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RESUMEN.

ACTIVIDAD HMITOGENICAH DE DIFERENTES FRACCIDMNES PROTEICAS DE
Entamoeba histolytica CEPA HMI-IMSS SOBRE LINFGCITOS DE
GANGLIDOS LINFATICOS HMESENTERILCOS ¥ BAZO DE RATONES BALb/c.

La amibiasis invasora es un problema médico grave a nivel
mundial; en nuestro pals, las investigaciones epidemionldgicas
han revelado una frecuencia de 5.9 % en este padecimiento, lo
cual coloca a México entre los palses mas afectados del
mundao.

Eriste controversia acerca del desarrollo de la inmunidad
protectora en humanos, después de una infeccidn Aamibiana
invasora. Se ha demostrado la aparicign de una reaccidn de

hipersensibilidad cutdnea contra infecciones amibranas
experimentales, comn un Indice de la reaccidn inmunitaria
mediada por célutlas. Aungue las +eaccilones intradérmicas

hacia antigenos amibianos axénicos bhan sido generalimente
negativos durante la fase inici1al del absceso hepatico. La
ausencia de la inmunidad celular en etapas tempranas de la
amibhiasis, y su presencia durante las ultimas etapas,
sugieren un estado pasajero anérgico.

Se ha reportado que la prueba de proliferacidn linfocitica
o ritro ha resultade Gtil para valorar la respuesta  1nmune
celular en amibiasis.

Sin embargo, cuando se ha intentado wvalorar esta respuesta

con esrtractos crudos solubles de tirofozoilos de e
.
iisrnl tira obtenidos de diferentes cepas, en linfocitos de

murinos (baza) y de humanos- {(sangre), se ha encontrado que
estos extractos presentan actividad mitogénica, por lo cual
ng se puede establecer uwuna buena carrelacidn entre la
respuesta inmune celular especifica valorada por la pruegba de
proliferacidn linfocitaria utilizando estos extractos.

Con respecto a la inmunidad local intestinal en la
amibiasis se han reali-ados poeos estudios, vy por 1o tanto
poco se sabe de los mecanismeos inmunes protectivos gue se
establecen a nivel intestinal.

lLLos objetivos del presente trabajo fueraon:

1. Estandarizar el micrometodo de Transformacidn Blastoide
en linfocitos obtenidos de ganglios linfaticos mesentéricos
(GLMs) y bazo de ratones EBALB/Cc.

I1. Determinar si un filtrado amibiano (FA), un extracto
total {ET) vy las fracciones wvesicular (P-13), postvesicul ar
(S—13) ¥ la fraccion nuclear (FN) de _<Tno.nmer o0 i3, ciedi ongema
cepa HM1-IMSS presentan actividad mitogén:ica en linTocitos de
GLMs v bazo, utilizando el micromgtodo de transformacidén
blastoide.

IIl. Comparar si el efecto mitogénico es el mismo para
linfocitos de GlLMs y bazo.

Se utilizaron 8 ratones hembras de 2.5 meses de edad, para
cada fraccion o extrato amibiano a probatr. Las fracciones
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subcelulares y el filtrado amibiano se obtuvieron de
troforolitos de . w:irzxoaivvica cepa HMI-IMSS cultivados en
TYI-5-33.

Los linfocitos aislados de GiLMs y de bazo se cultivaron en
medio RPMI-1440 suplementado con 5 % de sueran fetal bovino
en placas de microcultivao de fonde en "U". Cada una de las
fracciones o exiracto amibiano a probar fueron en cantidades
de 1t a 100 ug de proteina, cada dosis fue probada por
triplicado para cada ratdan (24 determinaciones/dosis): tas
cultivos se incubaron par & dias a Z7° C en una atmostfera
controlada con S Y de COpz ;3 18 h antes de fimalizar el
peripndo de incubacion se agrego 1 ulli de H=Tdir en RFMI-14440
sin suplementar, al término del perliodo de 1i1ncubacion, las
células se cosecharon sobre filtros de fibrea de vidrio vy la
radiatividad se determind en un contador de centelleo.

Se encontrd una proliferacidn linfocitica en los GLM=s con
el FA, gue fué¢ proporcional a la concentracion; siendo maizima
a 10 wuvug de proteina, con dosis superiores el efecto
mitogénico disminuyd.

lLa respuesta pbservada en las células de GLMs al FA fue
diferente de la estimulacidn proliferativa observada en estas
c#lulas al utilizar concanavalina A (Con A} en cuante a su
cinetica proliferativa y dosis de estimulacidn dptima.

El ET fuéd mitogénico para linvtocitos de OGlMs vy  bazo,
teniendo mayor actividad sobre linfocitos de GLMs. Sin
embarqo el efecto mitogénico se observd solo con una dosis de
100 ug de proteina del extrato total, las fracciones P—-15 vy
el FM también tuvieron un efecto mitogenico para ambos tipos
de linforitos con dosis de S50 ¥y 75 ug. La fracccion 5-15 no
tuvo efecto estimulatorio ni en linfocitos de GLMs y baze.

Se ha sugerido gue la actividad mitogénica encontrada en

extratos solubles de . ijistclviica conduce a un estado de
inmunosupressidn, debido a la actividad inespeclfica

policlonal de linfocitos, que altera el equilibrio celular a
nivel intestinal,



SUMMARY

Diverse invertigators have demostratoed a mitowenic of amebic
extracts on circulating lymphocytes tn humans and the spleen
of mice it has been considered as a mechanism to evade the
immunity responde; considering the importance of the lymphoid

tissue associated to the intestine tn amebiasis, the
objective of this work was to evatuate the mt togenic
activity of different amebic fractions on l1vmphocytes of

mesenteric lymph nodes utilizing the wmethed of blastold
transformation by the incorporation ot H-Tdre.

Materials and Methods

12 week female mice were utilized 1n  all experiments the

lymphocytes of mesenteric lymoh rnodesd were obtained
according to the described method, the foliowing arebic
fractions were studied: amebic filtrate (FAY nbtained
according to the described methoag. total amebic eaxtrace
amebic (ET) and the P-195, 3—1959. FN fractions 1n accordance to
the reported proceduce and forr the evaluatrion of the

mitogenic activity of the different fractions the micromethod
of blastoid transformation was utilized.

Results

Comparison of mitagenic activity of different amebic
fractions on lymphocytes from mesenteric lymph and spleen of
mice.

ug protein/100 ul Lymphocytes
Maximum stimulatiaon Stimulation
index {(5.1)
M. L.N. Spleen
Con A (Control positive) S - 3% F.7 [g8. 2=
Amebic Filtrate 10 172.48 Not daone
P-13 Fraction 50 541.14 558,32
5-13 Fraction S0 2.U3 2.14
F-N Fraction S0 a4.58 T6.28
Total extract (ET) 103 575.59 242,05

c.p.m of lymphocvtes stimulated with amebic fraction
5.1

c.p.m lymphocvtes without stimulus

IN each experiment 8 mice were utilized and each testing
was by triplicate.

Results demostrate mitogenic activity in different amebis
fractionsy; we still lack the definition of composition and
localization of the mitogenic proteins and to study if such
activity is shared by the different amehic stains, the
described methodology will permit to evaluate in the near
future the local cellular immunitary resiponde against this
parasite.
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1. INTRODUCCIONM.

A. ANTECEDENTES DE [Tnteamaet o pistolyjica.

La amibiasis invasora es un problema de salud grave a nivel
mundial en México, China, la porcidn Oriental de America del
Sur, en todo el 3Bureste Asidtico y 1la India. Las
investigaciones epidemiolagicas Han revelado que la
frecuencia de 1la amibiasis es de 5.9 2 en rnuestro pals.
Siendo una de las areas geograficas mads afectadas por la
enfermedad (1).

La amibiasis es la infecccidn del hombre causada por el
parasito protozoario intestinal Lulosoen,. higoolvibica (E.
hielolybimal., Esta especie puede vivir como comensal en 1la
luz del intestino grueso {amibiasis luminall, peroc puede
invadir la mucosa intestinal produciendo disenteria vy por
diseminacidn sanguinea puede causar lesiones
extraintestinales, particularmente , en el higada (amibiasis
extraintestinal}. Es una de las infecciones mas frecuentes en
el hombre, se ha estimado que el 10 Y% de la poblacidén mundial
es afectadada (2, 3).

La clasificacidn tasondmica maés actualizada de 1a amiba
fue dada en 1980 por el Comité Sobre Sistemadtica y Evaluacidn
de la Sociedad de Protozoalogos y s la siguiente (4,5):

Subreino Protozoos

FPhy lum Sarcomastigophora
Subphylum Sarcodina
Superclase Rhizupoda
Clase Lobosea
Subclase Bymnamoebia
Orden Amoebida
Suborden Tubulina
Familia ‘Entamoebidae
Género Entamoegba
Especie F., histoivtica.

Los ‘trofozoltos, o forma activa, miden de 10 a 60 micras
{um}? de didmetro, su nilcleo es excéntrico, que suele
reconocerse como un anillo granuloso fino en las amibas sin
teflir., Los quistes miden de 5 a 20 um y, dependienda de su
madurez, tienen de 1 a 4 nlcleos (4&).

fut



t.— BIOLOGIA CELULAR DEL TROFOZOITO.

El trofozoito es la forma movil de &, pe=nes o1, 25  una
ctrlula dindmica vy pleomdrfica, cuya forma y motilidad son
extremadamente sensibles a los cambios fisico—quimicos.
La variacion local de pH, osmolaridad
potencial redox pueden alterar la forma y motilidad de la
célula. El1 enfriamiento a menos de 37 C resulta en un
progtesivo "retardamiento" de su motilidad, las amibas se

vuelven esféricas y se separan de la superficie mientras que
aquellas que forman grumes tienden a disgregarse.

E1 ciclo vital de este parasito ya se ha caracteric-ado
completamente y s& inicia paor la ingestidan de quistes

presentes en alimentos o bebidas, seguida de la
desenquistacidn en el intestino delgado (ileon). La &,
misrolvti-a g2 multiplica por un proceso de divisidn

Binaria, después de algunas divisiones la motilidad de las
amibas disminuye vy los organismos muestran menos pseuddpodaos,
se hacen redondas y mas pequeflas, con pérdida del material en
su citoplasma. Este estadio se llama pregquiste, y es seguida
por la secrecidn de una membrana gruesa y
dos o tres divisiones adicionales del ndcleo, transformandose
en quiste nuevamente, el citoplasma se divide tantas veces

coma existan nucleos; este estadlio s2 1llama metaguiste. Las
amibas pequeflas llegan a la luz intestinal, aumentando de
tamaflo y se vuelven trofozoitos, completando el ciclo
bioldgico (7). E1l contenido citoplasmico 56 divide
clidsicamente en dos porciones; una ona externa, o
ectoplasma, que es mas clara y qgue da lugar a los

pseuddpodos, y una zona interna, o endoplasma, granular y ton
muchas vacuolas. El nucleo ocupa aproximadamente una quinta

parte del volumen celular y aparece como una esfera
central rodeada de uwna membtana
delgada, con cromatina granpular dispuesta en masas
irregulares. La superficie de las amibas {trofozoltos)

contiene una membrana plasmatica, con la clasica apariencia
trilaminar, pero mas gruesa que las membramnas plasmaticas de
mami ferns (8).

La actividad dindmica v el pleomorfismo de los trofozoiltos
estdn basadaos en una conTiguracion citoplasmdtica mas facil
de definir por sus Carencias gque por sus sSemejanzas, en
comparacidn a las ceélulas eucaridgticas tipicas. Asi, ias
amibas no tienen citoesqueleto estructurado (ni
microfilamentos y micretdbuleos); no disponen tampoco de un

[N]



sistema  membranal equivalente al complejo de Bolgli y al
reticulo endoplasmico; no se observan mitocondrias en  las
amibas vy, finalmente, éstas carecen de un sistema de
lispsomas primario y secundaria (5,6,9).

En el nivel ultraestructural, el citouesqueleto de ceélulas
eucarioticas estda compuesto de tres diferentes componentes
fibrilares citoplasmicos que estan involucrados en el
movimiento celular y soporte: 1)1os microfilamentos que estan
formados de actina, con un diametro promedio de 4—8 nm; 2)
los microtubulos que contienen tubulina, con un didmetro de
20~-23 nmj 3) y las filamentos intermedios, compuestos de
vimentina y citoqueratinas, que tiene un grosor de 10 nm. Sin
embargo sa sabe muy poco sobre la organizacion
estructural y taracteristicas bioguimicas del citoesquelieto
en iz hisztoivti1cs . Aunque los microfilamentos y microtdbulos
son considerados como los componentes universales de  las
células eucaridticas, no hay una evidencia clara de estas

estructuras en L. hai=tol-rrea (9, 102,

Ciertos proaductos amibianos san liberados dentro del
ambiente extracelular, que daffan al tejidg epitelial blanca,
y epzimas que TFfacgilitan la invacidn de tejidos por el
parasito. Estas sustancias son canalitcadas por medio de
compartimientos uwnidas en la membrana a traveées de la

superficie celular.

La membrana plasmastica de e AR RN R A es de
aproaximadamente 10 nm de grosor y muestra la estructura o
la apariencia clasica reportada para otras membranass
biologicas en cortes perpendiculares. Esta membrana es mas
gruesa gue la membrana plasmatica de las celulas de
mam{ feros, muchas de las cuales miden aproximadamente B nm.
La membrana plasmatica de los trofozolitos de 2. nis=awplolrea
cul tivados estdn rodeada por una cubierta superficial
demostrable por el uso de reactivos citoquimicos que
incrementan la densidad electronica de membranas que
contienen carbohidratos, como el rojo de rutenio o a=zul de
aleiano. La cubierta superficial es de interés debido a que
contiene algunas de las proteinas amibianas reconocidas como
extraflas por el sistema inmunitario del huésped durante el
establecimienta de la amibiasis invasiva. Ademas, la accidn
patogénica de las amibas puede depender del contacto directo
con las celulas huésped, y la virulencia de las amibas, puede
estar relacionada con la composicidn y propiedades de los
componentes de la cubierta de superficie (11,12).



La cubierta superficial de . giaral r: 5 esta formada
por filamentos cortos, de &-10 nm de longitud, uniformemente
distribuidos sobre la superficie celular. De la misma manera
puede contener residuos de manosa o glucosa los cuales
muestran afinidad por la lectina concanavalina {(Con A) con
una interaccion por estos atdcares (13). Como resultadeo de la
unidn con los ligandos especificos, los componentes de
ia superficie se acumulan sabre el uroide y posteriormente
san eliminados bacia ei medio. Adn en ausencia de ligandos
aespec ficos existe un  despredimiento continuo de los
companentes de superficie en trofozaltos de . br-=tor 1.
con movimiento activo. Este mecanismo de desprendimiento de
los componentes de superficie puede tambieén ser de interés
cuando se evaluan los medios de evasi1on de la respuesta
inmunitaria {(14).

l.os estudios de microscopla electrdnica han mostrado

variaciones en el grosar de la cubierta superficial de los
trofozoitos de E. nystiot  v.cn dependiendo del origen de las
amibas. La cubierta superficial ha mostrado ser mas

praminente en las formas invasivas de amibas obtenidads de
iesiones coldnicas y de abscesos hepaticos (15). De acuerdo a
Lushbaugh y HMiller, 1la cubierta superficial de amibas
cul tivadas monoxénicamente o de lesiocnes intestinales son de
cerca de dos veces mds gruesa gue las células anénicas. Se
han corroborado estas observacionegs midiendo el grosor de  la
cubierta superficial de las amibas obtenidas de la cepa HM1-
IMSS cultivadas bajo condiciones anénicas y monoiiénicas (la).

De 1los mas de 100 monosacaridos diferentes que se
encuentran en la Naturaleza sdlo algunos forman parte de las
glicoproteinas y de los glucolipidos de la membrana. Los
principales son la galactaosa, la manosa, la fructosa, la
glucesamina, la glucpsa y el dcido sidlico. Tanta la
complejidad de algunos oligosacdridos de las glucoproteinas vy
de los glucolipidos de la membrana plasmatica, como  su
posicidn scobre 1la superficie celular, sugieren que pueden
desempefar un papel impartante en los procesos de
recanomiento entre célula y celula. Algunas ¢é&lulas tienen
proteinas de superficie que se unen a ciertos oligosacaridos;

tedricamente estas lectinas podrian reconacer otros
oligosacaricos de la superficie de otras ce&lulas (17). Muchas
células eucarioticas contienen acido asialico {acido

neuraminice) como wio de los componentes significativos de su
cubierta superficial. Este carbohidrato parece estar ausente
en la superficie de £. jctnivtics ya que el fierro coloidal




que sg une a pH bajo no se modifica por ipcubac:aon con ia
neuraminidasa (18).

La cubierta superficial de ciertas cepas de =. fieing . ¢t -
de baja virulencia puesden marcarse con ferritina cationica a
un pH neutro. Estas cepas tienen una carga electronica global
negativa en la cubierta superficial, demastrable por
microelectroforesis. S5in embargo, las tepas virulentas de .
sistnivtica no tienen esta movilidad electrotordédtica a un pH
nedtro v no unen ferritina catidnica bajo estas rondicliones.
Se desconoce las bhases quimicas para estas diferencias en  1la
electrocinética de amibas virulentas y no virulentas (19).

2. LA MEMBRANA PLASHMATICA.

La membrana plasmatica de 5. bhizteilotjca ha sido estudiada
por el método de congelamiento—fractura que permite la
visualizacidn de componentes localicades en la regidn media o
hidrofdbica de la reqitn de la membrana. Asi como en otras
celulas eucaridticas, la parte interna de 1la memberana
plasmatica, o cara P, gue estd en contacto con el ectoplasma
estd cubierto por una poblacidn abundante y heterogénea de
particulas de membrana, muchas de las cuales parecen
proteinas integrales. En comparacisén con la cara
complementaria E que ocupa el lado externo de ta membrana
Plasmatica, tiene una poblacidn menos abundante de particulas
de membrana. Ninguna distribucion especializada de particulas

de membrana se encuentran en . hi-unic w1 55 por lo  tanto,
las regiones que contienen canales micropirnociticos y

pseuddpoados no muestran modificaciones en términos de  la
disposicidn de particulas de membrana. Una caracteristica
remarcable de la morfologla estudiada por congelamiento-—
fractura de trofozoitos de F. nicrolvti-a es la presencia de
dreas con una densidad alta de particulas de membrana-. Estas
r'egicmes enrique:idas por par‘ticulas tienen un contornoc
irregular y sus dimensiones mas grandes alcanzan .5 nm. lLas

imdgenes de fusidn de membrana entre las vacuolas
citoplasmaticas de membranas plasmaticas durante la
exocitosis son frecuentemente pbtenidas de . LRI R it T
Las regioneas de endocitosis a travées de 1a micra a
macropinocitosis también carecen de una distribucisn

especializada de particulas de membrana (&6). Es probable que
los avances futuros en el conocimiento de la composiciop
quimica de los componentes de membrana de E. bhistolvrica  den



una mayor identificacion posible de las especies moleculares
especificas de proteinas en términos de una poblacion dada de
particul as de membrana vistas por el método de congelamiento-

fractura ( &6, 7 ).
3. FORMACION DE CASQUETE {(CAPPING).

Se han observado en ciertas células, la presencia de
manchas o agrupaciones debidas a la interaccidn de un ndamero
importante de ligandos. bLos determinantes de superficie que
sB ies une ciertas sustancias tales como lectinas,
anticuerpos y ferritina catidnica, los cuales se caombinan con
los determinantes de superficie del trofozofto (12).

Las sugerencias del fendmeno de formacidn de casquete
puede ser un mecanismo poderoso para la remocion de Ac sobre
la superficie de E. himtnlvtica, lo que ha sido reforzado por
los resul tados de Aust—-Kettis y Soundqgvist (20). Sin embargo,
estos autores informan que una doble capa de Ac era necesaria
para inducir la cubierta de superficie. Calderon v col
(21) demostraron que la formacidn del casguete era posible
con wna sola capa de Ac contra L. bistolsbica usando
cancentraciones mas altas de inmunoglobul inas. La
segregacitn de areas de la superficie de E, histolvtica se
acompafia por un plogamiento extensivo de la membrana, seguida
por la liberacidn posterior de la region invaginada de la
membrana. Es probable que la redistribucion de 1los Ac de
superficie de la membrana y su liberacion subsecuente de 1la
cubierta sea por medio de un anillo de constriccitn que es
regulada poar microfilamentos de actina gque se acumula en  1la
regiodn uroide de la amiba.

4. DESPRENDIMIENTO.

La naturaleza diné&mica de la superficie celular de E.
histolytica nNno solo es reflejada por la movilizacidon rdpida
de los Ac después de que se unen a los Ag de superficie a
través de la cubierta, sino también a lIa liberacidn constante
de moléculas de superficie dentro del ambiente extracelular
que podrian eventualmente interferir con la mediacidn
efectiva de la inmunidad celular contra protozoarios

invasivos.




El proceso de desprendimiento de mol#sculas en amibas puede
ser similar al que presentan los protozoarios ciliados tales
como Tetrahymena y FParamecium (o). Los experimentos con
marcadores realizados con o claneseng: s e { e han
indicado gque el malerial de cubierta superficial es un
precursor del microeisudado. En el caso de . i tobvive o, la
naturaleza del microexsudado no se conoce, pero la posibilidad
de que contenga material antigénico soluble, sugiere el
estudin de los antligenos asociados a la membrana ( 2, 22 ).

B. FACTDRES DE VIRULEMNCIA DEL PARASITO.

tLos factores que determinan la vairulencia del parasito
intestimnal L. ittt b Lo ¥ Su cambio de comensal inocuc &
una invasidn agresiva estd aun sin determinar (23) . El
desarrollo de un métodog de cultivo axenico 33 1. de .
histolvtica ba facilitada el estudio de muchos aspectos sobre
la virulecia de la amiba en ausencia de otros microorganismos
con el que el trofozeito usualmente se asocia (24). Con  las
cultives axénicos de trofozoltes de .. oy Pt o ¢ aislados
de pacienies con anibiasis se ha relacionado el grato de

virulercia por varios criterios: a)b Farmacidn de absceso
hepatico en hamster, b) Destruccidn de células de mamiferaos
en cultivao, (-] Eritrofagocitosis, ¥ d) Substancias

enterotdxicas solubles presentes en sus cultivos.

Varias investigadores han observado gue la virulencia de
la amiba disminuye en cultivos axénicos prolongados, y se
incrementa cuando los troforoitos son inoculados en hamster y
s2 reaislan del higado, o con la reasociacion con bacterias
(25, 26).

Por otro lado, la sabrevivencia de trefozoitos de (.
hicstolvbica en el hombre ha sido caracterizada por:

1Y La naturaleza del huésped.
2) Los factores que determinen la virulencia de la cepa.

3) La existencia de una respuesta inmunitaria especifica
activa.

Dentrao de los factores del huésped que pueden influir
sobre la infeccion son:



1) El estado nutricional y hormonal-
2) El estado inmunitario humoral v celular del individuo

« 5, 27 ).

Jarumilinta y Kradolfer dan evidencia de una actividad de
E. histreliics gue afecta & los leucocitos de varias especies
comoe el hombre, borrego, tonejo, pollo, cerda, hamster, rata
y traton. Se comenta que ese dafioc es debido a una enzima del
propio troforoito ¥y que puede ser responsable de la
degranulacian Y la lisis intracelular, aungue
no se ha identificado bhioquimicamente a esta encima (28). S5in
embargo, la capacidad destructora de la amiba no puede ser
adscrita a una simple proteina, toxina, enzima, organelec o
funcidn celular (29} .

lLas condiciones que conducen a la resoclucidn de 1la
enfermedad son multifactoriales vy probablemente estén
relacionadas con un balance entre los mecanismos patogénicos
del trofozoito y los mecanismos de defensa del huédésped, tanto
inmunes como no inmunes. No se han establecido cuales
mecanismos del huésped humano son los  responsables para
limitar la invasion por la amiba o dar inmunidad.

Se ha mencionado que la i, n::tal.lic. posiblemente induce
inmunosupresidn poy dos mecanismos:

1} Por 1la actividad citopategénica v fagoclitica de los
trofozoltos gque lleva a una eliminacidan de celulas
inmunes.

2} La produccidn de factores solubles amibianos gque afectan

preferencialmente células T provocandc un agotamiento en
las celulas precursoras ( 30 ).,

En forma resumida en la tabla No. 1 se presentan los
posiblesz factores de patogenicidad de la amiba.



TABLA 1. POSIBLES FACTORES EN LA FATOGENICIDAD DE LA AMIEBA.

Marcadores

Mecanismos

Agresivos

Unidos a la Membrana

Solubles

Produccitdn de absceso
hepdtico en hamsters.

Aglutinacidn con Con——
canavalina A.

Adherencia a células
epiteliales y gldbulas
rojos.

ragocitosis de celulas
epiteliales y gldbulos
rojos.

Tipos de zimademo

Lisosomas de superfi-

cie.

Colagenasa.

Canales idnicos protei—
cos o ameboporo.

B-N-acetil
glucosamini-
dasa.

Factor inhi-
bitorio de -
la quimiota-—
Hla.

Citotoxinas
intracelula—
res.

r, vI, vIIi, x, xI,

XII, XIV, XIX y XX.

Martinez—-Palomo (12848) , Amebiasis Human Parasite Disease,
Chapter 2, Elsevieu Amsterdam, lst. p 42 (?).

La inoculacion
da como

que cepas
producir lesignes (

La amiba es capaz de fagocitar gran
grinulos de
esferas de poliestireno y eritreocitos ( 2,

particulado como

protozoarios,

resul tado un gran numero de abscesos
obtenidas de portadores sanos
22 ).

son

almiddn,

variedad
bacterias,

intrahepdtica de cepas patégenas a hamsters
(31,
incapaces

mientras
1~

de material
varios
2, & ).



Cuando eritrocitos humanos y troforoltos son puestos a
interactuar, un nimero considerable de glabulos rojos se unen
a la superficie de la amiba y se agbserva claramente una
aglutinacidn (23 ). Fosteriormente se lleva a cabo la
fagocitosis, la cual aumenta con la patogenicidad de la cepa
amibtiana (4). Se ha observado también, gue la susceptibilidad
de -, histriv©i:7 a ser aglutinada por la lectina vegetal Con

A es mayor en cepas patdgenas (1%7).

C. INMUNOLOGIA DE LA AMIBIASIS.
1. MARCO DE REFERENCIA.

En la mayoria de los individuos afectados con |
hfistmivtica, este parAdsito se comporta como comensal. Sin
embargp a un porcentaje bajo de individuos les provoca la
enfermdad {( 1 ), por la invasion de la mucosa coldnicaj
resultando en una colitis y en ocasiones una diseminacidn al
higado, 1lo que provoca un absceso hepdtico; siendo también
posible una enfermedad pleural, pericarditis, peritonitis o
fistulas cutdneas, que puede ser una consecuencia del absceso
hepatico o perforaciones intestinales.

Existe cantroversia acerca del desarrollo de una inmunidad
protectora en humanos, después de wna infeccidn amibiana
invasara. Los estudios de portadores amibianas asintomaticaos
demuestran up  aumentn en ta prevalepncia g amihas  ep las
heces conforme al pasn fde la edad, o fque Indica  uwRa
deficigncia nmune 20 la eliminpacidan de lps parasibos

Far ntra lado, se ha reporbado gue apnbinenas admimisirados
par wvia opal en apimales de labaoratorio, inducen tia
tolerancia , mEn una cancomitante dismingci1on de la respuesta
inmune celular y humaoral (Z4)., 82 ha obsearvado aque  lps
portadores asintomdticos apargntaementse na pnsaen Lna
poblacidn de linfocitns que respondan a antlgenas  amihianas
en individuos con amibiasis intesiipal, §Sin ambargo, en
pacientas cen  absceso hepaticn 51 existe una respuesta  de
linfocitps a antigenas amibiapos (35).

La malnutricidon provoca un estadg de inmupedericieneia, y
ha sido asociado con la amihiasis sintomd4tica, v el
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absceso hepatico (37, 3&).

En un estudio seroepidemioldgico, 21 81 % de los pacientes
con amibiasis coldnica invasiva o con  absceso hepatico
amibiano presentaron titulcs importantes de 1g6 de ia

subclase 1 circulantes contera & i bri- T ta (37).

La proteccion conferida a hamsters inmunizados con
diferentes preparaciones antigenicas amibianas no ha sido
pocsitivamente correlacionado con la respuesta de Ac en  suero
(38).

Desde nace mucho se reconoce la aparicidn de una reaccidn
de bhipersensibilidad cutdanea contra infecciones amibianas
experimentales como um Indice de la reaccidn  inmuni taria
mediada por células. Aunque las reacciones intradérmicas a
dantigenos amibianos auénicos han sido generalmente negatives
durante la fase inicial del absceso hepdtico amibiano. Los
resultados negativos pueden ser atribuideos a una disminucidn
de iinfocitos T circulantes. Las pruebas para la inhibicidn
de la migracion de los macrifagos tambien han sido negativaoas
durante los estades iniciraies del absceso hepatico amibiano
tarrto en humancs comc en hamesters,. La avsencia de  inmunidad
celular en etapas terpranaz de la amibiasis, y su precencla
durante las dltimas etapes, sugieren un estadao pasajero
andrgico, como ha sides descrito en otros tipos de infecciones
(59, 40}).

2. RESPUEETA INMUMITARIA HUMORAL.

=n pacientes con avusceso hepatico  amibiano =]=] ha
demostrado la presencia de IgB6 circulante contia [
Py e d e Ay, Generalmente, lgs individueos con  infecciones
asintematicas (presumiblemznta colonizacion intestinal)

desarrollan una baija respuesta de anticuerpos (Act, gue ia
sido aceptado como un indicio de una invasidn antes de la
sintonatologia de la enfermedad invasiva. Los t{itulos altos
de Ac séricas ecstan asepciados con 21 iniciuv de la enfermedad
invasiwva. La amibiasis intestinal invasivae puede ocurrir en
presencia de altos titulos de Ac. Varios estudios han

demastrado el desarreclio do coproanticuerpos de la clase IgA
en la amibiasis intestinal; asl también se ha demostrado 1la
prasencia de Ac de l& clase IghA en bilis de ratas i1nmoculadas
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contra antligenos de . :.istol-oriae o (41),

La caracterizacion de la respuesta  inmupitaria humoral
puede facilitar el diagnidstico de la amibiasis i1nvasara al
cuantificar los Ac en la circulacidn de los pacientes con
sintomatologla sugestiva de este padecimiento, asl camo la
realirzacidn de estudios seroepidemioldgicos. Se ha reportado
la persistencia de Ac contra 3., Lot ot--1 -3 en individuos,
varios meses despuds de la erradicacidn del parasito, lo qgue
ha limi tado la utilizacion de este procedimienta como  un
indice de infecciones amibianas. En base en lo anterior. =25
preferible el empleoc de métodos inmunpldgicos para el disefio
de pruebas en la identifivacion de Ags amibianos en heces.

LLa respuesta inmunitaria humaral ha sido identificada por
la presencia de Ac circulantes, que son generalmente
detectados unas semanas despues de la infeccion experimental
en hamsters. Muchos de los Ac se encuentran en la fraccidn de

IgG aparentemente de la subelase 2. 5in embargo, e
probable que 1las antigenos amibianos circulantes esten
presentes durante alguna fase de la amibiasis invasiva, los
complejos Ag-Ac  circulantes no se han encontrado, en

pacientes con absceso hepdtico amibiano (42).

Dado el desarrollo de los Ac circulantes en Ia
amibiasis 1nvasiwva. la genoracidn de complejos inmunes
splubles pueden ser tmportantes en la patogénesis. Sin
embargo, las manifestaciones de los comple jos inmunes,
relacicnando a la enfermedad han sido generalmente ausentes
=13 amibiasis, de acuerdo a la demostracion de los

camplejos inmunes en algunos sueros {(43).

Estudios previos han demostrado que los anticuerpos
policlonales ceontra trofozoltos intactos de Entamopeba, se
unen a la superficie celular, y que son ocasionalmente
liberados o ingeridos. Sin  embargo, el reconocimiento
malecular no ha sido bien caractericzado, y tampoco 21 papel
que tiene en los mecanismos citotdixicos contra este parasito
(44).

3. RESFUESTA IMMUNITARIA CELULAR.
Neutrofilos Polimorfonucleares (N.P) y Macrofagos (MO).

Guerrant y col demostraron gue una cepa axénica de i
histolvrica altera la viabilidad de los neutrdfilos humanos a
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través de un contacto dependiente e i1ndependiente del suero,
sin peérdida de viabilidad amibiana. Los neutrofijos son
capaces de matar a tepas poco virulentas de amibas como  la=
cepas NIH:303 y MNIH:20G vy a la cepa Larega de ~.
lLa susceptibilidad de los N.P. hacia diferentes
cepas de amibas en condiciones ;.1 rio 52 ha asocliado con 1o
actividad de lectina, la cual =25 1nhibida por la N-acetiri-D-—
galactosamina {GalNac) . Asi 58 ha demostrado
experimentalmente que (O mg/ml e GalWAc inhibe la muerte de
los N.P. por amibas anénicas virulentas de la cepa HMI-IMSS vy
permite a los N.F. eliminar a las amibas (45, 46).

Tramuim ) 17T,

Les estudios por Steern y col  en un amodelo de  ratones
desnudos con abscesn hepaticag amibiano dan wna  elevada
importancia al macridfago (MO) como la celula critica efectora
del huésped . Los MO derivados de loas monocitos activados
con Con A o PHA liberan una linfocina que afecta a los
trofozoltos de (. pisteol.-ticn causandoles la muerte alrededor
de 18 h después de las incubacidn. La muerte del trofozoito
ocurre a una razon de MO:amiba de 1Oz, condicidn gque es
requerida en celulas tumorales. Los mecanismos onidativos de
los MO son requeridos para la lisis de las amibas. Asiminmo,
los MO de calostro humano al incubatrlos con trofozoltos de (.
d1etinl o tieca afectan la wviabilidad y  adherencia de estos

dltimos (47).

Sin embargo, ha resultado evidente que tales mecanismos
dependen de la resistencia o susceptibilidad genetica del
huésped hacia la infeccidén amibiana y es probable gue esta
resistencia natural este ligada coh la funcidn o actividad de
los MO, lIo que se ha observado en al absceso hepdatico
amibianoc en hamsters; sugiriendo que estas células puesden

dar proteccidn contra . jlisnod ot

Los modelos euperimentales han indicado la importancia de
mecanismos inmunes mediados por células en la amibiasis

los
intestinal y en el abscrso hepatico amibiano. Ghadirian vy
col al estudiar al hamster como modelo de la amibiasis,

encontraran gque los procedimientos que deprimen la thmunidad
mediada por células tales como el tratamiento con esteroides,
timectamia neonatal, esplenectaomlia, radiacidn, terapia con
sflica gel vy globulinas antimacrdfagos y antilinfocitos,

tienen como resultado un incremento en {a formacion del

abstceso hepatico amibiano (48).

La respuasta inmunitaria mediada por células en amibiasis ha
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sido estudiada i1n .1vo mediante la prueba de hipersensibilidad
de tipo retardado. Los estudios 10 yilro se han orientado

hacia 1a deteccitdin de factores mitogénicos y al factor

inhibitorio de migracidn (MIF). Los resultados tempranos

obtenidos de invecciones intradérmicas de antliagenos amibianos

{Agam} no muestran una clara correlacitn con los hallazgos

seroldgicos (4%). Esta discrepancia puede ser debida a las

variaciones de los antigenos usados ¥y a las diferencias en el

tiempo de ia interpretacidn de las reacciones cutaneas.

LLa tasa de transformacitn linfocitica inducida por Con A
en linfocitos de pacientes con absceso hepaticeo amibiano no
muestra diferencias significativas con respecto a los de
individuos normales (11).

Los experimentos realizados por kK. Chadee y E. Meerovitch
han demostrado gque el efecto citotdxico sobre trofozoltos de

E. ystolvbic s producido por las celulas de exudado
peritaoneal {PECs) y cé&lulas linfoides de ganglios
mesentéricos obtenidos de gerbos (e ones cogu ijatus ) con
amibtasis intestinal fue diferente en cada etapa de la
infeccidn. Esto indica gue las células linfoides son
estimuladas de una manera diferente o que existe una

eliminacidn de células citotédxicas gue puede ocurrir en el
tejida linfoide durante la infeccion (S0).

Knight opina gue las enfermedades amibianas son praoducidas
por una fase transitoria de inmunosupresién. Se ha
demostrado que la infeccidn amibiana primaria del intestino a
nivel clinico o subclinico suele estar relacionado con cierto
grado de supresidn de la respuesta inmunitaria (29 ). Esta
observacidn supiere el secuestro de las células reactivas al
antigeno en e}l tejido linfoide gue puede contribuir a un
decremento correlacionado al estado inmune del huésped.

Estudios de sensibilidad celular a antigenos amibianos en
el hombre han estado limitados por dos grandes razones: una
ha sido la sensibilidad de los linfacitos de pacientes con
abscesog hepatico al Ag amibiano v ta otra a un posible efecto
mitogénico de Ag amibianos en microcultivos.

La disminuciéen en el nimero y funcidn de linfocitos T en
el absceso hepatico amibiano ha sido repartadoc (29).

l.a baja respuesta blastogénica a mitogeénos y a Agam en
pacientes con absceso hepaAtico amibiano ¥ disenteria amibiana
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puede ser debido a la infeccidn
asociada a un estado de malnutricidn, a la compeltencia de

Ppor Ac ¥y a la sensibilidad especifica linfocitica
mratwl.tica (Ver figura 2).

Frotelna Amibiana

Macrofagos
N
Linfocitos T Sensibiliczados
cD
{T) SBupresores-citotdiicos Limfocitos T CD
g citotdxicos (T)
cD a8
{T) Ayudadores—inducdtores
4 (cooperadores)
Blastogenesis
.
Linfocinas
(IFN=-))
AMmibas
(Trofozoitos)
N

Activacidn de Macrdfagos

Figura 2. Inteqracion de las vias aferentes y eferentes de
la inmunidad mediada por células en amibiasis invasiva (29).
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D. LECTIMNAS AMIBINNAS.

Se ha demostrado gque la adherencia de . Pera o o al
epitelio coldnico y a las célulias 1nflamatorias del huesped
permite el establecimiento y desarvollo de la enfermedad;
debido, a4 que mediante este mecanismo se desencadenan  sus
actividades citaolitica vy fagocitica, dando como resultado la
destruccion de las barreras de la mucosa intestinal y la
invasion a los tejidos (31, 32).

Farece ser gque la adherencia de la amiba a las celulas

blanco estd mediada por uma protelna que se une a carbohidratos

(lectinal. Lo anterior se ha concluido de observaciones en
mode ] os Ln vLira, donde se ha estudiado la interacci16n de
amibas axénicas con cultivao de células epiteliales. De estos
estudios se ban descrito tres pasos secuenciales en la
interaccidn de la amiba con las células blancoa: adherencia,
citdlisis extracelular y fagocitosgis. Otros investigadores
han reportado citdlisis dependiente deel contacto de células
de cultivo de tejidos con la amibaj la amiba también destruye
neutrdfilaos humanos, via evento contacto dependiente (44).

La adherencia o actividad aglutinante se ha observadao
tanto en trofo-oitos enteros (adhesinas) como en extractos de
ellos (lectinas). También se ha encontrado gque esta
actividad puede ser bloqueada con azucares especificos que se
urren a los sitios receptores de la protelina, imhibiendo el

efecto citopatico.

Se ha wvisto que los oligosacdridos de N-acet:l1-D-
glucosamina (GleNAc) inhaiben la adherencia de las cepas HHMl-
IMSS, HM3I-IMSSE y HK-? a células epiteliales (epitelia

intestinal de cobayo ¥y linea MDCK). Las tres cepas de
diferente virulencia mostraron semejante eficiencia en la

adhesidédn (53).

La adherencia de les trofozoftos HMI-IMNSS y HE-? a
monocapas de la linea ecelular Henle 407 es inhibida por
glucocon jugados que contienen GlcNAC, tales camo
peptidoglicdnas bacteriano, quitina e IgA (54).

t.a adhesidn de la cepa HMI-IMS55 a cé¢lulas de ovario de
hamster chino {(ceélulas CHO) y a eritrocitos humanos (grupo
0l es irthibida especificamente por MN-acetil-D~galactosamina
(GalNAc) y en menor grado por la galactosa (Gal) (55).
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La adherencia de las bacteri1as opsontzadas SR IR
owen@n Yy il e s s e, - - o A los trofocoltos de la cepa
200-NIH  fue marcadamente inhibida por 1 glucoconjugado
que contiene GlcNAc, como peptidoglican ¥y oligasaridos de
quitina, tan bien coma por GalNAc (546).

Dtra investigacidgn. muestra la inhibicidn de la adherencia
de las cepas EGU—NIH, HK-® v HM1—-IMSS hacia i~ - =1 - & - o

0SS vy PR ERITES ST VA T 050 par galactosa, lactosa,
GalNAC, tamblén camo por asialofetuina y el lipopolisacaridaos
de E. <ol 059 (57).

La adherencia de los troforolitos de H. [-<-i0 - a
células blanco se ha estudiado wtilizando anticuerpaos
monoclonales y mutantes del parasito deficientes en la
adhesidn con el fin de localizar = identificar ios
determinantes antigénicos de superficie involucrados en este
mecanismo ¥y en la patogenicidad. De ez=ta manera se bha
encantrade una adhesina de aproximadamente 112 KDa, El
recubrimiento especifico de esta proteina con anticuerpos
monac lonales {AcMs) Adh-—1 y  Adh-2 inhibid la adhesidn,
fagocitosis vy el efecto citopatico de los trofozoltos sobre
las monocapas de los cultivos celulares (S8).

Es posible que otra u otras moléculas participen &n la

adherencia del trofozoito a las células blanco, ¥a  que
estudios previos han identificado dos actividades de lecctina
en . hrat-te - a. Una parece ser wuna protelna unida a la

membrana, YA que su o actividad ze ha gagmestrado n freccliones
de membrana. La otra estd lasamente unida a la membrana, y su
actividad fdcilmente se remueve con Nalll ©.15 M. La lectina
unida a la membrana tiene actividad hemaglutinante, y es
inhibida por oligosacaridos que contienen M-acetil—D-
glucosamina {GlcNAc) tales como citotriosa y quitina, tiene
un pH dgptimo de 5.7 y es sensible al calor y al atague
proteolitico., Esta lectina puede ser la responsable de la
adherencia de los trofozoitos a las ceélulas del epitelic del
intestino humano, asi como a los eritrocitos.

La lectina soluble media la adhesidn de laos trofozoltos a
las células de ovario de hamster chino y a la mucosa coldnica
del humano y de la rata, tiene un pH dptimo de 7.2 y se.
inhibe con N—acetil-D—galactosamina {GalNAc) y asialofetuina.
Se dice que esta lectina puede tener un papel importante en
la citdlisis mediada por contacto.
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En 1980 se purificd por cromatografia de afinidad con una
columna de guitina, una lectina procedente de eitractos
crudos de trofozolitos anénicos (HE-9, Z200-NIH y HMI-IMSS) y
moNOxeni1cos, capaz de aglutinar diferentes tipos de
eritrocitos sin gque esta actividad se correlacionara con la

virulencia de las cepas.

Con fracciones subceiul ares de Jla cepa HH-9, dos
terceras partes de la actividad hemaglutinante fude detectada
en el sobrenadante de 100 OO0 g 2 &40 min de un sontcade. Como
inhibidores de tal actividad se encontraron a un hi1trolizado
parcial de quitina y al trimeroc v tetrdmero de la GlcNAc

(59).

Can la cromatografia de filtracidgn en gel de un
sobrenadante de un sonicado amibiano se spcontrd una lectina
inhibida por GalNAc de 435,000 a 67,000 Da gue aglutina

celulas CHO, gldbulos rojos y polimorfonucleares (PMM)., La
virulencia 10 iten para células CHO @y para neutrofilos
humanos de las cuatro cepas probadas fué como sigue: HM1-
IMS5S> H30I-NIH= 200NIH> Laredo. La cepa HM1I-IMSS fué la que
tiene mayor sensibilidad a ser inhibida por GalNAc en  su
adherencia a estas células (S1).

Una proteina de 220 Kilodalton (KDa) con propiedades de
lectina fue aislada de un homegenizado de LK. pistolsbes.y HMI-
IMss, purificada por cromatografia en sefarosa aR v
electroelucian en geles de poliacrilamida con 3 % de dodecil
syl fato sddico {805 chservando nque contiene 9 % riea
carbohidratos, siendo rica en residugs hidrofobicos, inhibe
la adhesidn de los trofozoltos a cultivos celulares (MICK) y
aglutina eritrocitos humanos, dicha aglutinacion es inhibida
por oligosacaridos gque tontienen GlcNAc, tales como Acido
hialurdnico, guitina, citotriosa y por sus anticuerpos. Es
reconocida por anticuerpos dirigidos hacia la membrana por lo
que se sugiere que es un componente de lIa membrana plasmatica
y podria ser una de las moléculas #receptaoras#*  involucradas
en la adherencia de la célula (&0).

Recientemente, hay dos grupos de investigadores que han
demostrado gue los anticuerpos monoclonales obtenidos contra
trofozoltos Integros o sonicados se unerr especificamente a
una lectina que es inhibida por N-acetil-D-galactosamina o
una adhesina de superficie de 170 Kilodalton {(kDa) y que
particularmente i1inhibe la adherencia de los trofozoltos a las
céalulas. Esta lectina de 170 KDa es reconocida
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especificamente por los sueros de pacientes convalescientes
con absceso hepatico amibiano ( &1 ).

E. ACTIVIDAD MITOGENICA DE EXTRACTOS AMIBIANOS.

Los parasitos pueden evadir los mecanismos de defensa del
huesped de varias mangras, una de ellas es alteranoo el
sistema inmune del huesped. En el taso gue nos ccoupa 58 ha
demostrada que los extractas de ., - cv.:i . ca de las ce&pas

HK-2?, HM-1 y HM-Z contienen actividades mitogénico para
linfocitos de ba=zo murinos y para linfocitos de sangre
periferica de humanaos. Este principio witogénico, no es

dealizable y se encuentra en la fraccion no lipidica de los
extractros (42, 63 ). Los extractoas amibianas estimulan la
proliferacidn de linfocitos T de bazo murinos y linfocitos T
de sangre periferica de humanos, pero no inducen la
proliferacidn da= timocitos; debido probablemente a que la
subpoblacidn reactiva al extracto de £. —r1=zicivi:-a no esta
presente en la poblacion de timocitos.

Diamantstein también demuestra, gue las células de baco de
ratones desnudos nu/nu responden a los extractos - amibianos,
aunque aun no se& ha determinado si la respuesta de los
linfocitos T y de células no T a los extractos amibianps es
debida a diferentes principios mitogenicos presentes en  las
preparaciones crudas, o bien si diferentes subpuoblaciones

celulares responden a la misma entidad mitogénica. Estos
trabajos demuestran que =, 1. - a interactua con el
sistema inmunitario, actuando principalmente, pero nu

exclusivamente sobre linfocitos T (42).

Se ha sugerida que la alteraccidn observada de ia
respuesta  inmunitaria mediada por c&lulas, en pacientes que
sufren de amibiasis esta relacionada con la accién de ia
amiba sobre 1los liATocitos T (392). Lo anterior se deduce
de estudios hechos con linfocitos de pacientes con apscesoc
hepatico amibiano y con linfocitos de persohas sanas  los
cuales fueron probados por medio de transformacidn blastoide
con antigenos especificoes y con mitogénos (FHA), para valorar
tanto la inmunidad mediada por céalulas especifica como nNnoc
especifica, se encontrd que ambas estan deprimidas en la fase
aguda de 1a amibiasis invasiva (&44).

Es posible que durante la enfermedad activa una poblacidn

significativa de células T-Supresoras u otros factores
intrinsecos o eutrinsecos a los linfocitos sean responsables

19



de la supresidan de la transtormacion blastoide no especifica
( 65 }. Otros autaores reportan gque solo la tnmunidad celular
no especifica se encuentra deprimida, ya que e£llos abservan
una respuesta i1ncrementada especifica en la transtormacion
Blastoide en humanos inducida por el antigeno amibiano ( &5 )

Diamanststein ocbserva gue la respussta mitogénica inducida
par los extractos amibianos manifiesta diferencias con la
respuesta mitogenica a la Con Ay, la cual activa linfocitos 7T
e induce indirectamente, factores solubles liberados de
cédlulas T activadas, asl como la diferenciacidn policlonal de
linfocitos B a células plasmdticas ( 63 ). Por otro ladao los
extractos de 2. o tierria, a diferencia de la Con A
induce sSolo la pralearacldn de células T ¥ no tiene efecto
cobre la diferenciacidn de células B. Ademas, las respuestas
praoliferativas de los linfocitos a los extractos amibianos ¥y
a la Con A difieren en su cinética ¥ lo cual suquiere, que
que en los linfocitos existan diferentes sitios de unidn para
los extractos y para la Con A, o bien que los extractas y la
Con A actuan sobre diferentes subpoblaciones de linfocitos T.
Lo anterior se puso de manifiesto cuando Diamantstein y col

incubaron —metil-manosa ( que es un inhibidor compet:itivo
de unidn para la Con A}, con los linfocitos de sangre
periférica y @l entracto amibiano; ~observaron que la

respuesta proliferativa inducida por el extracto amibiano no
se inhibia en presencia del inhibidaor ( &3 ).

Aust kettis y Sundgvist encontraron que los eatbtractos
salubles de . .:szvot.bvica de las cepas HE—9 y NIH-Z00
activan 1la sintesis del DNA en linfocitos sanquineos de
individuos sanos vy &n linfocitos de pacientes con  infeccion
amibiana. Encuentran también gque despueées del fraccionamienta
del extracto amibianc de la cepa NIH-=-Z200 através de una
columna de Sephadenr §-200, dos de las fracciones estimularon

tantc a los linfocitos de individuos sanos, como a los

linfocitos de individuos infectados con . o0 i < -as
mientras que otras dos fracciones activaron solo a los
linfocitos de estos dos dltimos. Lo cual sugiere que los
extractos ademas de las factores mitaogénicos,  también

cantienen antigenos que estimulan la activacion de los
linfocitas previa sensibilizacidn. Estos resul tados indaican
que las propiedades antigénicas y mitogénicas del extracto
son disociables. lLLas diferentes fracciones fueron probadas
para investigar su capacidad de union a anticuerpos
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maediante la técnica de doble inmunodifusion con suera anti-
amibaj; se encontrd que, tanto las fracciones mitogeénicas como
las antigénicas presentaban capacidad de union g los Acs
especificos ( 40 ).

Salata y Rawvdin estudiaron la actividad mitogénica de
extractos solubles amibianos obtenidos de cuatro cepas de
amibas axénicas (HMI1-IMSS, H3IOI-NIH, Z200-NIH vy la Laredo),
las cuales habilan mostrado diferentes grados de virulencia en
si1stemas 10 -vg e 3 oorv-g (51, S52). Estos  investigadores
encontraron que la actividad mitogénica de estas cepas
amibianas se correlaciona con su grado de virulencia y con su
actividad de lectina inhibible poar Gal-NAc para celulas CHO.
La actividad mitogénica observada para las preparaciones
solubles de las cuatro cepas fue similar a su grado de
virulencia: HM1I-IMSS » HIOIZ-NIH = 200 — NIH > Laredo (46).

La actividad de lectina esta relacionada tambien con los
eventos de adherencia e interacciones de la amiba coen los

neutrdfilos del huesped (45). Estudios cvon " deplecidn " de
células adherentes 1ndican gue los macrdfagos son vitales
para la promocion de la proliferacidn dptima de los
linfocitos en respuesta a los e:xtractos amtbianos ( &3 ).

Diamanstein y col demostraron gue una poblacidn rica de
linfocitos T humanos, purificadons por rosetas con eritrocitos
de carnero, estus linfocitos T =n presencisa de sxstractos
amibianos obtenitdos de la cepa HE~Z, respondieron mds bajas
que la observada con Ia poblacidn completa de celulas
manonuc leares de sangre de humanos ( &3 ).

Said Fernandez y Lopezc Revilla encontraron gqgue los
homogeneizados de trofozoitos de i, . ,:3:%: .- ..;a &Jercen un
efecto modulatorio sobre la sintesis del DMA en ceélulas CHO,
El cual consiste, en estimular o inhibir dependiendo
de la cepa y de las dosis de los extractos amibianos
probados ({ 65 ). Fosteriormente Valadez—-Salazar y Lopez-—
Revilla determinaron en que fracciones de las cepas amibianas
reside el efecto modulatorio (las cepas amibianas que se
probaron  fueron la HM1-IMSS ¥y la HM3~IMSS)3; encontrando que
el extracto total ¥ la fraccidn citopldsmatica S5-30
estimularon la sintesis de DNA, significativamente. Observaron
ademas, que la potencia estimulatoria se corvelaciona con la
virulencia de las cepas; la cepa HMI-IMSS fue 3000 veces mAs
potente para ejercer su efecto estimulatorio, mientras gue la
cepa HM3-IMSS sdlo fue siete veces mads potente. Al comparar
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el extracto total con la fraccion S$-39, encontrardn que ésta
era mas potente y contenia toda la actividad estimulatoria.

La actividad de esta fracecion se incrementd can el
calentamiento a PO c, indicando queg es un factor
termoestable. Los autores sugieren que

seria de interes establecer si: el efecto estimulator:io,
pudiera estar relacionado con la activacidn policlonal de los
linfocitos y con la virulencia amibiana (&7).

Se ha demostirado que los estractos amibianos de clonas
deficientes en virulencia de la cepa HMI-IMSS presentan wna
menotr actividad mitogénica sabre linfocitos humanos, asi como

una menor actividad de lectina inhibible por Gal-NAc en

comparacion con la cepa HM1-IMSS. Estos resul txdos,
utilizando mutantes deficientes en virulencia de e
ristslevica, aportan evidenclia de que la actividad de lectina
“inhibible" por N-acetil-D—galactosamina participa en la

agresividad de este parasito { &8 ).

Estudios previos, con clonas de 2. nistoi.-ta deficientes
en adhesidn, mostraron ser deficientes tanto en actividad
fagocitica como en actividad citopatica tanto i1n vivo comg in

vitro ( 20,489 ).

Se ha aobservado que las petrsonas gue se recuperan  del
absceso hepatico amibiano, raramente vuelven a sufrivr de una
amibiasis invasiwva; eon los sueros obtenidos de estas personas
en estado convalescientes se demostraron Acs dirigidos contra
las lectinas amibianas ¢ &1, 70 }. El blogqueog de la actividad
de esta lectina por anticuerpos es relevante ya que puede
tener wun importante papel en la resistencia del huesped. La
resistencia a la amibiasis invasiva esta asociada con el
desarrollo de una respusesta inmunitaria celular efectiva que
cansta de wuna proliferacion linfocitica especifica al Ag,
produccidn de linfocimnas y actividad de celulas T

citotdiicas ( 27, 71 ).
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F. INMUNIDAD CELULAR INTESTINAL.

Ha sido bien estabiecido en muchas especies animales, en
el momento del nacimiento, que estan virtualmente
desprovistas de cé€lulas plasmaticas en el intestino, Yy son
rdpidamente colonicados despues del nacimiento seguida de una
exposicitdtn a antigenos ambientales, en &1 gue aparecen
células plasmaticas que sintetiz-an IgM ¥ posteriormente
celulas que producen Igh (72).

La mucosa gastrointestinal es la primera linea de defensa
contra muchos microorganismos, - tanto bacterianos coma
protozoarios, asi como antigenos extrafios. £E1 sistema inmune
de la mucosa intestinal, puede establecer una respuesta
humaral y/o celular; en los ganglios linfaticos regionales la
respuesta puede ser independiente de los odrganos linfoides
sistéemicos (73} .

No exziste reporte de induccidn de una respuesta inmune
celular local en amibiasis intestinal; sin embargo, =1
encuentran linfocitos T an los tejidos linfoides asociados al
intestino, tales como placas de FPeyer, ganglias linfaticos, vy
distribuidos dentro de la mucosa del tracto gastrointestinal

(74} . La mayoria de las células T de las placas de Feyer
estdn presentes en las dreas timo-dependientes bajo el
epitelion y alrededor de las vénulas post—capilares.
Can antisusros moncclonal es, =2 ha demostrado gque el
80 % de estos linfocitos | expresan en su superficie la

molécula CDH caracterlstica de la subpoblacidn de lintTocitos
supresor-citotonrico. Las reacciaones inmunes en el intestino,
frecuentemente ocurren L1ndependientemente de la inmunidad
sistémica, las bases de esto son desconocidas pero, pusde ser
en una distribucidn independiente de los linfocitos T
intestinales y periféricos (73) . Algunos experimentos
llevados a cabo mediante  irradiacidn local de placas de Peyer
o GLMs, han confirmado que la via de trdnsito de las células
T es a partir de las placas de Peyer, contindan por los BLMs
Y regresan par la circulacidén sistdmica a sitios
intraspiteliales en la mucosa del intestino. For otra parte
se han encontrado linfocitos T. de origen periférico solamente
en casgs de una reaccion inflamatoria, por ejemplo durante
infecciones por nématodos (74).
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1. TIFO DE CEiLALAOS PRESENTES EN TEJIDO LINFOIDE ASOCIADOD
A INTESTINO.

El tejido linfoide asociado a i1ntestino en el humann
consiste de las placas de Peyer, el apéndice y las amigdalas.
Las placas de Peyer, descritas por primera vez por Feyer en
16877, son grupos de follculos linfoides subepiteliales que se
encuentran a través del intestino delgado, pero gue san  mas
prominentes en el [leon distal. Owen y Jones demostraron en
el humano, gue el epitelio inmediabtamente adyacente a la  luz
intestinal, gue recubre las placas de Fevyer, conticne un t:ipo
especializado de células epiteliales, denominadas células M.
Estos mismas autores han sugerido que las células M pueden
transportar material antigénico desde la luz intestinal a las
células linfoides subyacentes, 0 que pueden acoplarse los Ac
IgA al componente secretorio transpartandoio al interior de
la luz (77, 78).

La distribucidn de las células T y B, en las placas de
FPeyer ha sido examinada en animales mediante estudios de
migracidn de poblaciones marcadas de células T o B. E1 rdpido
crecimiento de las placas de Feyer después del nacimiento, es
debhido a 1la proliferacién de las células B en los centros
germinales.

Asi las cé&luas B son las principales responsables de  la
inmunidad humoral en el tracteo gastrointestinal de mamifercs,
siendy la Igh secreitogra el Ac fundamental en las infecciones
gastrointestinales. Los Ac especificos de IcA secretora han
sido detectadas en las secreciones del intestino para un

amplioc intervalo de infeeciones virales, bacterianas vy de
protocoarios. Muchas bacterias gram negativas contienen
lipopolisacaridos, que ademas de sus propledades

antigénicas, han mostrado en algunas especies, como 21

barrego, hombre, raton, etc., tener un efecto nitogénico

sobre linfocitos B. Esta respuesta especifica a LFPFS puade

involucrar a tpdas las clases de inmunoglobulinas. Una gran

parte de la IgA es fabricada 2n las secreciones 1ntestinales

v sintetizada localmente por abundantes células plasmaticas de
la lamina propia. El desarrollo para establecer una inmunidad

local protectiva en el intestino reguiere conocer el origen

de estas cé&luas plasmaticas y el lugar de donde provienen sus

precursores.
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Se ha determinado un elevado nivel de fc contira patdgenos
entéricos en secreciones mucosales, en leche, saliva ¥y
lagrimas;g teniendo este hallacqo una direcc:don en el
descubrimiento dJde leas celulas a partir del tejida linfoide
asociado a intestino (GALT) y gue estas células son capaces
de migrar preferencialmente dentro de una variedad de sitios
a tejidos mucaosales (74).

l.as placas de Feyer contienen una paoblacidn de linfocitos
B especialmente rica epn precursores para celulas plasmaticas
de IgA y en células adue pueden repoblar ia lamina propia del
intestino con celulas plasmaticas de IgA.

2. TEJIDO ILLINFOIDE ASOCIADO A IMTESTING.

Los drganos linfoides del cuerpo we dividen en:  al
Centrales {(Primarios) en los gue se desarraollan las celulas
primordio en linfocitos; v b)) Feriféricos (Secundarios) Con
célulag inmunocompetentes (78).

El GALT pertenece al tejido linfoide aspcciado a mucosas
(MALT) y esta representado por las placas de Pever (FF) ,
linfocitas digseminados a lo largo de la mucosa intestinal y
por GLMs (B0},

Existe evidencias importantes de que los tejidos agregados
en el intestino vy las células linfoides en la mucosa
intestinal tiene un papel protector fundamental contra los
antligenos ingeridos, sediantz la producacidn de oA y por wuna
respuesta mediada por células (782.

A pesar de que el tejido linfoide asociado al intestino
presenta una gran parte del tejido linfoide total del
organismo, pocp S se sabe acerca del papel gque  juegan las
céluas T en este sitio, ya sea en la respuesta inmune
sistémica o local en el humano. Se han realizado estudios
para definir el fenotipo v funcidn de las células T presentes
en los sitios muwcosales de primates no bhumanos, tomando el
hecho de que los antigemos de las células T astan  altamente
conservadas en las diferentes especies de primates y gue los
Ac especificos para los Ags de las ceélulas T humanas pueden
usarse para definir las subpablaciones de celulas T.
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Los resultados de estos estudios indican gue las celulas T
de mucosas de primates normales no humanaos difieren
significativamente de las células T de sangre periférica y de
baza, ya gque las linfori1tos de mucosas contienuen una elevag§
proporcion de células que presentan el fenotipo Leu™', Leu -
2l cual se asocia com la funcion ayudador/inductor. Se han
estudiado poblaciones de linfocitos de GLMs ¥ lamina pronia vy

se ha encontrado queo difiere en subpoblaciones. Los
linfocitos de GLMs (representativos de las celulas del! tejido
organizado asociado al intestino) contiene un numaro

slgnlfxcat:vg de células con el fenotipo supresor/inductor
(Leu , LE2u mientras gque las celulas de la lamina propila
(representat1vas de los linfocitos presentes en el tejido
difusn asociado al intesting) presentan un nuimero bhajo de
células con _este fenotipo. Los linfocitos con el fenotipo
supresor Leuz y Led + se encuentran en baja pruporciéon  en
las ganglios mesenléricos, y en mayor cantidad en la lamina

propia (8%),.

El hecho de gue existan pocas células T con el fenotipo
supresor/inductor en la lamina propia sugiere que ia
activacidn de las células supresoras seguida de la euposicidon
al antigeno entérico probablemente no ccurre eficientemente
en este sitio mucosal, sino gue depende de la activacidn de
las células T en sitigs organizados, tales como las placas de
Feyer y ganglios linfaticos; lo que sugiere que las células
con el fenotipo suptesaor en la lAmina propia se originan de
las gangliese linfaticos mesentéricos, dondo se activan pore
los antigenos o mitaogenus en presencia de células
supresoras/inductoras,

También se han encontrado linfocitos, tanto en la lamina
prapia, coma  en los ganglios linfadticos mesenteéricos,
particularmente en estos udltimos, que tienen el fenotipo
asociado con las celulas T citoliticas.

Estudios previos han mostrado gque la subpoblacian LQJL*,
puede dividirse en dos grupos exclusivog mutuamente cquanos
que presenten, ya sea los fenngpns 2.2 7 {Tp44a) o Leu ™
(EDII) v que las células Leu ?.3 contienen linfocitas T
citoliticos. Ademas, se@ ha mostrado gue las cejulas
precursoras zﬁgtolit cas ¥ las células efectoras tienen el
fenotipo Leu Leu!

El1 hecho de que, tanto leos linfocitos Leu , 9.3 y Leu |,
Leul3~ esten presentes en la lamina propia y en los ganglios
mesentéricos indica gue algunos de los linfocitos Leu
normalmente presentes en 1los tejidos linfoides asociados al
intestino de primates mo humanos puede tener una funcaion
efectora citalitica ( 81 .
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i FLANTEAMIEMTO DE1 FROBLEMA.

t.a mucosa gastrointestinal proparciona la primera linea de
defensa contra muchaos microorganismos y antigenos entrafdos.
El sistema inmune local existente dentro de la mucosa
intestinal establece una respuesta humaral o mediada por
células qgue puede ser independiente de la respuesta de los.
Organos linfoides sistémicos.

No se han efectuado estudios sobre la inmunclogia celular
intestinal en amibiasis humana, Ia investigacidn del aparato
linfaide gastrointestinal en &1 hombre ha estado confinado
casl exclusivamente a estudios sobre induccidn de anticuerpaos
secretores y a enumerar células linfoides de la mucosa.
Muchas de estas investigaciones se han llevado a cabo en
animales de experimentacidn ( 73, 82 ).

Los trabajos de Diamantstein y Salata demuestran una
actividad mitogénica sobre linfocitos periféricos por
extractos y fracciomnes amibianas de 7, G+ - f v (44, Sl
&2, &5). Ldpez-Fevilla tambidn ha demostcrade sintesis de  DHA
en ceiulas epiteliales CHO mantenidas en cultivo utilizando
fracciones subcelul ares de amibas ( 67 ). Tomandao an
consideracidn ly anterior es probable gue componentes
subcelulares amibianos pravaoguen inespectificamente la sintesis
de ONA de los linfocitos de ganglios linfadticos intestinales
alterando la trespuesta inmunitaria local y sistémica.

For las evidencias anteriores trataremos de identiticar
las fracciones subceiulares amibianas con menor actividad
mitégenica, lo cual nos permitira utilizar esas fracciones en
trabajos posteriores para evaluar la respuesta inmunitaria en

contra de . Gralol srica, utilizando el metodo de
incorporacidn e Timidina—tritiada, para medir la
transformacion blastoide, en ganglios linfaticos

mesentericos. Asimismo , este metodo hasta el momento ma ha
sido utilizado para wvalorar la respuesta inmunitaria ecelular
a4 nivel de GLMs. Por 1o que la estandarizacion del misma
permitira que se utilice en un futuro para la evaluacidn de
la respuesta inmunitaria celular para otros enteropatogenos
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En base a lo anteriar los objetivos del presente
fud:

T

A. OBJETIVOS

trabagjo

1. Estandarizacion del método de incorporacion de

timidina tritiada en linfeocitos de

ganglios

linfaticos mesentéricos y bazo de ratones BALE/o.

2 Determinar si un filtrado amibiano, un

estracto
total y las TFracciones nuclear, vesicular ¥y

posvesicular presentan actividad mitogenica en
linfocitos de ganglios linfAticos mesentericos
(GLMs) y de baco, utilizando el micrométodo de

incorporacidn de Timidina-Tritiada.

de GLMs y de Eaczo.
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III. MATERIAL Y METODOS.

A. ANIMALES.

Se utilizaron ratones (IMusg mu=cuivs) hembras de 12 semanas
de edad, de la cepa singénica BALB/c prodecedentes del
bioterio del Centro Médico Nacional del IMSS; alimentados con
Purina Chow ad libitum. Para cada prueba experimental =1=)
utilizaron 8 ratones, desde el establecimiento de las curvas
dosis—respuesta a Con A hasta asl como con las diferentes
fracciones amibianas analizadas. Se utilizarcn un total de 64
ratones en toda la parte experimental.

B. INJERTOS DE PIEL.-

Para comprobar la singenicidad de la cepa se llevd a cabo
el injerto de piel. El tipo de injerto que se realizd para
varificar si la cepa de ratones era realmente singenica fueé
el isdlaogoj en 21 que el receptor recibid injertos de wun
donador de la misma especie, genéticamente idéntico.

Se utilizaron 8 animales como donadores y B animales como
receptores, obtenidos del mismo bioterio. El donador de piel
fuéd sacrificado por dislecacidn tervical. La insicidn se
realizd sobre una circunferencia de 20 mm de la regidn dorsal
a partir de la base de la piel rasurada. El injerto de piel
se mantuvo en cajas de Petri con solucidn fisioldgica esteéeril
hasta el momento del implante.

El receptor del injerto fue anestesiado con Pentobarbital
Sddico a una concentracidn de 6.3 2 y a wuna dosis de 28
mg/Kg (0.02 ml/45 g de peso)

lLos sitios de implante se rasuraron, fueron lavadas vy
secados. Cada raton se extendio sobre una superficie de
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unisel en posicidn decubito-dorsal. Las suturas se realitaron
con material absorvible (cat—-gut. N. Q00) scbre cuatro -
puntos equidistantes. Los injertos 58 inspeccionaron
diariamente hasta 1S dias despues de su realizacion. For otro
lada, a un grupo testigo, se les realize implantes de su
propia piel, en las mismas condiciones de el grupo anterior.

C. CEPA AMIBDIANA.

Se utilizaron trofozoitos anénicos de U
hiesqt b33 de la cepa HMI-IMSS procedentes del Laboratorio
de Inmunoquimica del Centro Médico Macional del Instituto
Mexicano del Seguro Social, cutivados en el medio TYI-S-33 de
acuerdo a la técnica de Diamond y col ( 24 ).

Las amibas se cultivaron por un periodo de 72 h an
botellas ¥Falcon, 75 cm de superticie, con medio TYI-S-3F3,
colocandolas posteriarmente en bafio de hielo-agua, con el
objeto de despegar las amibas que estaban  adheridas a la
superficie del plasticou. Las suspensiones amibisras s=
rentrifugaron 2 1 SO0 rpm dwr-ante 1O win a 4 C© Sorval RO-0?
en tubos de plastico de S50 ml. Se elimind el snbrengdante '
las pastillas se lavaron 2 veces con PES pH 7.2 a 4 C.

D. OBTEMNCIOM DE ANTIGENOS.
1. Obtencion del filtrado amibianoc (FA).

El paquete amibiano de mas de 100 millones de trofozoitos

fuea resuspendido en FPBS pH 7.2 y sonicado (Lab-Line
Instruments Inc.) 23 wveces a a0 amplitudes por S5 min con
intervalos de i min sabre un bafMo de hielo. Despues wse

centrifugd a BOOO rpm por 40 min (Sorval RESC). Fosteripmer’e
dentro de una campana de flujo laminar, £1 sobrenadante =e
esterilizd a traves de filtros con membrana millipore de .22
micras (um). Se hicieron alicuoctas vy se almacenarcn
a - 70%C.
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2 Gbtencion de exntracto total (ETY vy fracciones
subecelutares (FN, P—-15 y S-15).,

Se cosecharon log trofozoitos por centrifugacion, para
posteriormente  +omperlas utilizandog un homogenizador con SO
golpes (Elvehjen-Potter de Borosilicato con émbolao de tetldon,
Curtin) activado con un motor eléctrico a 100G rpm; despueés
de este tratamiento no se observaron trofostolitos enteros bauo

el microscopio.

Un wvolumen de ET se centrifugd a 750 rpm por 15 ming el
paquete se separtd vy se denomind fraccion nuclear (FN) oy el
sobrenadante se centrifugd a 1S5 S5G) g par 15 min (Eppendort);
la pastilla (fraccidn vescicular, F~15}), s resuspendid en un
valumen caonocido de Salina—-HERPES y se separd el sohrenadante
postvesicular (5-15) (Fig. 1) ( &7 ).

La obtencidn de las fracciones del Ag se llevt a 4° . A
cada fraccian (FN, §-15 y P-15), as! como al ET y al FA se
les determindg proteinas por 2] matodo de Lowry ( 83 ). Las
fracciaones y el ET fueraon valoradas, en su actividad
mi togénica, 1 mismo dis de la obtencidn.

=. OBTENC ION nE LINFOCITOE CE SANGLIOS LIMNFATICSS
MESENTERICOS Y BAZO

Se utilicaron B ratones (hembras) BALE/c de 12 semanas de
wdad, por cada ensayo experimental de estimulacion en Con &4 vy
las diferentes preparaciones amibianas. Los ratones fueron
sacrificados por dislocacidn cervical , se les desinfecta el
abdamen y se colocaron en un ambiente estéril. A continuacion
se cartd piel y las demas capas hasta llegar a mesenterics, ze
localizaron los ganglios linfaticos mesentéricos y bazo (Fig.
2}, se extirparon y se cglo:arnn en pequeflas cajas Petri,
conteniendo FRFMI-1440 a 470, libre de suero, las celulas se
disgregaron mecdnicamenite con las estrias de iIa pinza de
diseccidn. Con una pipeta Pasteur se tomd suavemente la
suspencidn celular y se pasd a un vaso de precipitado de 10
ml en cuya entrada tenia una capa de tela de organza que
Sirvid como filtro para eliminar tejido graso y conectivo. La
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suspension celular asl filtrada se pasd a un tubo de ensayo
estéril (12 X 10D con tapon de rosca, se centrifugo a 13500
rpm durante 10 min a QOC, eliminando e! sobrenadante con una
pipeta Pasteur. El paquete celular se laved 5 veces con RFMI-
1440 frio, libre de suero, bajo las condicinnes anteriormente

mencionadas. Las ciélulas se suspendieron en un Yal. de 4 ml
can  RPMI-~1&40 frio suplementado con S % de suero tetal de
ternera, itnactivado por ¢ minga 96 Cf y con B-Mercaptoetanal
a una concentracidn de 5 X 1072 M (84, 85, 95 . Se tomd una
alicunota de 50 ul con una punta estéril de cada una de las
suspensiones de linfgcitos y se coloecd B upa  placa de

microtitulacion no estéril, se agrego 50 ul de azul tripan al
0.2 % en solucidn salina Q.85 % para obtener una dilucidn
final de 1 : 2 4, se homogenizaran, s2  deposltaron en uhn
bhemocitdme tro, la lectura se llevd a cabo en un  periado o
mayor a 3 min. La concentracidn celular fue de 0000 00
células/ 100 wul.

F. TRANSFORMACION BLASTOIDE COM INCORFPORALCION RE TIMIDRIMNA—
TRITIADA ( H-Tdr) (Micrometodo).

1. Estimulacidn de la proliferacitn de linfocitos con un
mi togéno (Concanavalina A).

En plactas de micrecultivo, s colosaroan linfocilous uva cada
raton sohre las 8 hileras verticales, depositando en cada
pozo la concentracidn celular antes mencionada. Se adiciond,
par triplicado, desde 1 ug hasta 100 ug de Con A en 100 ul de
PES pH 7.2 . De la misma manera se hicieron cultivos sin
estimular (testigos negativos) agregando solamente 100G ul  de
PBRS5. La incubacidon fué de 3 dias y 18 h antes de finalizar el
periodo de incubacicdn, se agregd ! uCi/ 10 ul de H-Tdr en
RPMI—-15640. Despu#s del periodo de incubacidn, las ecélulas
fueron cosechadas con PES pH 7.2 en filtros de fibra de
vidrio por medio de un cosechador (Bellco—-Microharvester). Se
hizd pasar por el filtro, 4cido tricloacético al S5 y 10 % vy
metanol al 70 % (fig. 3) (88).

Se geco el filtro y se deposito en viales de pldstico con
tapdn de rosca, Despues se adicionaron 2 ml de liquido de
caentel leo.- LLas lecturas se obtuvieron en cuentas pagr minuto
(CPM) ( BSH, B7 ).
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2 Curva dosis-respuesta del filtradg amibiano (FA) sobra
linfocitos de ganglios linfaAticos mesentéricos y bhazo.

En dos placas de migrotitulacitn estériles con tapa (MUNC)
se depositaron en cada po:zc de fondo en  "uUY, S0, Qond
linfocitos de GLMs en 100 ul de RFPFMI-1&440 supiementade con
suero al § %. Se Jes adiciond, por triplicado, los sioulentes
ug de proteina del filtrado amibiano (FA): 1, 2, 5, 1o, 25,
SO vy 75 en 10 ul para un volumen final de 200 ul. Ademas «eo
incluyd wn grupo  testigo al cual no se le adiciond | Ag
amibiano (FA). Las celulas se incubaron par &6 dias a 37() [
con wuna atmosfera controlada de 5 % de CO2 , 18 h antes de
finalizar la incubacidn se agregd a cada poco 1 uli age 2+ -
{Actividad especifica de 4.7 Ci/mmol, New England Nuclear,
Boston Mass £- U. A.) (Fig. 4).

3. Transfarmacidon blastoide con incorporacion de
Timidina-Tritiada (Micrométodo: para las fracciones

subecelulares.

il

A Z06G,000 celulas tanto de baco como de GLMs en 100 ul
KRFMI—-1640 suplementado <e agregaron: 2, SO, S0, 75 v 100 ug
de protefna de Fil. 21, F=15 y 5—15 en 1¢0 ul de Salino-HEFES.
Cada dasis se llevd a cabo por triplicado para cada raton
utiiizado (24 determinaciones /7 dosis) y s siguid el
pracedimiento descrito anteriormente.

Grhal F3TE BTN IYT g,

Analisis de VYarian:za.

Puede definirse como una técnica mediante la cual la
variacidn total presente en un conjunto de datos se
distrubuye en varios componentes. Con cada uwno de estus
camponentes estad asociado una fuente especifica de wvariacidn,
de modo que en el analisis es posible averiguar la magnitud
de las contribuciones de cada una de estas fuentes a la
variacian total. '
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El andlisis de varianza se usa con dos fines diferentes:
1) estimar ¥y probar las hipdtesis acerca de las wvarianzca de
poublaciones y 2) estimar y probar hipdtesis acerca de medias
de paoblacidn. Cochran sugiere gue los resultados del analisis
de wvarianza se consideren coma aprodimados, en lugar de
exactos ( 89, 90 ),

E1l andlisis des varian-a s2 aplicd tanto a e ]
establecimiento de la metodologia ce rcaorparacion as
timidimna ( Con A J}, asl cumo a las ditferentes preparaciones

amibianas.

La variable cuentas por minuto (CFM) s  transforad  par
medio de la ecuacian =

YT = \LY + \lv v 1 dande

YT

Es la variable transformada

y = Es la wvariable (CPM) ( 90 ).

El proposito de transformacidn de las CFHM a la formul a
estadistica fué normalizar esta variable y homogenizst  las
varianzas, gque son dos suposiciones muy importantes para el
meétodo que se utilizd para analicar los datous: E1 objetivo
principal de transformar nuestros datos fué gue se observaba
urna distribucidn de Foisson, por lo gque no se podia
establecer un andlisis de varianza.

Con la variable tranmnsformada se analizaron los distintos
tratamientos con Con A utilizcando un modelo completamente al
azars:

A4 = M + Z + E\ donde

iJ 1 1J
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Y = Es la variable de respuesta CFM transformada-

ij
}L = Es la media general.
Z = E= el efecto del i-ésimo nivel de Caon A (i=1l, ,%)
i
! 2 a2
ii.i = Es el arrar aleator:o |J‘\/"N[ (t.l,e's_\). Fue
utilizado para el andlisis de diferentes cantidades

de Con A para establecer la prueba.

El siguiente modelo fué utilizada para anali-ar el FaA, ET,
F—13, 5-15 y Fij en linfocitos de ganglios linfaticos

mesentéricaos y de bazo:

+ (FL) . &

Y = e o+ L + P

yhk i ij iJj ijk

Dondes

Y = Es la K-#sima observacion de CFPM transformada
vk al aplicar el J-ésimo nivel de protelna al i-

esimo tipo de linfocitao.

M = Es la media general.
[ = Es el efecto del i—ésimo tipo de linfocito
i (i=1, ..a, 2).
P = Es el efecto del J—-ésimo nivel de proteina
L (i1, 2y eee, 6).
(LP)ij = Es el resultado de la interaccion entre los

efectos principales.
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EE\ = Es el error aleatorio dentro del modelo

1ik z
—~ NI (0'8& ).
1k

El coeficiente de determinacion se euxpresa en terminos
~

generales diciendo que el coeficiente de determinacion r |
es de +0.991%9. Fuesto 1.2 @5 la determinacidn pertecta y O
{cero) indica la falta de determinacidn ( 20 ) (Determinacidn

es la cantidad de varianctca que explica el modelo).

40



RESUL TADDS;
Curva dosis-respuesta Concanavalina A.

Para el establecimiento de la proliferacian caeiular
(linfocitica) con Con A, se utilizaron 8 ratones RBRALB/C.
obtenidos del Bioterio del Centro Medico Macional del I[MES.
Las condiciones del método de incorporacidn de Timidina-
Tritiada fueron las siguientes; =me utilizaron 200 GO
células/100 ul de medio RFMI-1&640 suplementado con & W de
suero fetal de terpera. Se realizd una curva de dosis-
respuesta al mitogéno (Con A) de & ug a 150 ug. l.a viabilidad
de las ceélulas se determind por medio de azul tripane, el
porcentaje de viabilidad con el que se trabajo fue siemptre
mayor al 92 %, tanto en la curva dosis—-respuesta de 1a Con
A, camo en las fracciones amibianas gue se wvaloraron. E1l
tiempo de incubacidn, fue de 3 dias para el mitogéno (Con A,
y para las fraciones amibjianas fué de 6 dias de acuerdo a la
reportada (40, 4& ), se realizd en estufa con atmastiera
cantrolada de COp al 5 L. La adicidn de timidina-~ tritiada
('5H—Tdr) fue 18 h antes de finalizar el periodog de
incubacidn, colocando 1 uCi/slo ul de medig sin
suplementar, ton una actividad especifica de &.7 Ci/mmol.

El establecimiento de la metodologia se realizd tanto en
linfocitos de ganglipms linfaticos mesentericos como de bazo
de ratones. En la grafica I se muesitra el compaortamiento de
linfocitos de GiMs de B ratones, graficados en farma
individual, ia proliferacitn linfocitica se expresd en
cuentas por sinuto {(CFM), la finalidad en graficar en forma
individual cada raton, fue el abservar las desviaciones
estandar tan grandes que existian, cuanda se graficaban ios 3
animales en una curva { FPromedio con su desviacion estandar).
En la grafica I1 se presenta la respuesta de los linfocitos
de bazo de los mismos ratones anteriormente evaluados. Se
cbservd gue la transformacidn blastoide fuée muy variable de
un raton a otro. Al obhservar una respuesta heterogénea, =1
creyo necesario veritficar la singenicidad de la cepa, con la
gue s2 trabajo, esto se llevo a cabo por transplante de pisl
de un grupo de B ratones.

De los resul tados obtenidos en estos injertos, el rechazo

se establecio a los dia convencionales , entre los S y 7
dias, después del implante de 1a piely, datos que se
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relacionaron con la gran variabilidad de las CFM de la
transformacidn blastoide (grafica [ y II), demostrando que
jos animales con que se trabajaron eran ratones de
laboratorio e PRI Que no conservaban las
caracteristicas de una verdadera cepa singenica.

Se establecieron las condiciones aptimas del micromeétodo
de transformacion blastoide con incorporacidn de timidina-

tritiada { 3H-Tdr) para linfocitos obtenidos de ganglios
linfAticos mesentéricos (GLMs) y de bazo con 21 objeto de
valarar el posible efecto mitagénico que pudieran presentar
las diferentes fracciones subcelulares de T A oS
nistmlcbica (E. he=toi-v- -a) probadas utilizando como testigo

positivo de la proliferacion linfocitaria a la concanavalina
A (Con A); para la cual se determind la curva de dosis-
respuecsta a este mitogéno tanto en linfocitos de GLMs como de
baza.

Tanto el establecimientoe de la metodologia con Conm A como
la valoracion de las fracciornes amibianas se sometieron a un
analisi{s de varianza ceon la variable €FM transformadas. Es
pertinente explicar que los resultados obtenidaos CFHM
directas, fue necesaria esupresarlas como CPM transfarmadas
por medio de la ecuacidn, descrita =n material y metodos.

El1 propésito de esta Ltranstormacidon fue normalizar ta
variable y homogenizar las wvarianzas, duebido a que nuestros
datos presentaban una distribucidn de tipo Poisson (90).

EFECTO MITOGENICO DE LA COMCAMAVALINA A EN L INFOCITOS DE
BAZD.

La proliferacidn de linfocitos de bazo a la exposicidn de
Con A se encontrodo gue era altamente sianificativa en relacién
al testigo (sin mitogeno) (P <0.01) y con un coeficiente de

determinacidn de v = ©0.825 (Cuadra I}, indicandonas que el
82.3 % de las variaciones son enplicadas . aplicando este
madelo. Con cantidades de 1, ST ¥y S wug del mitogéno, =B
abservo la mayor respuesta en la transformacidn blasteide,
siendo significativamente diferente a la del testigo (sin
mitogéno) {P <0, 005} ver Cuadro 11 u Grafica ITI

respectivamente. Con dosis mayores a 9 ug de Con A se observo
que las respuesta de proliferacion linfocitaria disminuyo
hasta ser similar a la del testigo.
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EFECTO MITDOGENICOD BE LA CONCANAVALINA A EN LINFOCITOS
DE GANGLIOS LINFATICOS MESENTERILOS (GLMs) Y SU  COMPARACION

CON LINFOCITOS DE BAZO.

Para comparar los resultados del promedio de CPM
transformadas entre linfocitos de GLMs y de bazo, el
experimento antes mencionado se repitié con otrps 8 animales,
con objeto de determinar el efecto mitogénico de diferentes
cantidades de C~~ A con los linfocitos aislados de cada uno
de los organc- linfoides en estudio. Los resul tados
obtenidos, se sometieron analisis de varianza, el cual mostrdé
que no existian diferencias significativas entre los
linfocitos de GLMs y los de bazo (P > 0.03) (Cuadro III}. £1
analisis .de varianra de las CFM transformadas obtenidas con
las diferentes cantidades del mitogéno y la interaccion de
linfocitos fué altamente significativo (P <0.01) para los
linfogitos de GLMs y de bazo.

En el cuadro IV, Grafica IV respectivamente se observa que
para linfocitos de GLMs las cantidades de 5 y 10 ug de Con A
dieron las CPM transformadas mds altas (Linea discontinualj
en el caso de linfocitos de bazo la maxima estimulacion fueé
de 3 ug, muy similar a los experimentos anteriores, (Grafica
IIIY, los linforitos de bazo se estimularon con cantidades
mas bajas de Con A (Linea continua). Las cantidades de maxima
estimulacidn para linfocitos de GLMs y de baze fueron
estadisticamente diferentes (P <0.05).
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EVALLUACION DE LA ACTIVIDAD MITOGENICA DE FROTEIMAS AMIBIAMAS

POR TRANSFORMACION BLASTOILDE.

1. RESULTADOS DEL EFECTO DE WUW FILTRARO AMIBIANO SOBRE
LINFOCITOS DE GiMs DE RATOMNES BALE/c.

Se prgbaron diferentes concentraciones de wun filtirado
amibiano en linfocitos de GLMs: los dates
obtenidos en este e:;perimenlo se sometieron a un analisis de
varianza, cuyos resultados se muestran en el cuadro V, donde
s2 puede observar que el efecto del filtrado amibiano (FA),

sgbre linfoacitos fue altamznte significatlve (P I10.81) v cun
un coeficiente dgde determinacion aito de rT= 0, ¥535,
Se observo que el filtrado amibiano petimuela ia

proliferacidn de lintocitos de GLiMs; los datos obtenidos en
este experimento se scmetieron a un analisi's de varianza. 3e
observe que el Tiltrado amibiano estimulia la proliferacidédn de
linfocitos de GLMs con dosis relativamente bajas. La ma-:ima
estimulacion observada se alcanzd con una concencracion de 1193
ug de proteina del FA (F < 0,.05); con dosis superiares a 1a
antes mencionada, =1 efecto estinulatorio fue inversamente
proporcional  al incrementoc de la dosis hasta tensr valores
comparables con el grupo testigo (sin FA) (Cuadro VI, Gratica
V).
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2. EFECTO DE Ul EXTRACTO TUOTAL AMIBIANGD EN LINFOCITDS DE GLMs
¥ DE BAZO.

€l andlisis de varianta de los resultados obtenidos de las

CPM transfarmadas, sobre el efecto de diferentes
concentraciones del extracto total (ET) sobre linfocitos de
GLMs y baro fuéd significativo (F < a.0l), La intaetaccion

linfocitos de GLMs y de bazo / concentracion de protelna de
ET también fueée significativo como se observa en el Cuadro
VII ( P < O,01).

En el Cuadro VIII v Grafica V1 sz muesiras sl 2fscits do las
agiferenctes concentraciones de ET supite los lindtocitos de GLHMs
y bazo, se obserwva que unicamente la concentracidén de 100 ug
de protelna did un efecto estimulatorio de la proli feracidon
linfocitaria, tanto en linfocitos de GLMs como oe bazo. Todas
las demas concentraciones prebadas dieron CFPM muy sinilares a
los grupo testigo (sin ET).
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3. EFECTDO DE LA FRACCION FP—-1S DE Zivboamoeoye s = cwnivciica EN
LINFOCITOS DE GLMs ¥ DE BAZO.

La fraccion P-15 de _O osistai.otrica  se ob tuvo por
centrifugacidn diferencial a partir de un extracto total de
troforoitos de la cepa HM1I-IMSS como se describio en material
1Y métodaos y fué probada con linfocitos de bazo y GLMss
el andlisis de varianza de los datos
obtenidos con diferentes concentraciones de la fraccitn F-15
sohre los linfocitos, indica que hubo un efecto mitogénico
altamente significativo (P < 0.01) con un coeficiente de
determinacian de ro= 0.97 . La interaccidn linfocitos de GLMs
y bazo / concentracidn de proteina no Tue significativa

(Cuadro IX) (P > Q.05 ).

En el Cuadro X,, Grafica VII se muestran los resultados
de las medias aritméticas de la variable CFM  transformadas,
tanto de linfocitos de GLMs como de ba-o, obtenidas con las
di ferentes concentraciones de la fraccian P-15. E1 nivel mas
al to de proliferacion linfocitaria se obtuvo con una
concentracion de S0 ug de proteina de la fraccidn, tanto an
linfocitous de GLMs como de bazo, lo cual fue significativa -
(F < 0O.01}, con dosis mas bajas o mds altas de S0  ug, Ia
estimulacidn linfocitica fue mucho menor tanto en GLMs como

bazo.
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4. EFECTO DE LA FRACCION S-15 DE - - vwmba e =l -a  EN
LINFDLITOS DE SLMs Y DE BAZOD.

El andlisis de varianza de los resultados obtenidos sobre
efecto de diferentes concentraciaones de la fraccionm S-15
en linfocitos de GLMs y de bazo fue significativo (E < 0.01);
pera con un ceeficiente de determinacidn bajo de v©= 0.5164.
El andlisis de la interaccidn linfocitos de GLMs y bazo /
concentracian de la fraccidn § — 15 no mostrd diferencias

significativas (Cuadro XI).

el

Al no mostrar diferencias significativas entre linfocitos

de GLMs vy bazo/ concentracion de la fraccion § -15, el
analisis de wvarianza de las diferentes concentraciones de 1a
fraccion $—15 en GWMs y bazo se pudieron representar
indistintamente, pero para observarlos por separado 1<)
represenron 2n forma independiente como 1o muestra el Cuadro
XI1 y su GBrafica VIII. Las medias aritméticas fusron

transformadas, obtenidas con las diferentes concentraciones
de la fraccidn 5-15, fueron estadisticamente significativas
(P < 0.05'; no hubo un efecto evidente en las diferentes
concetraciones de proteina, el comportamientoc de la curva en
esta fraccidn fue muy similar entre GLMs y bazo, asi tambien
por otro lado el grupo testigo (sin antigenao S-15) comparadao
con el resto de los grupos no mostrd diferencias como se ve
mas claramente en la Grdfica VYIll, demostrandonos .una nula
actividad mitogeénica obtenida en esta fracciédn amibiana (Ver

Cuadro XV, resumen de datos).
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S. EFECTO DE LA FRACCION NUCLEAR (FN) DE Entamomba histblviica
EN LLINFOCITDS DE GLMs Y DE BAZO.-

El analisis de varianza de los resultados, sobre el efecto
de diferentes concentraciones de la fraccion nuclear (FN) de
E. bistolvtica en linfocitos de GLMs y bazo, indicd
diferencias significativas (P < 0.01), con un coeficiente de
determinacién alto de r¥= 0.94. La interaccidén linfocitos de
B6LMs y de bazo / concentracion de proteina de la FN, tambieén
fue estadisticamente significativa ( P < 0.035) {(Cuadrao XIII).

En el -Cuadro XIV y Grafica IX se observa el efecto de 1la
fraccion nuclear sobre linfocitos de GLMs y bazo. LLas
diferentes concentraciones de la fraccidn nuclear tuvieron un
efecto estimulatario de la proliferacion linfdcitica tanto en
linfocitos de bazo como de GLMs pero, la maxima estimulacidn
se alcanzd con uhna concentracidn de 75 ug de proteina de la
FN en el caso de linfocitos abtenidos de GLMs y  pgara las
linfocitos de bazo, ésta se alcanzd con 50 ug. Se observa que
una ctoncentracion de S5 ug de FN se obtuva wna respuesta
estimilatoria alta, en relacidn al grupo testigo ( sin FN ).
El comportamiento de proliferacidon 1linfocitica fue muy
similar en GLMs y bazo a las dosis proubadas como se ve en la
Grafica IX.

En el Cuadro XV se muestra de una manera resumida , la
acecidn de las diferentes fracciones amibianas, as{ como un
grupno testigo realizado con Con A. La manera de exprezar este
Cuadro fue determinando los indices de estimulacidn que se
determino por medio de las CPM no transformadas de cultivos
estimuladaos entre CPM no transformadas de cultivos sin
estimular.
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DISCUSION.

La amibiasis 25 un padecimiento que se inicia por invasion
de Ia mucosa del intestineg grueso, par lo gque se hace

importante resaltar ios mecanismos de resistencia
inespecificos como flora bacteriana, mucnpolisacaridos,
movimiento peristaltico, asi como los mecanismos de
resigstencia especificos mediados por inmunidad  humoral v

celular, los cuales pueden presentarse como respuestes
inmunitarias lovales v sislémicas. Recientemente ge ha

demnostrado la aparicion de anticaerpos de isotipo IgA contra
amibas en heces » wn calostro humano 1o gue  refuer:ca la
importancila de la respu2sta inmunilaria local. Sin embargo a
paesar de la demostkracidn de linfocitos T en intestino no se
ha investigedo la induccecidn de rnmunidad celular local en
contra de este pardsito. También es importante resaltar las
dificultades para evaluar dicha respuesta  inmunitaria en
pacientes y solo es posible investigar en animales de
laboratorio. En el presente trabajo se utilizaron linfocti tos
de: baco y de ganglios linfdticos mesentericos de ratones,

para identificar & las fraccignes amibianas gue permi tan
evaluar la respuesta inmunitaria local y sistemica posterior
a wun esguema de inmunizacidn . Sin embarge fue necesario
investigar si las diferentes pteparaciones amibianas

seleccionadas tenian actividad mitogénica sabre linfocitos de
ganglios linfaticos mesentericos coma las reportadas por el
gtrupo de Diamsteins sobre linfocitos de sangre periferica de
humanos.

El método de Transformacidon Elastoide se selecciono por ser
una de las técnicas mas utilizado para valorar dichos efectos
mitogénicos sobre linfocitos en general.

Cuando se compararén ios ratones uwtilizados en este
trabajo y se graficaron en forma individual (gréaficas I v II)
en en condiciones similares, en la curva de dosis—respuesta
al mitogéno (Con A se chservdd una gran variabilidad de
la respuesta a& Ia Con A. También los resultados de injerto de
piel que se realizardn para corraborar la singenicidad de la
cepa del raton RALE/c, mostraron qgue la cepa de raton
no era singenica.

Tomando en consideracidn que no se uwutilizd wna cepa
singenica, se establecieron procedimientos sstadisticos para
normalizar estos resul tados en los linfocitos estudiados
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En la grafica IV se ve que hay diferencias aparentes entre
linfocitaos de bazo y GLMs, sin embargo el analisis
estadistico no mostrd diferencias significativas (Cuadro
IIT). Lo cual nos permitio utilizar a la Con A como un
parametrd de la funcicnalidad de la prueba de Transformacion
Blastoide en linfocitos de GLMs y bazo.

La wvaloracidn del Filtrado Amibiano (FA) en GLMs,
demuestra que este FA presenta también wuna actividad
mitogénica sobre los linfoclitos asociados a intestino. Estos
resul tadas sa corroboraron par otraos grupos de
investigadores, que probaron la actividad en linfocitos de
sangre periférica de humanas (63), y nosotros la compraobamos
en linfocitos GLMs de ratén, ya gque es una aproximacidn mas
real a los procesos naturales de la infeccgion amibiana -
( Grafica V ).

EIL extracto total (ET) amibiano presentd actividad
mitogénica a una sola concentracidn, que fué de 100 ug/i00
ul. Requiriendo de una cantidad mayor de ug de proteina de
este extracto para la estimulacidnm linfocitaria, aunque a
esta daosis fué mas mitogenica que €1 resto de las fracciones
amibianas.

Estudios previos han mostrado actividad mitogénica de
preparaciones protelicas solubles amibianas de cepas
virulentas sobre linfocitos de bazu de ratones y de sangre
periférica de humanos. Estas preparacicones solubles amibianas
se han uobtenida de diferentes maneras; entre estas, se
encuentran desde fracciones lisosomales, extractos totales,
fracciones amibianas pasadas por filtro de 0.22 um (46, 49).

Asl también se encuentran extractos deslipidilizados, los
cuales se ha determinado gue el principio mitogenico reside
en la fraccitn no lipidica. 5e ha reportado que la actividad
mitogénica actda predominantemente sabre linfocitos T vy no se
han encontrado proliferacidn de linfocitos B ( &2 ).
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En este trabajo se determind que las preparaciones del
extracto total amibiano, presentd un efecto mitogénico sobre
linfocitos de GLM= y bazo ( Grafica V1 Y, donde
presumiblemente también sean linfocitos T (&2).

Can el objeto de investigar si atras fracciones amibianas
tenian actividad mitogénica, se probaron por separada  las
fracciaones descritas por Lopéz-Revilla y col ( &7 ). Tratando
de identificar la localizacion de las proteinas amibianas con

actividad mitogénica.

Asi la fraccidan P-15 se encontrd que tiene actividad
mitogénica para linfocitos de bazo y de GLMs, encontrandose
esta actividad integrada a componentes de 1a membrana.
También se agbservd que no hay diferencias entre linfocitos de
GLMs y de bazo, sin embargo a la maxima estimulacidn si huba
diferencias significativa (P ¢ 0.01), siendo mas estimulados
los linfocitos de bazo que los de GLMs.

La fraccion S—190 no presento actividad mitogénica a las
concentraciones, probadas , siendo conveniente mencionar que
en trabajos realizados por Lépez-Revilla (47), esta fraccion
subcelular amibiana fue mitogénica utilizando otras celulas
en el método de valoracidn de dicho efecto. Estas diferencias
podrian deberse a que los receptores del modelo utilizado
{celulas epiteliales de ovario de hamster) mues tran
variaciones a nivel de sus receptores con respecto a los
linfocitaos tanto de GLMs como de baco.

El efecto de la fraccidn denominada nuclear (FN) la cual
esta constituida de membranas plasmaticas crudas (8}, se
valoro en linfocitos de GLMs y de bazo de ratones,
encontrado un efecto mitogénica en ambas poblaciones. No se
observaron diferencias significaticas (P > 0.0359), 1lo cual
difiere con lo reportado por Lopéz—-Revilla acerca de esta
fraccidn, que no tiene efecto significativo sobre la sintesis
de DNA sobre células epiteliales de ovario de hamster. Lo
cual demostro que en las membranas internas crudas también
presentan actividad mitogénica.
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Los resultadns demuestran que las proteinas amibianas con
actividad mitpgénicas estan distribuidas en diferentes
compartimientos dJde lgs trofozoitos. Recientemente nuestra
grupo demostrd que los linfocitos de GLMs de gerboes presentan
un comportamiento similar al encontrado en linfocitos de
ratones (en preparacidn).

Seria importante realizar experimentos con cepas
singenicas de animales de laboratorio, para ampliar estos
datos. Asi mismo faltaria por definir el efecto mitogeénico
sabre subpoblaciones purificadas de linfocitos. Por otra
parte se hace necesario obhtener antigenos mas definidos
biogquimicamente para encontrar las moleéculas involucradas en
este fendmeno. Tambien faltaria por demostrar si los efectos
mitogénicos son relevantes durante una infeccion amibiana.

Comparando 1los diferentes antigenos amibianos a una
concentracion de S0 ug / 10¢ ul encontramos que la fraccion
P—15 tiene un mayor indice de estimulacion que la FN. Con el
extracto total se encontraron slevados indices de estimulacicn
pero a la deble concentracion de proteina. Tambidén es
importante resaltar gue el filtrado amibiano a las
concentraciones de 10 ug provoca un indice de estimelacion
moderado. Falta por resolver si  los diferentes antigenos
amibianos que tienen actividad mitogénica concomitantemente
presenta una actividad de tipo lectina.

Los resultados muestram que la respuesta mitogénica
observada con proteinas amiblanas son diferentes a otros
mitogénos para linfocitos T. Las diferencias se refieren a
las concentraciones optimas de estimulacidn, tiempo de
incubacion y grado de proliferacidn linfocitica.

La metodolagia descrita en este modelo experimental npos
permitira estudiar a futuro proximo la respuesta inmunitaria
celular local posterior a inmunizacianes con diferentes
antigenos amibianos que no presenten actividad mitogénica,
comg la fraccidn S5-15 que se dempstrd en este trabajo.
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CONCLUSIONES.

localizacidn v por el numero de linTocitos auve se
padria sor una fgrma directra  de
mode los euperiosniales

1. For su
pueden obtener de loas GlMs,
valorar la inmunidad 1ntestinal en
relacionado a infecciones ntestinalos,.

2. £l filtradn amibiano (FA) cbhtenido  de Entamoeba
cepa HMI-IMSS fudr mttogenico gars Lintoortos  as

histolytica

GLMs.

. El extracto total (ET) y la fraccion vesicular (F-13) ¥
la fracciodn nuclear (FN) obtenadas de Entangeba histolytica,
presentaron actividead mitogénica para linfogitos de Ghits v

bazo.

4, La fraccion postvesicular (S-15). o presentd actividad
mitogeénica para linfocitos de GLMs v de ba:co.

5. Para la FN v el ET w1 bubd diferencias entre  linfaocitbos

de GlMs v linfogitos de baco.

S No hubd diferencias sobre el eTecto gue tuvisraon  las
fracoiones F-13 ¥ 5-15 en linfocitos de GliMs » en ltinfocoitos
de baza.

ntbogenica de Entamoeba
patooenicidad, al
linfoide

7 Es posible gue el efecto

Foa

histoiytica, sEa Wun pecanisma mas de

alterar la respuesta itnmunitaria celular del ftejido
asgciado al intestino.

8. Este trabajo permitird utilizar a las proteinas con
menor actividad mitogénica para evaluar la inmunidad celular.
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ViiI. APENDICE.

REACTIVDS.

1. Amortiguador salino de fosfatas (FES) pH 7.2 estéril.

Cloruro de sodio B.45 [
Fosfato dibasico de potasia 3.13 [
Fosfato monobasico de potasio 1.56 g
Agua destilada cbp 1000 ml

Ajustar el pH antes de atorar. PRistribuir en alicuoctas.
Esterilizar a 15 lbs por 15 min. Verificar esterilidad y
almacenar a 4°C.

2. Solucidn salina isotonica (0.85 % p/v}

Cloruro de sodio 8.5 g

Agua destilada chp 1000 ml
3. Albttmina sérica bovina al 0.1 4 (p/v).

ASE fraccidn VY {(Sigma)l 10 mg

LGolucidn zalina isotontca chp N ml

4. Solucion 1 (Lowry).
Carbonato de sadioc al 2 % en hidrdnido de sodio 3.1 M.
S. Solucidn 2 (Lawryl.

Sulfato de cobre pentahidratado at 1 % 1 parte
Tartrato de sodio y potasioal 2 % 1 parte

&. Solucion 3 (Lowry).

Solucidan 1 =0 partes
Solucicn 2 1 parte

7. Reactivo de fenol diluido.

Disponible comercialmente como reactivo de fernol de
acuerdo a Folin—Ciocal teau. Es aprodimadamente Z N en &—
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cida ¥y se titula con ¢viaOH v fenolitaleina como indicador para
diluirlo a 1IN para la prugba. La dilucion ez cercana a 132,

a. Sclucidn de Lugol.

Solucidn saturada v Filtrada de wvodo =2n KI al | %,

. Agarosa al 1 .
Agarosa {(Bioxon, ilens, 1.0 a
Solucion salina isotdnica cop. L1001 mi

LT

10, Clorureo de Bencalconio al 1 .
Mejor conocido como benzal, s=2 encuentra disponible &n
el comercio.

11. RFMI-1&40,

Fara lavar ceélulas:

EFMI--1=-b o GEETIT, s, Lrea 0%
Bicarbonato de sodio (J. 7. bpaker, &Menr. Zett oy
HEFES; M-Z-Hidrosieti]l piperacina-etano

fAcido sulfdnico 1Sigma, EUA) . 2.08 4
Fenitcilina PO Wend
Estreptamicina Lordnar wosmd
Agua destilada v desianizada cho 1000,0 ind

Fara Medio de cultivo completo:

Lo anterior v

Suero fetal de ternera (GIBCO, EUA) ] bA
2-Mercaptoetanol Zon 10 M
Tanto el RFMI-15340 para lavaoo <ccmo  para  culbiv 1=
esterilicaron por filtracidn. Se distrubuwyeron e
alicuatas en Trascos estoriles con tapa. Se veriftice 1a

esterilidad v se almaceno a - 207 C.
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12.

14,

i5.

l&a.

17.

18.

Azul tripdn al 0.2 § (pr/fv)
Azul tripan

Solucidn salinma isotonica
Concanavalina A (Con A).

Tipo IV-5 (SIGMA}

Peso netc S mg

Almacenar en vial par abajo de O C. Ya bhidratado se

almacenn en allcuwatas a - 20 Q.

Timidina Tritiada (3 H-  Tdr).

NET-027 THYMIDINE, (METHYL- H)

New England Nuclear

Actividad Especifica b7 Cifmmnl

Concentracion o 1.0 mCisml

Hecha la dilucicdn almacenar a 4 C.

Acide triclogaceético al S ¥ (p/v).

Acido triclaoroacetico Z.0 ]

Agua destil ada cbp 100 ml

At ido fricloacttico al 19 Y (p/v)

Acido triclorocacético 10.0 g

Agua destilada cbp 100,40 ml

Metanol al 70 % (v/v).

Metanol 70 ml

Agua destilada 0 ml

Liguido de Centelleo.

FOFOF: p-bis({2-(S-feniloxazolil)lbenceno 0.1 g

{BECKMAN)

FFPO: 2,3-difeniloxazol «(BECKMAN). 5.0 g
cbp 1000.0 mi

Tolueno
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