concentrarlgs., El sobrenadante es descarta-
do y el paquete se resuspende en solucibn salina 0.15 M, Las amibas se 1la -
van seis veces per cenirifugaciém a 1200 rpm, 5 minutos, Se resuspenden y -
se determina el nfimero de células por conteo hemocitométrico. Una suspen -
sifn de apro:zimadamente 2)&07 cflulas/ml es sonicada en bafio frio durante -
dos minutos a 150 watts en un sonicador Ultratip hbsmic System. La suspen
sifn sonicada se centrifuga durante 30 minutos a 2500 rpm, 4°C. El sobrena-
dante se dializa contra solucibn amortiguadora de fosfatos }H: 7.2 (PBS) -
por 16 horas a 4 *C . Este dializado se centrifuga durante 30 minutos a =
2500 rpm a 4°C y el sedinento es descartado.

Se realiza un determinacifn de proteinas al extracto, por el mbtodo -
de Lowry (44). E1 extracto crudo se coloca en alicuotas de 1.ml y se guarda

en congelacibn,

Un scqundo antigeno utilizado, mis puro, fué wn lipopolisacérido ami -

biano de la misma cepa de trofozoitos, utilizando el método de femol-agua -

(45).

3. OBTENCION DE LINFOCITOS.

Las ratas sor. anestesiadas con eter-etilico y el intestino delgido, ba
zo, placas de peyer y ganglios linfiticos mesentéricos son ranovidos Y colo
cados por separado en frascos estériles que contienen solucibn salina balan

ceada con antibibticos (SSB).



3.1 OBTENCIQN DE LINFOCITOS DE INTESTINO

" Los linfocitos de intestino se obtienen de acuerdo a la técaica de -
Babette (46). El intestino se extrae y coloca en una caja petri procediendo
a lavarlo con PBS para remover su contenido. La luz intestinal ‘sc llena con
PBS que contiene Dithiotreitol 1 mM (Sigma), se incuba durante 15 minutos a
temperatura ambiente con agitacifn leve, para eliminar el moco adherente,
El tejido se lava tres veces con PBS frio y se incuba a 37°C 10 minutos con
solucién de citrato de sodio pH: 7.4 con agitaciém leve. Este proceso de ia

‘cubacian con la solucibn de citratos se repite dos veces mis para elininar-

.las cflulas epiteliales., Posteriormente ge lava el l@men intestinal con 35B

_ frfay se anuda el intestino por los extremos procediendo a frotarlo manual

mente, para obtener las cllulas linfoides, La susbensiéu intestinal es co -
lectada, repitiéndose tres veces este procedimiento.' Las suspensiones tota- .
les se decantan para eliminar los tragngxtos gruesos y se concentran por ~

centrifugacibn a 2500 rpm, 10 minutos, 4°C. Las c&lulés se ;ayan tres veces

por centrifugacibn a 2500 rpm, 1P minutos, 4°C y se resuspenden en SSB que-

contiene metranidazol b(soluci&: inyectable Vertisal) incubando la sugpen -

s:‘.'ﬁn a 37°C, 30 minutos para eliminar los pardsitos existentes, Las cflulas

se lavan tres veces con SSB fria,

Para determinar si el metronidazol no afecta la funciln de las cblu -
las obtenidas de i.ntest:l.no.‘ se realizan ensayos de células prdductoras de -
anticuerpos (CPA), utilizando célulqs de bazo de ratas inmmnizadas con eri-
troci tos de carnero e incubadas con diferentes conceaitraciones del f&miaco
como se miestra en la grtfici lfo." 1l.' Las ratas ge mntienm (ocho afas an-
tes de'sacrificarlas) con ingestién de wna suspensibn oral de metronidazol-
(flagyl) colocada en el agua, para disminuir el nﬁxﬁero de pardsitos contami

nantes,’

=10=



3.2 OBTENCION DE LINFOCITOS DE BAZO.

Los linfocitos de bazo se obtienen por el procedimiento descrito por -
Ford W, (47). El bazo se corta en pequefios trozos de aprbximadamente 2-3 mm
con tijeras afiladas. Estos fragmentos son pasados a travls de una malla de
pléstico (12 x 0.3 mm alambres/cm) con ayuda de un &mbolo de jeringa, y la-
suspensibn se colecta en una caja petri que contiene 10 ml de SSB. La sus -
pensibn se coloca en tubos y se deja decantar por tres minutos. El sobrena-
dante se centrifuga a 2500 rpm para colectar las cflulas, Posteriormente se
lavan las células centrifugando a 2500 rpm, 10 minutos, 4°C; tres veces -

con SEB £ria.

3.3 OBTENCION DE LINFOCITOS DE PLACAS DE PRYER.

Una vez extrafdo el intestino se lava com PBS frio. Cuidadosamente se-
cortan las placas de Peyer y se colocan en SSB fria. Despuds se cortan en -
trozos mfs pequefios y se hacen pasar a través de una malla de pléstico ( 12
%X 0.3 mm alanbres/an) con ayuda de un &mbolo .de jeringa. La suspensifn cbte
nida se centrifuga a 2500 rpm, 10 minutos a 4°C. Se resuspenden las c&lulas
en 8SB con dithiotreitol 1aM, incubando a temperatura ambiente 5 minutos, -
con agitaciln leve para eliminar el moco adherente, Las cflulas se lavan -
tres veces centrifugando a 2500 rpm, 10 minutos a 4°C y se resuspenden en -

4. COFTEQ CELULAR Y DIFERENCIAL,
El nfimero de linfocitos de intestino, bazo, placas de Peyer y ganglio-

linfhtico mesentérico se deternina por conteo hemocitométrico en cémara de-
de Newbauer, utilizmdo colorante cristal violeta al 0.1,

Por otra parte,. se preparan frotis de las diferentes suspensiones y se
tifien con colorante de Wright para hacer un conteo diferencial de las célu-
las obtenidas, utilizando las técnicas de tincin habituales (48).
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5. ESTIMACION DE LA VIABILIDAD CELULAR.

La viabilidad de las diferentes suspensiones obtenidas se estima de -
acuerdo al método descrito por Ford W. (47). Se prépara una solucibn al 2%-
de azul tripan en agua destilada y se filtra. Una parte de &sta solucidn se
mezcla con nueve partes de la suspensién celular quedando una dilucibn de -
0.2%. Se deja incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Se llena una=
cimara de Newbauer con la suspensiln y se procede a contar., Las cflulas -
viables no se tifien con el colorante mientras que las cflulas no viablés se

tifien de azul,

"6o PREPARACION DE CELULAS BLANCO.,

Se utilizan como cflulas blanco eritrocitos de carnero recubiertos con
el extracto crudo de amiba y el lipopolisachrido.
a) RECUBRIMIENTO DE ERITROCITOS CON EXTRACTO CRUDO DE ANIBA.

El recubrimiento de los eritracitos de carnero con extracto crudo -
de amiba se realiza de acuerdo al método descrito por Dresser.(47). Los eri-
trocitos de carmero de Alserver se lavan tres veces con soluciln salina -
0.15 M centrifugando a 1800 rpm, 5 minutos, 4°C, Se toman 400 ul de paquete
de eritrocitos lavados y se resuspenden en 2 ml de solucién salina 0.15M.
Se adiciona 1ml de extracto crudo de amiba que tiene uma concentracibn de -
20 ug/nl de proteina, Por otra ﬁartc, se disuelven ripidamente 20 mg de l--
Etil-3(3~dimetil~aminopropil) cloruro de carbodiimida (Merck) en m ‘de so-
lucibn salina 0,15M e inmediatamente se adiciona a la mezcla de eritrocitos
y proteina amibiana, Se mezcla y se incuba a temperatura ambiente 40 miny -
tos con agitacifn ocasional, Posteriormente se lavan los eritrocitos con sp
lucién salina 0,15M y se resuspenden en diluyente (‘solucién salina 0.15 M-
con 1% de albmina sérica bovina ).

b) RECUBRINMI DE_ERITROCITOS |_LIPQPOLISACARIDO DE AMIBA.
A 200 ul de eritrocitos de carnero previamente lavados se adicionan-

4 ml de solucibn salina 0,154 y 300 ul de lipopolisacirido con una concen -



-tracién de 3mg/ml. Se mezcla e incuba a 37°C una hora, con agitacién oca-
cional, Los eritrocitos se lavan tres veces con solucibn salina 0.15M y se

resuspenﬁen en solucifn salina con 1% de alb@mina sérica bovina.

6.1 HEMAGLUTINACION.

Una vez recubiertos los eritrocitos, se determina el grado de sensi-
bilizacién & recubrimiento por hemaglutinacibm. Se utilizan placas de mi -
crotitulacibn de pléstico (microtiter system). En cada pozo (de una linea-
de 12 pozos) se colocan 25 ul de diluyente (solucién salina 0.15M con ASB-
1%X). B&n el primer pozo se colocan 25 ul de suero heterSlogo antiamiba (IQN
Diagnostic Products), se mezcla y se transfieren 25 ul al sequndo pozo se-
mezcla y se transfieren 25 ul al tercer pozo y asi gsucesivamente hasta el-
pozo 123 quedando de esta forma diluciomes dobles: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, -
1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, y 1:4096 para el pozo 1,
2,3.. hasta el nfimero 12 respectivamente, Una vez realizadas las dilucip -
nes del suero, se adicionan 25 ul de eritrocitos al 0.5% previamente sensi
bilizados. Se incuba a temperatura ambiente por 1 hora. El titulo obtenido
se reporta como la reciproca de la mixima dilucifn en la cual se observa -
aglutinacifn de los eritrocitos. '

7. ENCION DE 1SUER
Se utilizan dos tipos de sueros anti-IgG y anti-IgA para el ensayo de-
células productoras de anticuerpos,

7.1 IRUNIACIGN DE CONEJOS.

Para obtener el mmtisuero anti-IgG de rata, se inmmiza un comejo de-
acuerdo al siguiente protocolo de inmunizaciln. Se administra una primers-
dosis de inmogiobulim I1gG de rata en una concentracifn de w/nl de pro-
tefna en adyuvante completo de Freund. Quince dfas después se adninistra -
una segunda dosis de 4mg/n1 en adyuvante incompleto de Freund. Posteriormen
te en los dias 30,31,32 se administran dosis de 250,'500 y 1000 ug/ﬁl de -
proteina en solucilm salina por via intramuscular. E1 sangrade del conejo -
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se realiza por puncibn cardiaca en el dfa 40, para obtener el sucro.’
El suero anti~IgA es donado por la divisién de Immunoquimica del Ins -

tituto Mexicano del Seguro Social, por t&micas ya reportadas (49).

7.2  PREPARACION DE SUERO ANTI-IgG.

Una vez obtenido el suero de conejo anti-IgG de rata se adsorbe en -
una columna de IgG de rata Sepharosa 48B. Se colocan 5 ml del suero en la co
lwma y se deja adsorber por 30 minutos. Los anticuerpos anti-IgG quedan pe
gados a la columna. Después se lava can PBS cinco veces para retirar todo -

_aquello que no se pega a la columa y se eluye con amortiguador glicina-HC1
(Sigma) con apréximadamente 25 ml, obteniéndose el anticuerpo anti-IgG. Las
fracciones eluidas se cole;:fan en tubos que contienen Trizma.Base {Sigma).
La homogeneidad del suero anti-IgG de rata se determina por inmmoelectrofo

resis.

8 ESAYQ DB CELUIAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS,

Este ensayo se realiza por el mitodo de Curningham (47), ‘mediante el -
cual se detectan células productoras de anticverpos(CPA).'

8.1 IITUIACIQN DE SUEROS ANTI-IgG y ANTI-TgA.
' ‘Para revelar las cflulas que producen anticuerpos de la clase Ig@ e -

IgA se utilizan los sueros anti-~IgG y anti-IgA en wna diluciln Optma;"

Para encontrar esta dilucifn, se inmmizan ratas con eritrocitos de carnero
al 50 por ciento por via intraperitoneal.' Despuls de 7 dfas post-inmuniza -
cifn se sacrifican las ratas y se utilizan las células de bazo. Se realiza~
1a prucba de Cumningham utilizando los linfocitos de bazo, eritrocitos de -
carnero como cllulas blanco y diferentes diluciones de antisuero anti-IgG y
anti-IgA como se muestra en las grificas Ne, 2 y No. 3. ‘

8,2 FREPARACION DE CAMARAS PARA LA PRUFBA DE CUNNINGHAM,

Las chmaras de incubacibn se prepaiu con portaobjetos de 75x25mm, pre

viamente desgrasados con mezcla crémica y perfectamente enjuagados. Sobre -
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los portaobjetos se colocan tres tiras delgadas (apréximadamente Smm de an
cho) de cinta adhesiva de ambas caras (Tesafix No. 963) que dividen dos =~
Sreas de aprbximadamente igual superficie. Un segundo portacbjetos se colo
ca sobre el primero quedando unidos por las cintas. Cada clmara tiene un -
volumen de apréximadamente 100 ul,

Por otra parte, se hace una mezcla en placas de microtitulaciln que -

contiene lo siguiente:

a) 50 ul de SSB.

b) 100 ul de suspensifn celular de apréximadamente 4-51(;!.0rj células en ca-
da pozo (tres pozos para cada inmunoglobulina IgM, IgG e IgA)

c) 20 ul de una suspensiln de eritrocitos de carnero al 20% recubiertos -
con el extracto crudo de amiba y con el lipopolisachkrido.

d) 20 ul de suero de cobayo (como fuente de complemento) dilutdo 1:2 en -
S$5B y previaments adsorbido con eritrocitos de cameros

e) 20 ul de suero anti-IgG y anti~IgA a la dilucifm fptima.

La mezela se coloca con una pipeta de 100 ul en cada claara y €stas —
se sellan can parafina,.’ las cémaras se incuban horizontalmente a 37°C por-
60 minutos. Despuls de una hora de incubacifn se cuentan las placas hemoli

ticas formadas.’
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V. PROTOCOLO DE INOCULACION

1. TNOCULACIMN EN PLACAS DE PEYER.

Se inoculan tres grupos de ratas cada quince dias con un total de
tres inoculaciones. El inbculo es de extracto de amiba 0.2ml/rata, con una

concentracifin de prote$na amibiana comocida, como se muestra em la tabla -

Hoe 1,

GRUPO No. DE RATAS INOCULAGTON PROTEINA ANLBIANA
(mg/im1)

1 15 PRINERA 5.0
SEGUNDA 2.5
TERCERA 1.5

Il 15 PRIMERA 10.0
SEGUNDA 2540
TERCERA 3.0,

I 20 FRIMERA 30,0
SEGUNDA 10.0
TERCERA 5.0

GRUPOQ .

CONTROL 20 PRIMERA SOLUCION SALINA
SEGUNDA SOLUCION SALINA

TABLA 1. Protocolo de inoculaciln de ratas en placas de peyer con

extracto crudo de amibas.
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2., INOCULACIGN POR VIA INTRAPERITONEAL.

Se inocula un grupo de ratas con extracto crudo de amiba en una con -
centraciln prot8ica de 5Smg/ml durante cuatro meses como se muestra en la -

tabla No. 2

INOCULACION DIA PROTEINA AMIBIANA Smg/ml
(m2)
PRIMERA 0 0,3 ml
SEGUNDA : 7 0.3 ml
TERCERA 15 0.3 ml
CUARTA 30 0.2 ml
QUINTA 60 o2 m
SEXTA 90 0.2 m
SEPTIMA 120 0.2 ml

TABLA 2, Protocolo de inoculaciln de ratas por via intraperitoneal

con’ extracto crudo de amiba,
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VI. RESULTADOS.

1. OBTENCION DE LINFOCITOS.

a) La tabla No. 3 muestra los resultados de la viabilidad y el nfime -
ro de linfocitos para cada tipo de compartimento: intestino, placas de -

Peyer, ganglio linf&tico mesentérico y bazo.

TIPO DE CELULAS VIABILIDAD LINFOCITOS/ml
INTESTING:: . 89% 5.6% 1.900° 9.8 x10”
PP 90 2.1% 200 1.1x0°
GIM 99 1.5% 6.oac® 3.2 x10°
BAZO 9% 2.7% 1axe® 1.2 x0°

TABLA No. 3. Viabilidad y nfimero de linfocitos obtenidos para cada
compartimento.

b) La tabla No. 4 muestra los resultados del comteo diferencial reali
zado a las suspensiones celulares obtenidas de cada compartimento: intesti

no, placas de Peyer, gmglio linf&tico mesentérico y bazo.
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TIPO DE CELULAS
INTESTINO PP G4 BAZO

——

LINFOCITOS 94 2.9% 97 1.1% 98 2,3% 85 1.7%

MOANOCITOS 1.8 1.28 2.2 1.0% 1.5 1.2% 5.5 1.6%

PN 2,0 le4% - - 4.5 2.2%
CELULAS
PLASMATICAS - - - 4.3 2.5%
CELULAS

EPITELIALES I 2%

TABLA No.4, Conteo diferencial de las suspensiones celulares obtenidas
para cada compartimento.

La gr&fica 1, miestra que no existe ninguna alteraciln en la funcibn-
de las cblulas cuando &stas se incuban en S5B con metromidazol. Las cbly-
las se obtiemen de ratas immunizadas con eritrocitos de carmero al 50X,
Como cblulas control se utiliza el mismo sistema, pero en este caso las cf
lulas son incubadas con SSP sin metronidazols

2. HEMA INACICON,

las eritrocitos de carnero sensidbilizados com extracto crudo de amiba
y lipopolisacérido dan un titulo de 128 y 512 respectivamente.

3. TITULACION DE ANTISUEROS

la dilucibn Sptima que muestran los antisueros para revelar las inmua
noglobulinas de lag clases IgG e IgA se observan am las gffficas No. 2 y -~
No. 3.
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4, CELULAS PRODUCTORAS DE ANTIGUERPQS.

Los ensayos de cflulas productoras de anticuerpos (CPA) se realizan—
antes de inocular a las ratas y después de la primera, segunda y tercera
inoculacibn en placas de Peyer en los dias seflalados en las gr&ficas para
cada experimento.’' Cada ensayo se realiza por duplicado. Las lecturas de -
las placas hemoliticas se hace por quintuplicado para cada clase de inmu-
noglobulina,

4,1 La grifica No, 4, muestra el primer grupo de ratas en el cual las c_g-

‘lulas linfoides de intestino y bazo son presentadas a eritrocitos de car-

'nero gsengibilizados con extracto crudo de amiba.

4,2 La grifica No, 5, miestra el sequndo grupo de ratas . En éste caso -

las cllulas linfoides de intestino y bazo swm pfesentadas a eritrocitas -

~de carnero recubiertos com lipopol isackrido amibiano.

4.3 El tercer grupo de ratas que se maneja involucra la utilizacilm de -
los dos tipos de antigenos, sensibilizacilm con extracto crudo y lipopoli
sacfrido amidbiamo, como se observa en las grificas No.' 6,7,8,9.'

4,4 Llas tablas No.' 5 y Nos’ 6 muestran los resultados de CPS realiz;doa
en placas de Peyer y ganglios linfSticos mesentbricos

4,5 Bn las tablas No, 7 y No,' 8 se cbservan los resultados del grupo de-
ratas inmmizadas por via intraperitoneal.’ Las células de intestino y ba-
20 sm‘ presentadas a eritrocitos de carnero recubiertos com extracto cru-
do ¥ lipopolisachrido de amiba.’

4.6 EL grupo de ratas control fub trabajado en las mismas condiciones =
que las ratas problema,’' En &ite caso se inoeuld solucifn salina estéril e
en las ﬁhcas' de Peyer y se siguid el mismo procedhiento que para las -
ratas problema. Los resultados del grupo control se muestran en las ta -
blas No. 9 y No.' 10,

20w
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GRAFICA 1, Células incubadas a 37°C durante 1 bhr.
- can. diferentes concentraciones de me-
tronidazol. Para la concentracibn de 0.2
mg/ml se incuba por 30 min. y 1 hr. reg

pectivamente.
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cm/107 CELULAS ESPLENICAS

160

140

120

100

80

60

20

GRAFPICA Mo, 2
TITULACION DE SUERO ANTI-IgG

3. e 'y

10. 20 30 40 5 60 70 80 S0 100

Y b A

(6. | 4

DILUCION ANTISUERO

Nota: se utilizan como cflulas blanco eritrocitos de carnero
y ctlulas- de bazo de ratas inmmizadas con eritrocitos. Cada
punto representa el promedic de tres ensayos.

En las abscisas se pone la reciproca de Ya dilucibn del an

tisuero.
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TITULACION DE SUERQ ANTI-IgA
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Nota: Se utilizan como c&lulas blamco eritrocitos de carnero
y chlulas de-bapo.de ratas inminizadas con eritrocitos, Cada

punto representa el promedio de tres emsayos.
En las abscisas se pone 1a reciproca de la dilucién del anti-

SUEro,
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GRAFICA 4. Respuesta inmune contra extracto total de amiba.
Primera inoculaciébn, dia 0; segunda inoculacién,
dia 22} tercera inoculaciédn, dia 38.
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GRAFICA 5. Respuesta inmune contra lipopolisacérido de amiba.
Primera inoculacién, difa 0; segunda inoculacién,
dfa 13, tercera inoculacién, dfa 27.

25



5 v
CPA/10  CELULAS INTESTINALES

4000

3000

2000

1000

 ‘[:] IgA

VA 146

A NN NN ANNANN NNNNNNNY
ANNANNNNNRNNNNY

0 5 6 7 17 18 19 40 51 s2
' DIAS
GRAFICA 6. Respuesta inmune contra lipopolisacdrido de amiba.. Primera

inoculacién dia 0; segunda inoculacién dia 13; tercera ino-
culacién dfa 47.
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GRAFICA 7. Respuesta inmune contra lipopolisac&rido deamiba. Primera
inoculacién dfa 0; segunda inoculacién dfa 13; tercera
inoculacién dia 47.
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Respuesta inmune contra extracto total de amiba. Prime-
ra inoculacién, dia 0; segunda fnoculacxén, dfa 13; ter-
cera inoculacidn, dfa 47.
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GRAFICA 9. Respuesta inmune contra extracto total de amiba. Primera
inoculacién, dfa 0; segunda inoculacibén, dia 13; tercera

inoculacién, dia 47.
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CLASE DE

ANTIGENO ANTICUERPO cm/107 CELULAS

ENSAYO DIA POST-INCCULACION

7 18 40 52

IgM 0 0 0 0

AgC 1A 0 33 0 0
196 0 30 0 0

b IgM 0 0 0 0
LPS IgA , 10 0 0 0
146 ] 0 0 0

TABLA No, 5. Grupo de ratas inoculadas en placas de Peyer. Respuesta
inmme nedida en células de placas de Peyer,

CLASE DE

ANTIGENO ANTICUERPO CPA/ 10 cELULAS
ENSAYO DIA POST INOCULACION
L 8 40 22

TN 0 0 o 0
AgC TgA 0 0 0
196 15 0 0 0
IgH 0 0 o o

LPS IgA 0 0 0
Ig6 (] 20 ] (]

TABLA No, 6, Grupo de ratas inoculadas en placas de Peyer, Respuesta
inmme medida en cflulas de ganglio linfitico mesentérico,
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CLASE DE

ANTIGENO ANTICUERPO CPA/ J.O7 CELULAS

(1) (2) (3)

IgM 53 563 570

AgC IgA 71 512 286
196 62 544 490

IgM 7 294 285

LPS IgA 129 448 372
196G 123 993 405

TABLA No. ?. Resultados de ratas inmmizadas por via intraperitoneal.
Respuesta inmune medida en cflulas de intestino. ’

ANTIGENO CLASE DE .
ANTICUERPO CPA/ 10'CELULAS

B -~ (3

IgM 752 69 77

AgC IgA 587 57 133
1gG 606 43 58

I 658 208 218

LPS IgA 137 308 219

IgG 503 154 122

TABIA No. 8. Resultados de ratas iwmmizadas por via intraperitomeal,
Respuesta inmune medida en células de bazo.
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CLASE DE

ANTIGENO ANTICUERPO CPA/ 10/ CELULAS
ENSAYO DIA_POST-INOCULACION
PRIMERA SEGUNDA
s 12 e
IgM 0 0 Ou
AgC IgA o o 0 0
196 0 0 40
IgM o o 0
LPS 1A o o 0
156 o o o 30

TABLA No. 9. Grupo de ratas control, inoculadas en placas de Peyer con
solucifn salina. Ensayo con cflulas de intestino,

: CLASE DE .
' ANTTGENO ANTICUERFO CPA/ 10' CELULAS
~IMSAYO DIA POST-TNOCULACIQN
M
[T 26 22
IM 2 2 20 60
AgC IgA 10 120 10
196 6 0 20
IgM 19 60 o 23
1PS IgA 18 60 29
196 13 0 0 28

TABLA No. 10. Grupo de ratas control. Ensayo con células de bazo.
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VII,. DISCUSION.

Se detectd la respuesta inmune humoral local contra antfgenos amibia
nos en intestino de ratas inoculadas en placas de Peyer. Esta respuesta -
es proporcional a la dosis de antigeno administrado. Como se observa en -
los resultados (grasficas 4,5,6 y 8), wa concentracifn del antfigeno de -
30 n/Il provoca una mejor respuesta comparada con la inoculacién de con-
centraciones de 5 ag/nl y 10 mg/ml,

No se detectan células productoras de anticuerpos em linfocitos de -
.placas de Peyer y ganglios linfhticos mesentéricos; lo cual coincide com-
estudios realizados por distintos investigadores (10,50,51,52). En estos-
estudios se muestra que las placas de Peyer y ganglios linfiticos mesentd
ricos no son regiomes de c8lulas productoras de anticuerpos. La apariciln
de cflulas productoras de anticuerpos se da en el bazo en los primeros -
dias después de la primera inoculacidn, pero no sucede lo mismo e la -
‘cosa intestinal en dénde aparecen hasta despubs (dfa 17) de 1a segunda -
inoculacilne La disminucilm de las células productoras de amticuerpos en-
bazo y el aumento paralelo en i.ntuf;:l.no puede expncque de acuerdo al mo
delo de migracifn celular descrito por Tseng (53); quiln en sus entuciios-’
de transferencia de ctlulas linfoides de placas de Peyer miestra que la -
mayoria de las células precursoras de IgA migran directamente al bazo, re
sidiendo por lo menos cinco dfas y despuls migran hacia el intestino. No-
obstante, el bazo no es érgano estrgcturalmén_tc obligatorio en la ruta de
migracifn ya que la repoblacién de cflulas se ‘réduce parcialmente cuando-
se realiza la transferencim a receptores esplenoctemizados, De fgta foima
el antigeno inoculado em placas de Peyer, desencadena wma respﬁesta inmy.
ne local que en su conjunto puede explicarse en baﬁe a los modelos de mi-
gracifn celular de respuesta inmme local, mstndos'por‘ diversos estu =~
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-dios sobre la inmunologfa de las mucosas (10,42,52,54,55,56). Las células
de placas de Peyer sensibilizadas ante cl antigeno amibiano presentado, ni
gran hacia el ganglio linf&tico mesentérice de donde pasan al conducto to-
r&cico, de aht a la circulacibn sistémica al bazo y finalmente retornan a-

1la mucosa intestinal; como se describe en el siguiente esquema:

CIRCULACION
//_\ ¢ sistanca
MUCOSA Q

INTESTINAL BAZO
Ag N : — CONDUCTO
AMIBIANO . TORACICO

GANGLIO
LINPATICO
MESENTERICO

Aparmteaente parece que existe una respuesta mayor hacia el lipopo -
lisaclrido amibiano en comparacilm con el extracto crudo. No obstante, se-
debe considerar la sensibilizacién de los eritrocitos con los dos tipos de
antégenos, en la cual es mayor la sensidbilizacibm com el lipopolisac&rido-
con un titulo de 512; que la semsibilizacilm con el extracto crudo con un-

titulo de 128.

Los anticuerpos detectados tanto en bazo como em mucosa intestinal -
son de la clase IgM, IgA ¢ IgG. La respuesta de anticuerpos intestinales-
ha sido demostrada durante diversas infecciones agudas como las causadas-
por E. coli, Shigella y por V. cholerae (57)« Los resultados muestran una=-
tendencia hacia la elevacifn de células productoras de anticuerpos de in -

testino, despubs de la tercera inoculacid n, Lo anterior ocurre para los -



dos tipos de antfgenos: lipopolisac&rido y extracto crude de amiba, gr_!l-
ficas No, 6 y No. 8,. Esto nos da evidencias de una respuesta de memoria-
por parte del sistema inmunolégico intestinal, El sistema inmme de las -
mucosas exhibe una respuesta de memoria en ambos sistemas.celulares tanto
T como B. La respuesta local de memoria puede ser gemerada siguiendo la -
aplicacin sistemitica del antigeno. Por otra parte, algunos estudios han
mostrado evidencias de que la respuesta inmune humoral y celular es mejor

.. inducida por inmunizacién local (58).’

Las ratas inoculadas por via intrap;ritmeal meestran un respuesta -~
micho menor que las ratas inoculadas en placas de Peyer. Es generalmente-
aceptado que la inmmidad en el intestino es mejor inducida por via trac-

. to gastrointestinal que por via parenteral (53). Dependiendo de la dosis-
1a inmanizacién parenteral puede conducir a la apariciln de anticuerpos -
“locales en el intestino, presumiblemente debido a la diseminacibn de cap-
tidades suficientes de antigeno para alcanzar el sistema linfoide intesti
nal (57). Este concepto es concordante con 10s resultados obtenidos, pues
to que se detecta una respuesta de células productofas de snticuerpos en-
intestino de ratas inoculadas por via intraperitoneal,

El estudio de la respuesta immme por parte del tejido intestinal en
1a amibiasis es importante, dedbido a que la primera fase de invasibn por-
el patSgeno Entamoeba histolytica es su adherencia a las cflulas epitelia
les intestinales, Se conoce que anticuerpos IgG especificos para la lecti
na (59), los cuales inhiben in vitro la adhesién de las amibas a las célu
las epiteliales mumanas (60), asf también, la IgA parece interferir en la
adhesibn de la amiba a las células ep;téliales (61,62).



VIII. CONCLUSIONES,

Se obtuvo una respuesta inmune de tipo humoral local contra anti
genos de Entamoeba histolytica en ratas inoculadas en placas de Peyer, =
mediante la deteccidn de cBlulas productoras de anticuerpos a nivel in -

testinal,

La magnitud de 8sta respuesta inmune local va relacionada con la
concentracibn, dosis y de la via de administracifn del antfgeno. Una ma-
yor respuesta local contra los antfgenos amibianos es mejor inducida por

1a inoculacién de cantidades suficientes del antfgeno en placas de Peyer=

que por inmoculacién por via intraperitoneal,

Se detectaron células productoras de anticuerpos en mucosa ip -
testinal y bazo, pero no asf en placas de Peyer y Ganglios linfAticos mew
sentéric os, Se considera que &ste tipo de respuesta es secumdaria, ya -
que con la tercera inoculacién la magnitud de la respuesta es mayor y mis

r&pida comparada con la respuesta inicial,

Resulta de gran importancia considerar la respuesta inmune local
en 1la amibiasis, ya que el interfs que se tiene en el desarrollo y con =
trol de 1a respuesta inmune local en el humano va relacionado con la es -
trategia de la inmunizacién oral, con el propésito de inducir protecciéne

contra Lntamoeba histolytica,
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APENDICE,

1. Solucién amortiguadora de fosfatos pH:7.2, 0,15M (PBS).

NaCl : 8.0 gr
xc1 ' 0.2 gr
NaZHPO4 115 gr
KH2PO4 | 0.2 gr
Agua destilada v 1000 nl

2. Solucibn salina balanceada (SSB)

a) Glucosa 10,0 gr
xH2pos 0.6 gr
Na21iP04(12H20) 7.6 gr
Rojo de fenol 0.1 gr
Agua destilada 1000 nml

b) CaC12,2H20 1,86 gr
xc1 40 gr
NaCl o 80,0 gr
¥gC12,6H20 .0 gr
MgS04,7H20 2,0 gr
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar ambas soluciones a 121°C, 15 libras, 10 minutos, _
Para usar: 100 ml de a y 100 ml de b se mezclan y se aforan a
1000 ml, Se adiciona 0,1% de albfimina sérica bovina,
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4.

5

Solucifn de Citrato de Sodio pH: 7,2

NaCl

KH2PO4A
Na3C6H507,2H20
KCl

Agua destilada

Solucibn salina 0,15 M

NaCl
Agua destilada

Solucién Glicina=HCl pl:2

Glicina

5,61
1,088
7494
0.1
1000

8.7
1000

15,0

Ajustar el pH a 2 con 4cido clorhidrico 1 M,

=38~

gr
gr

gr

ml

29

gr/1t,
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