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RESUMEN

INDUCCION DE LA RESFUELTA INMUNITARIA CELULAR FROVOCADA POR LA
INODCULACION INTRACSECAL DE TROFOZOITOS DE Entampeba histolytica EN
GERBUS (Meriones uynauaculatus).

Existe poca informacién acerca del desarrollo de dinmunidad celular
por la presencia de Entamoeba histolytica a nivel intestinal, esta
no ha sido estudiada adecuadamente por la dificultad de encontrar

un modela experimenta! adecuado de amibiasis intestinal. En el
presente estudio, sz utilizaron gerbos mongdélicas (Meriones
unguiculatus) los cuales son faciles de infectar experimentalmente

con el paraeirto.

El objetivo de este trebafo fue evaluar la respuesta inmune celu-
lar, tanto local! como sistémica, que precentan grupos de gerbos
inoculados intracesalmente con trofozoitos de E. histolytica.

Se utilizaron gerbos m2zhos de 59 a 65 dias de edad. La cepa de
Entamoeba histolytica utilizada fue la HMI-IMSS cultivada en medio
TYI-5-32, se utilizarcn dos antigenos amibianos, un extracto total y
una fraccién membranai (F-15).

Para evalua\' la respuesta inmunitaria celular, se midio la cantidad
de H’-timidina que incorpararon al incubar por separado linfocitos
de ganglios linfaticos mesenteéricos (GLMs) y bazo con diferentes
cantidades de los dos antigenos amibianos.

En principio, se determipo la actividad mitagénica de la
concanavalina A sobre linfocitos de Baza y GLMs de gerbos nharmales.
Se determino la dosis ¢ptima de estimulacién en ambos tipas de
células. También se encontro que al incubar linfocitos de 14 gerbas
naormales con las fracciones amibianas, estas indugeron la activacién
inespecifica de ambos tipos de linfocitos.

En otro ewperxementa. 28 gerbos fueron cuv:.du:ioe en 4 grupos, el
grupe 1 y S fueron inoculados con § X 19° trofozoitos de Entamoeba
histolytica en el ciego. Los grupos 2 y 4 no fueron inoculados y se
usaron como grupes contirol.

Los animales del grupo 1 y 2 fueron sacrificados 10 dias después de
la inoculacion vy <sus linfocitos se  incubaron  caon aiferentes
cantidades de las fraccidnes amibianas. los grupos 3 y & fueron
sacrificados 30 dias después de la incculacién y sus linfocitos se
incubaron de la misma manera.

La cantidad a la que incorporaron mayor cantidad de timidina todos
lags grupos fué S5 um por pozo. La siquiente tabla muectra la cantidad
de timidina (medidas nor cuentas por minuto) incorporada par los
linfocitos a la dosis marima (media y desviacién standard).

LINFOCITOS

Ganglios lintaticos Bazo

10 aias 30 dias 10 dias 30 dias
EXTRACTO TOTAL R
Testigo 13466-3290 14659-2292 12469-3300 12221-2143
Problema 21481-3730 33758-5300 190 18-4264 21312-5042
EXTRACTO MEMBRANAL .
Testigo 16373-2447 19504-2240 11786-3101 14130~-2085

Problema 27488-3016 39970-5371 15378-2406 268514190



Con los dos antigenas v para ambos tipas de tintocitos, los grupos
experimentales presentaron una respuesta mayor estadisticamente
significativa (a = 0.05) que los grupos testigo. La respuesta fué
estadisticamente (a = 0.053) mayor en linfocitos de GLMs que en los
de baza, asi mismo, fue mayor para el antigeno membranal que para el
anti{geno total.

A pesar que los linfocitos de baco respondieron con menor intensidad
que los linfacitos de GLMs. de los mismos animales infectados, estos
respondieron cualitativamente en un nivel mayer que los linfocitos
de bazo de los animales no intTectadaos en los dos tipos de antigeno,
lo que sugirié que la inoculacién de trofozoitos no solo induce una
respuesta celular local contra E. histolvtica sino también una
respuesta celular sistémica. Por ecto, se trato de demostrar
hipersensibilidad retardada cutanea par medio de
intradermorreacciones. Fara medir hipersensibilidad retardada, se
utilizaron 4 grupas de 10 animales, en todos la inoculacigdn fué
intradérmica con 10 ug de proteina de un antigeno membranal. EIl
grupo I fueron animales no infectados y retadas con proteina
amibiana. Los animales del grupc 2 fueron animales con 30 difas de
infeccidén amibiana y retado=z con albumina sévica bovina. E1 grupa 3
fueron animales con 10 dias de infeccién y retados con proteina
amibiana, par altimo, los animales del grupo 4 tenfian 30 dias de
infeccién y fueron retados con proteina amibiana.

Se midio el porciento de incremento a les animales después de 24
horas del reto. Se encontré un % de incremento en el grupo 1 de
&9.43; grupo 2 de 46.2; grupo 3 de 116.3 y grupo 4 de 173.1 . Lo
anterior demuestra que se monta wuna respuesta  inmune celular
de tipo sistémico.



INTRODUCCION A LA AMIBIASIS

Definicién de amibiasis

t.a Organizacién Mundgial de la Salud en 1969, definié esta
enfermedad como la situacién en la que se parta el parasito
Entamoeba histolytica, con o sin manifestaciones Elinicas ellas.
La amibiasis sintomatica es primariamente una enfermedad
intestinal, vy cuando se vuelve extraintestiﬁal genaralmente

afecta el higado .

De acuerdo caon su sintomatologi{a, la amibiasis
intestinal puede producir una amplia variedad de alteraciones
anatdmicas, las correspondientes a cuadros clinicos bien
definidos, que se conocen como: colitis ulcerativa amibiana,
megacolon téxico o disenterfa amibiana fulminante, ameboma a
granuloma amibiano, Yy apendicitis amibiana. En cambio, la
amibiasis hepatica se caracterica por la presencia de una O MmAS
Areas grandes de necrosis O abscesos. Ademis, la amibiasis
extraintestinal puede afectar a casi todos los érganos del cuerpo;
de todos modos, las localizaciones distintas al intestino y al
higado son muy raras y generalmente ocurren en sujetaos gravemente

parasitados ( Pérez-Tamayo 1986).

La amibiasis intestinal es una enfermedad sumamente frecuente en
México, aproximadamente del 10 al 20 % de la poblacidén es
portadora de este parasito. En Areas endémicas camo México,
aproximadamente el 2 ¥ de los pacientes adultos desarrollan

absceso hepatico amibianc (Onofre, 1986).



LA RESPUESTA INMUNITARIA EN LA AMIBIASIS

Aunque la amibiasis es muy frecuente en algunos paises como
Méxicao, solc unos cuantos individuos infectados con E. histolytica
desarrollan colitis amibiana y muchos menos el absceso hepatico
amibianos que es su principal secuela (Onofre, 1984). Prabable-
mente, la condicién que desencadene este daffo es la ruptura del
equilibrio entre los factores de virulencia del pardsito y la res—
puesta inmunitaria local y sistémica del hospedador {Kretschmer
1986). La colonizacién intestinal y la amibiasis invasora, desen-
cadenan la praduccién de anticuerpos locales y sistémicos en huma-
nos (Kagan, 19733 Snarma y col. 1978,1981; Martinez y col., 1979;

Grundy y col., 1983; Acosta y col., 1985, 1987).

Stemberg en 1978 encontré que eritrocitos cubiertos con
antigenos amibianos eran lisadgos por monocitos en  presencia de
suero inmune, esto sugiere que el mecanismo de lisis por células
es dependiente de anticuerpos. Sin embar go, no observé lisis de

trofozoltos amibianos por monocitos y  suero.

In vitro la interaccién entre anticuerpos antiamiba de la clase

1g6 o IgA marcados con fluoresceina y trofozoltos de E.
histolytica, provoca en forma primaria una distribucién homogénea
de la fluoresceina en toda la superficie del trofozoita. Pero
después de un corto periodo de incubacién las anticuerpos son
redistribuidos hacia un polo de la célula y finalmente liberados

al wmedio, en caomplejos con sus antigenos respectivos. Este



fendmeno, conocido como formacidn de casquete (capping) puede . ser
uno de laos mecanismos que protegen a la amiba de la inactivacidén o
lisis por anticuerpos y complemento (Calderén y. col., 1980;
Acosta y col., 1983; Calderén y col., 1986). Lo anterior no se

ha corroborado irn vivo.

LLa eliminacién de anticuerpos par los trofozof tos de E.
histolytica, parece indicar que los mecanismos mediados por

células son los responsable de controlar la amibiasis.

RESPUESTA CELULAR EN HUMANOS

El primer contacto entre E. histolytica vy el sistema inmune se
realiza a nivel intestinal. Una vez invadida 1la mucosa aparece
una respuesta inmune celular o humoral vque regula el curso de

la infeccién (Trissl, 1982).

Las interacciones de cé¢lulas del hospedador con trofozolitos de
Entamoeba histolytica son muy complejas, ya que éstas tienen
:¢apacidad de adherencia,citolisis y fagocitasis (Chévez y col.,
’ 1974; Ravdin y col., 19B0; Ravdin y Guerrant, 1981; Trissl, 1982),
sobre diferentes lineas celulares y sobre eritrocitos de

diferentes especies animales.

La primera linea de defensa celular en el organismo son los
Polimorfonucleares (PMN), cuando una amiba invade tejidos del

humano seguramente tiene contacto con éstos. Las interacciones de




E. histolytica con FIMN es uno de los eventos mis interesantes.

Guerrant y col en 1981 , estudiaron las interacciones in

"

vitro de neutréfilos humanos con dos cepas axénicas de
histolytica aisladas de pacientes con amibiasis invasora. En este
estudic la cepa virulenta HM1-IMSS 1isé a los neutréfilos sin  que
se viera afectada la viabilidad amibiana. La muerte de los
neutréfilos ocurrié a través del contacto celular, p.n-imern hubo
cambios en la membrana , después degranulacién, vy por ultimo la
muerte del neutréfilo. En  los estudios anteriores se aobservé
que ni 3000 FMN podian disminuir la viabilidad de cepas

virulentas.

Ravdin y col. 1985 estudiaron la interaccién entre neu-
tréfilos y algunas cepas amibianas axénicas. La cepa  viru-
lenta HM1-IMSS 1lisé neutréfilos humanos sin perder su  viabi-
lidad. Sin embargo, neutréfilos humanos lisaron cepas menos
.virulentas como la H-303-NIH y la NIH-200V, asi como la
cepa Laredo que no es patédgena. Ademas, la susceptibilidad de
los neutréfilos a la lisis por las diferentes cepas amibianas
estuvo relacionada a la virulencia de estas sobre células del
ovario de hamster. La capacidad de la cepa HM1-IMSS para matar
neutréfilos fue reducida adiciecnar N-acetil-D—-galactosamina

{(inhividor especifico de lectinas amibianas). Estos estudios
demuestran claramente la importancia de las lectinas amibianas
en la virulencia de estos organismos y en la interaccion

entre neutrofilos y este parasito.

Se han propuesto varias hipdétesis para explicar la actividad




é;tolltica de E. histolvtica sobre neutréfilos. La primera de
ellas, es la que propone la existencia de una estructura
.lisosomal activa en la membrana (Eaton y col., 196%; Rondanelli y
col., 1974; Proctor y Gregary, 1982), sin embargo, algunos

hallazgos histopatolégicos y estudios in vitra han descartado

este mecénismn {Gonzalez y Martinez-Palaomo 1983). Se ha propuesto
camo mecanismo alternativo la activacién autocatalftica de las
enzimas proteoliticas del neutréfilo (Jarumilinta vy Kradolfer,
" 1964). Ravdin y col. en 1982 observaran que la lisis de las
células del ovario de hamster chino causada por E. histolytica
puede inhibirse mediante blogueadores de la formacién de
canales de Na y Ca (Verapamil y Bepridil), también se ha
prupuesﬁu que el efecto litico de las amibas sabre los
neutréfilos podria resultar de alteraciones en el flujo de

iones.

Lﬁs datos in vitro sugieren que E. histolytica invasora (cepas
virulentas) tiene todos 1las requerimientos na:esarids para
resistir el enfrentamiento con los PMN humanos normales. Esta por
verse si esta inferioridad fagocitica de 1los PMN frente a E.

hiétalztica también opera in vivo ( Kretschmer, 1986).

La participacién de los macréfagos, una de las principales
células efectoras en la inmunidad célular, no ha sido estudiada
suficientemente en la amibiasis humana. Los principales estudias
sobre la participacién de los macrédfagos se ha realizada en
modelos animales camo hamsteres, ratones y gerbos. Ademas, en

estos estudios solo se ha evaluado su participacién en amibiasis




hepatica y a la fecha no existen estudios en. la amibiasis

intestinal.

Salata y col en 1987 lagraran activar macréfagos humanos con
interferén gamma para gue afectaran la viabilidad de trofozoltos
de E. histolytica in vitro. Este estudio demostré que el
interferon gamma por si solo es capaz de activar macréfagos
para que mataran amibas virulentas in vitro. Ademas, anticuerpos
anti~interferdn gamma inhibieron en parte la acciosn de las
linfocinas ( producidas por la activacidn de linfocitos al
incubarlos con antigenos o con concanavalina A )  para activar
macr&fagos ¢y consecuentemente lisar trofozoftos del parasito.
Por aotro lado, los macréfagos de calostra humano al incubarlaos
con trofozoitos de E. histglytica afectan la viabilidad vy

adherencia de estos dltimos (Rocha y col., 19864).

Estudios clinicos indican que pacientes recuperados de absceso
hepatico amibiano rara vez vuelven a padecer la enfermedad, lo que
sugiere una respuesta inmune protectora. Estudios experimentales
en modelos animales, indican que mecanismos inmunes mediados por
células pueden limitar o prevenir abscesos hepaticos (Meerovitch y.

Chadee, 19688).

Durante la fase aguda de la amibiasis invasora, se pre-
senta una marcada depresion de la respuesta inmunitaria mediada
por células, y esta depresisn se carrige después de la
recuperacion del paciente (Qrtiz-Ortiz, 19753 Gaﬁguly y col.,

19792 .



Salata y col. en 1990 determinaron la presencia de diferentes
factores supresores en el suero. Ellos midieron la respuesta de
linfocitos T de pacientes recuperadas de absceso hepatico amibiano
a un antigeno total de E. histolvtica e incubados con sueros
inmunes o sueron testigos - Cuando eran incubados con Suero
inmune, la respuesta proliferativa disminuia en un &3% y la
produccidén de interterdn gamma en un 23 %4 ( el suero inmune no
afectd la respuesta de los linfocitaos a mitédgenos. La actividad
supresora del suerc inmune disminuyé comoe aumentaba el tiempo
post-tratamiento y no correlaciond con los titulos de anticuerpaos.
Ortiz y col. en 1975, encontraron que pacientes con absceso
hepatico amibiano tentfan disminuida su respuesta inmune celular
hacia antigenos de E. histolytica en el momento del diagnéstico.
Se utilizé intradermorreacciones y la produccién de MIF  para
medirla. La respuesta en tedos las pacientes se recuperd 10 dias

después del tratamiento.

En pacientes que han presentado absceso hepatico amibiano,se ha
demostrado la proliferacién de linfocitos T ante antf{genos
amibianas (Harris y Bray, 19743 Ganguly y col., 1979; Aust—-Kettis

y Sundqvist, 1982 ).

En intentos para determinar antigenos relevantes en la
respuesta inmune mediada por células en la amibiasis, se determind
que fracciones amibianas ricas en una lectina inhipible con
N-acetil-D-galactosamina induce gran actividad proliferativa en
linfocitos de pacientes recuperados de una amibiasis aguda

invasiva ( Ravdin y col., 1985; Salata vy Ravdin, 1985 .



Joyce 'y gqudin en 1986 determinaron por la tecnica de
Western—-Blot las proteinas amibianas reconocidas por €l suero de
pacientes recuperados de absceso hepatico amibiano. Ellos
presupanen que estos antigenos son procesados por los macréfagos y
presentados a los linfocitos T para que estimulen la produccidén de

anticuerpos por los linfocitos B.

Las proteinas solubles preparadas de cultivos axénicos de E.
histolytica son capaces de inducir wuna gran proliferaciédn de
linfocitos T de individuos no infectados ( Diamantstein y col.,
1981; Aust-Kettis y Sundqvist, 1982 ; Salata vy Ravdin, 1985 ).
Diamantstein y col. en 1980 encontraron que la proliferacién es
unicamente de los li#focitos T y no de laos linfocitos B. Ademis
encontraraon que la actividad mitogénica d&ptima de prateina
amibiana para linfocitos sanguineos fue de 100-200 ug por ml. y se
obtuvo entre el quinto y séptimo dia de cultivo. La respuesta
mitogénica linfacitaria fue mayor con prote{nas amibianas que caon
Concanavalina A (éan A} que es un mitdgeno de linfocitos T, tanto
en magnitud de la respuesta preoliferativa como en cantidad &ptima
de concentracidn. Estos investigadores sugieren que la mayor
actividad de las proteinas amibianas se debe a su heterogeneidad,
lo que les daria capacidad para unirse a diferentes sitios en

los linfocitos T o activar diferentes subpoblaciones.

Salata y col. en 1986 caracterizaron los fenotipos de
linfacitas T y la proliferacién de é¢stos, en pacientes después del
tratamiento contra el absceso hépatico amibiano. Estudiaran (5

pacientes con un promedio de 10 semanas después del tratamiento,



y fueron comparados con controles de la misma edad y sein. La
relacién de T4/TB se encontrd diferente en los pacientes a los
controles, con un aumento de los TB y una reduccién de los T4. No
se presentéd diferencia en el numero total de linfocitos entre los
grupos. La respuesta de los linfocitos de los pacientes a la Con
A fue menor que en los caontroles la respuesta a la
fitohemaglutinina (FHA) no estuvo alterada. La blastogénesis de
linfocitos inducida por proteinas amibianas solubles {Cepa
HMI-IMSS), fue mavor que la respuesta mitogénica en los controles.
Linfocitos T no inmunes son capaces de matar in vitro trofozoitas
de E. histolytica s{ son estimuladas 18 horas antes con
fitohemaglutinina (FHA)( Salata y col 1987). ta muerte de las
amibas fue dependisnte del contacts con los linfocitos a
independiente de anticuerpos. Esta requirid la presenciade PHA en
el momento del contacto. La presencia de FHA en el momento de 1la
interaccién de linfocitos T no sensibilirados con amibas, no fue
suficiente para que las células del _huépedadun. mataran a las
amibas, ni para hacerla resistentes a la accién citotdxica

de las amibas.

MODELDOS DE INMUNIDAD CELULAR EN ANIMALES

Con el propdsito de analizar la patogénesis de la amibiasis in
vive, la actividad farmacoldgica de medicamentos antiamibianos vy,

ademas, investigar la respuesta inmune, se ha tratado de



reproducir la infeccidn por E. bhistolytica en animales de
iabnratorio. En un principio, los enfoques esxperimentales eran
administrar quistes procedentes de las heces de pacientes con
disentertfa amibiana por via oral. Después, fue cultivar a los
trofozoltos para enquistarlos in vitro Y utilizar este
material . Este método se dejd de utilizar debido a la dificultad
para inducir el enquistamiento de los trofozoltos en cultiva .
Por 1o tanto, el procedimiento mias comunmente empleado para
infectar a los animales de laboratorio ha sido la inoculacién de
los trofozolitos directamente en el intestino grueso o en el

higado .

Las primeras investigaciones en amibiasis experimental se llevaron
a cabo en perros y gatos. De estos primeros estudios se obtuvieron
impartantes conclusiones, como el hecho de que 1las heces
disentéricas gque contienen trofozoltos no infectan a otros
animales cuando se les administra oralmente, mientras que
los quistes administrados por la misma via, si producen lesiones
intestinales. Actualmente el uso de estos animales es limitado,
en parte debido a la dificultad en la manipulacién y a la falta

de uniformidad e insuficiente nidmerc de animales.

Actualmente, los roedores se utilizan con mayor frecuencia como
modelos para el estudio de amibiasis experimental. Sin embargo, se
ha observado en general que los animales que resultan adecuados
para estudios de amibiasis hepatica ’ no lo son para
investigaciones de amibiasis intestinal. Consecuentemente, se

utilizan modelos especificos con caracteristicas determinadas



para resolver problémas especificos.

T;utsumi V. ¥y col.en 1984 concluye que el hamster es el animal de
experimentacién que se recomienda para diferentes estudios
relacionados con la amibiasis hepaAtica, ya que presenta una alta
susceptibilidad y las lesiones obtenidas son unifaormes e
histolégicamentes similares a las observadas en el humano. En
contraste, las lesiones intestinales amibianas no se producen

facilmente en este animal.

Estudios con modelas in vivo de absceso hepitico amibiano, son
indicativaos de que mecanismos mediadas por células limitan la
infeccidn inicial amibiana y previenen contra amibiasis iﬁvasiva
recurrente. Esto se demastré al deprimir 1la respuesta inmune
mediada por células en hamster por diversos mecanismns como:
terapia de esteroides, timectomia neonatal, esplenectomia,
radiaciones, tratamiento can silice Yy con anticuerpos

antimacréfagas o antilinfocitos,y después retar con E. histolytica

en el higado. Los hamsteres con inmunodepresion presentaron
abscesos mayores que los animales normales, asi camo mayor
numera de mestastesis a otros drganos ( Ghadivian y col. 1981

a,b, 1982a, 1983

Tanimotoe y col.,1974). En hamsteres inmunizadas,
algunas cé¢luias efactoras como: linfocitos de sangre periférica,
células de bazo y macr&éfagos peritoneales, son capaces in
vitrg de matar trofozoltos de E. histolytica (Ghadirian v

Meerovitch 1982b).

Estudios realirados en un modelo de ratones desnudos con  absceso

hepiatico amibiana dan una elevada importancia el macréfago camo

11



célula efectora del huésped (Stern y crel, 1984). Los macréfagos
derivados de monocitaos activados can Concanavalina A -}
fitohemaglutinipa 1liberan una linfocina que afecta a los
trofozofitos de E. histolvytica causandoles la muerte alrededor de

18 horas después.

LLa rata, se ha utilirzado como un mpodelo de amibiasis intestinal
(Neal, 19513 Healy vy Gleason, 1%9&6). Sin embargo; solo son
suceptibles a infectarse ratas vecién destetadas, estas no
presentan un sistema inmune totalmente desarrvollado, lo que no
permite usarlas como un modelo de estudio de la respuesta inmune.

Los ratanes son animales altamente resistentes a la amibiasis lo
que restringe su uso, a pesar de que por haberse desarrollado
cepas singénicas seria ideal su empleoc en el estudio de 1la

respuesta inmune (Gold vy Kagan, 1978).

El primer reporte del usc de los gerbos en infecciones

producidas por E. histolytica fue hecho por Diamond y col. en

1974, Ellos estudiaron las lesiones hepaticas producidas
por la incculacién in situ de trofozoftos de E. histolytica

y observaran una menor virulencia en gerbos que en hamster,
independientemente del sitio de indculo. Esto sugirié que el gerbo
podria ser un mejor modelo animal para el estudio de la secuencia

en la patogenia de la amibiasis.

Posteriores estudios sobre la amibiagis intestinal vy hepatica,
fueron hechas por Chadee y Meerovitch (1984, 1985 a,b ).
Ellos observaraon que las lesianes en la pared cecal no

fueron en un principio invasiones activas, sino indugeron cambios



histulbéicus en la lamina propia y epitelio interglandular, dando
cnﬁu resultado la ruptura de la pared. Estos cambios pueden
ocurrir como resultado de la absorcién de toxinas amibianas y
entonces, al superar las barreras de defensa, lés amibas

pueden invadir y producir las lesiones tipicas.

Las amibas obtenidas de casos asintomaticos de amibiasis pueden
colonizar el ciego de gerbas, sin embargo, la presencia de
amibiasis invasiva depende del uso de cepas altamente virulentas.
Las infecciones cecales se pueden obtener con cepas cultivadas en
medios axénicos o monoxénicos. Las bacterias asociadas en cultivos
monoxénicos parecen no  jugar un  papel importante para el
mantenimiento y expresisén de la virulencia en este madelo (Chadee
y col. 1985c). Sin embargo. los protozoarios y las bacterias
naormales del ciego puede afectar el crecimiento y la colanizacidn
de los trofozoitos ( Smith y col 1985) . Todo lo énteriur
hace pensar que el gerbo es un buen modelo para el esfudio de la

inmunologia de la amibiasis a nivel intestinal.

Chadee y Meerovitch en 1983, describieron cambios histolégicos en
organos linforeticulares después de la infeccién intracecal de
gerbos con E. histolytica. Los ganglios linfaticos mesentéricas
mostraron 5§ a 10 dias después de la inoculacién (DI},
hiperplasia de folfculos corticales y blastogénesis en Aareas
paracorticales. 20 a 30 dfas DI las Areas paracorticales
presentanban disminucién de linfocitos, &0 DI las Areas
paracorticales estaban totalmente repobladas. Los foliculas

linfoides del bazo presentaron hiperplasia durante todo el tiempa.
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En el trabajo anterior a pesar de demostrar que existen cambios en
los organas linfoides asdciados al intestino no se demostré si
existia activacion de linfocitos, ya sean locales o sistémicos.

Los gerhos, también han sido utilizados para estudiar la respuesta
inmune celular en abscesos amibianos. Denis Yy Chadee en 1988,
encontraron en gerbos que macréfagos obtenidos de higado con
absceso hepatico amibiano tenian notablemente inhibida su funciodn
réguladcra. No producian interleucina 1 ni respongfian a linfocinas

in vitro.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El primer contacto de E. histolytica con su huésped se realiza
a nivel intestinal, se ha propuesto que es la respuesta celular
local la responsable de mantener la homeostasis entre los factores
de virulencia del par&sitoc y el huésped.

La respuesta inmune celular a nivel intestinal contra Entamoeba
histolytica no ha sido estudiada adecuadamente hasta el momento,
esto debido a la dificultad de encontrar un modelo experimental
adecuado de amibiasis intestinal.

Anteriormente, nuestro grupo demostré que diferentes fracciones de
E. histolytica ( filtrado amibianao, extracto total, fraccién
membranal y fraccién nuclear )} tienen efecto mitogénico sabre
linfocitos de ganglios linfaticos mesentéricos (GLMs) y bazo de
ratones BALB/c normales (Diaz vy col 1990). Este efecto podria
activar en forma policlonal diferentes colonias de linfocitos y

ser un mecanismo de patogenicidad.

Sin embarga, la utilizacién de ratones para demostrar la
respuesta inmune local contra E. histolytica esta limitada

por la gran resistencia de laos ratones a 1la infeccidén (Mattern,

12770 .

Se han propuesto varios modelos animales para la amibiasis
intestinal, aparentemente, el mejor modelo en la actualidad es
el gerbo,

Chadee y Meerovitch en 1984 y 1985, lograron infectar gerbos
con cepas virulentas de E. histolvytica Y producir lesiones
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caracteristicas. Esto hace pensar que los traofozoltos de E.

histolyvtica interaccionan con el sistema inmune a este nivel.
El proceso de penatracifin intestinal de la amibas o de difusicdn
de antigenos amibianos subcelulares en el ciego de los
gerbos, podria tener efecto sobre el establecimiento de wuna
respuesta inmune celular ya sea local y/o sistémica.

FPar lo anterior, en este trabajo se pretende evaluar 1la respuesta
inmune celular, tanto local como sistémica, que presentan grupos

de gerbas inpculados intracecalmente con trofozolitos de E.

histolytica.
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OBJETIVOS

Adaptar y mantener una colonia hamogénea de gerbos (Meriones
unguiculatus) tomando en consideracién la susceptibilidad de
estos animales a la infeccisén amibiana.

Investigar la proliferacién de linfocitos obtenidos de GLMs vy
bazo de gerbos ante un mitégena de linfocitos T
{concanavalina A).

Determinar la actividad mitogénica de diferentes fracciones
subcelulares de E. histolytica (extracto total del parasito y
fraccién membranal P-15) sobre linfocitos de GLMs y bazo de
gerbos normales.

Determinar si la inoculacidn intracecal de trofozoitos de E.
histolytica en gerbos, provoca el reconocimiento especifico
(a los 10 y 30 dias postinoculacidén) al incubar linfocitas de
GlL.Ms y bazo de estos animales con prateinas amibianas ( Medido
por la incorparacién de *H-Td en una microtécnica de
transformacién blastoide ).

Comparar la actiwvacién especifica de linfocitas de GLMs
(respuesta celular intestinal) con los de bazo (respuesta
celular sistemical.

Determinar si 1la inoculacisn intracecal de trofozolitos de

E. histolytica en gerbos, estimula la respuesta inmune

celular sistémica in vivae (Por intradermorreacciones).
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MATERIAL ¥  METODOS

Animales

Se utilizaron gerbos machos ¢ Meriones unquiculatus > de 55 a 65
dias de edad y con un pesa de 40 a 80 gramos {g). Se alimentaron
con productos comerciales para ratones y agua ad libitum. E1 tiempo
que durd el trabajo, se mantuvierén en jaulas individuales dentro

del Bioterio de la Escuela Superior de Medicina del I.P.N..

Protocolo experimental para detarminar la actividad mitogénica de

la concanavalina A sobre linfocitos de gerbos normales.

Se utilizaron 8 gerbos sanos. Se sacrificaron y obtuvieron los
linfocitos de bazo y ganglios 1linfaticos mesentéricos, se
estimularon cen Con A (sigma) a siete diferentes dosis (0, 1, §,
10, 20, SO0 y 100 ug por pozo en los cultivos), para medir la esti-

mulacidén se utilizé una microtécnica de transformacison blastoide.
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Protocolo expsrimental para determinar la actividad mitogénica .de
dow diferentes fracciones amibianas (Extracto total y Fraccidén

P-13) wobre linfocitos de gerbos normales.

Se utilizaron 14 gerbos normales. Se sacrificaron y obtuvieron los
linfocitos de bazo vy ganglios linfaticos meséntéricus, se
estimularaon con las dos fracciones amibianas a 6 diferentes dosis
t 0, 1, 5, 20, 50 y 100 ng por pozo en lﬁs cultivaos ), para medir la
estimulacién se utilizéd una microtécnica de transformacion

blastoide.

Protocolo experimental para medir la respuesta inmunitaria de
linfocitos de gerbos inoculados intracecalmenta con trofozolitos

de E. histolvtica.

15 dias antes de ser inoculados con E. histolvtica, todos 1los ani-—
males fueron tratados ( sondeo intragastrico ) tres dfas seguidos
can metronidazol ( Flagyl ) , a dosis de 200 mg/Kg. El tratamiento
previo fue con el fin de eliminar protozoarios comensales

como Entamoeba muris y Trichomonas sp..

Se utilizaron 28 animales divididos en cuatro grupos de 7 . Los

-1

grupas 1 y 3 fueron inoculadas con . S X 10 trofozoitos en

ciego. Los grupos 2 y 4 fueron utilizados como grupos testigo

y no se inocularan.

Los animales del grupo uno y dos fueron sacrificados 10 dias des—
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puds de la inoculacién, se obtuvieron linfocitos de bazo vy gan—
glios linfiticos mesentéricos y se estimularon con dos diferentes
preparaciones amihianas ( Extracto total del parasito y una fraccién
membranal del mismo ) a seis diferentes dosis. Para medir la-
estimulacion se utilizé una microtécnica de transformacién
blastoide. Los animales de las grupas tres y cuatro fueran
sacrificados 30 dias después de la inoculacién y sus linfocitos se
procesaron de la misma manera que los grupos uno y dos. En todas
los casas se trapajaron dos animales simultaneamente, un animal del
grupo testigo y un animal del grupo problema el mismo dia para

igualar condiciones.

Obtencicn de amibas para inocular

Se utilizé la cepa arénica de Entamoeba histolytica HMI-IMSS.Todos
los trofazoitas fueron cultivados en condiciones axénicas en el me-
dio TYI-S-33 ( Diamond, 1978 ), durante 72 horas, tiempo en que
las amibas se encuentran en la fase logaritmica de crecimiento. Las
amibas se despegaron mediante incubacién en agua-hieloc ( aproxima-—
damente a 5 grados centigrados ) purrﬁ minutos y posteriormente se
centrifugaron en una centrifuga clinica a 1500 rpm.. Se retire el
sobrenadante con una pipeta Pasteur y se resuspendieron los
trofozoitos en el vmismo medio. Se contaron las amibas en un
hematémetro y se ajustaron a la cantidad requerida ( 2.5 X 10°
en ml. ). Todas las amibas utilizadas en el presente trabajo fueron

donadas por el Dr. Victor Tsutsumi, Jefe del laboratorio de
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Patologia del Departamento de patologia exparimental del CINVESTAV

del INSTITUTO POLITECNICD NACIONAL.

Ant{genos amibianos

Las amibas usadas para la obtencién de los antigenos amibianos, se
centrifugaron a 200¢ revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 5 mi-
nutos en tubos conicos de 50 ml.. Se retird el sobrenadante con una
pipeta Pasteur y se resuspendieron los trofozoftos en una solucién
buffer de fosfatos ( F.B.S. ) estéril, se repitié 1la centrifuga~

gacién, se resuspendieron los trofozoitos en S ml. de P.B.S..

El extracto total se obtuvo al romper laos trofozoftos por congela-
cién a —~20 grados centigrados y descongelacién brusca a 15 grados
centigrados, esto se repitid tres veces. Después de la ultima des-—
congelacidén no se observaron trofozeitos enteros al microscopio
compuesto. La fraccién membranal ( P-15 ) se obtuvo al centrifugar a
14 000 6 por 15 minutos un extracto total del parasito, el
sobrenadante se deseché y el sedimento fue nuestra fraccién util

(Valadez—-Salazar vy Ldpez Revilla, 198&4).

La cantidad de proteina de los extractos amibianos se determiné por
la reaccién de Folin—-Ciocalteau ( Lowry, 19351 ). Los extractos se

prepararuﬁ el mismo dia que fueron usadoS.
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Cada animal antes de la cirugia se mantuvo e€en , ayuno cuando menos
12 thoras. Se anestesié intraperitonealmente con pentobarbital
sdédico ( Anestesal, Smith-Kline & French, México ) a dasis de SO
mg/Kg de peso. Ya dormido se rasurd la regién abdaminal con un ras-
trillo nnrmal,'fue.:olocadn en una mesa de diseccién decubito supi-
no y sujetado por las extremidades a las lados de la mesa. El abds—
men fue limpiado exhaustivamente con torundas humedecidas con Clo-
rura de benzalconio (Benzal}. El animal fue entonces cubierto con
un campo hendido de tela estéril. Con un bisturi se efectud la
incisién media abdominal de aproximadamente 2 cm. de largo, en ca-
vidad abdominal en dos planos, piel y pared muscular. Se expuso el
ciego al exterior. Las amibas fueron inyectadas en el apice con
una jeringa insulinica. La inoculacisén fue lenta para evitar 1la
distencién brusca del ciego. La herida abdominal fue cerrada en
dos planos con catqut 000, se aplicd un antiséptico local sobre 1la
herida. Los animales fueron mantenidos en calor hasta que se recu-
peraron de la anestesia. Una vez despiertos se les devolvid la
dieta normal hasta el cumplimiento del plazo establecido de

infeccion.

Obtencién de linfocitas de bazo y ganglios linféticos mesentericos

de gerbos

Los gerbos fueron sacrificados por inhalacién con cloroformo, se

les desinfects el abdomen con cloruro de benzalconio ( Benzal ) y se

22



colacaron en un ambiente estéril. A continuacién se separd piel
abdominal, las demas capas abdominales se inciﬁieron hasta llegar al
mesenterio, se localizaron los ganglios linfaticos mesentéricos y el
bazo, se extirparon y se colocaron por separado en cajas de Petri
pequefias, conteniendo RFMI-1640 libre de suero a 4 °C. Los organaos
se disgregaron mecanicamente con pinzas de diseccién, con una
pipeta Pasteur se tomd suavemente la suspensién celular y se paso a
un vaso de precipitados de 10 ml. en cuya entrada tenia una capa de
tela de organza que sirvié como filtro para eliminar tejido
conectivo y graso. La suspensidn celular fue pasada a tuhos de
centrifuga con una pipeta Pasteur y centrifugada a 13500 r.p.m.
durante 5 minutos a 4 °C, se elimind el scbrenadante y se
resuspendieron las células en RPMI-1640 frio y sin suero, esto se
repitil dos veces m&s. La CUltima resuspensién se hizo en 4 ml de
RPMI~14640 frio, suplementado con 5 % de suero fetal bovino (S.F.B.)
inactivado por 30 minutos a 56 +*C y mercaptoetanal a una

S M.t Haneberg y col, 1978; Serke y col

concentracion de 5 X 107
1987) . Se tomardén S0 ul de azul tripano al 0.2 %4 en solucidén salina
al 0.85 4 , la muestra se colocéd en un hemocitémetro y se contd
el numero de lintocitos en un tiempo no mayor de 3 minutos. Se

estandarizé la suspension a 2 X 10 linfocitos por ml..

Microtécnica de transfomacidn blastoide

En cada pozo de una placa de microcultivo se colocaron 2 X 10

linfocitos de bazo o ganglios linfaticos mesentéricos en 100 ul  de
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RPMI-~1640 suplementado con S.F.B. ¢ Suspensién antes descrita ), Se
adicioné a los pozos por triplicado 0, t, 5, 80, S0 y 100 ug de
proteina de los antigenos amibianos ( E.T. y P-15 ) en 100 wul de
RPMI-14640 suplementado con S.F.B., de la misma manera se hicieron
cultivos con un mitégeno conocido que fue 1a Concanavalina A, Se
agregaron 5 y 10 ug en 100 ul de RFMI-1640 suplementado con S.F.B..

Las c¢lulas se incubaron por 5 dias en una estufa a 37 *C, con S
% de bidéxido de carbono en aire y 100 % de humedad. 18 horas antes
de finalizar el periodo de incubacidn, se les agregé 1 uCi de
timidina tritiada ( Actividad especifica de 6.7 Ci/mol, New England
Nuclear, Boston Mass., E.U.A. ) en 10 ul de RPMI-14640 suplementado

con S.F.B. (Nowell 1960).

Después del periodo de incubacién las células fueron cosechadas
en P.B.S5. a pH 7.2 en filtros de fibra de vidrio por medio de un
cosechador ( Bello-microharvester ), conectado a una bomba de vacio.
Se hizo pasar por el filtro, acido tricloroacdtico al Sy 10 %, vy

metanol al 70 % (Weir, 1978 ; Hudson y Hay, 1980).

Se secé el filtro y se despegaron las cl}culns pertenecientes a
cada pozo de la microplaca, estos se depositaron en viales de
plastico con tapén de rosca. Después se adicionaron par vial 2 ml.
de lfquido de centelleo. Las lecturas fueran obtenidas en cuentas

por minuto ( CPM )} en un espectrofotémetro para liquido de centelleo.

Intradarmorreaccicones
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La intradermorreaccién se realizé por la prueba de la hinchazén
del cojinete plantar. Se obtuvo la désis optima para la
inoculacién en el cojinete plantar (10 pug en 0.05 ml.). Se inoculd
dicha cantidad de protefna intradérmicamente en el cojinete plantar
de la pata izquierda, en la pata derecha de todos los animales se
les introdujo un volumen igual de solucién salina fisiolégica
estéril. La medida del espesor del cojinete plantar se hizo con un
microcalibrador antes vy después de 24 horas del desafio can
antigeno amibianao (se utilizd fraccién P-15). El porcientoc de
incremento ( A 4) de la hinchazén del cojinete plantar estid dado por
la diferencia entre la lectura después de 24 horas del desafio con

el antigeno o con S5F (Xt24) y la lectura antes del desafio (Xt0).

Xtas — Xto

Protocola experimental para evaluar las intradermorreacciones

La dosis &ptima de proteina para la inoculacién intradérmica se
obtuva al inecular grupos de tres gerbos can diferentes cantidades
del antfgeno amibiano ( 0. 1, 5, 10, 20, SO0 y 100 ug de proteina en
0.05 ml }, todos habilan sido infectados intracecalmentes coan
Entampeba histolytica 2¢ dias antes.

Se utilizaron 4 grupos de 10 animales, en todos la inoculacién fue
intradérmica can 10 ug de proteina en 0.05 ml.. E1 grupo 1

fueron animales no infectados y retados con proteina amibiana.
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Los animales del grupa 2 fueron animales con 30 dias de infeccidn
amibiana y retados con albdmina sérica bovina. El grupa 3 fueron
animales con 10 dias de infeccién y retados con proteina amibiana,
por Gltimo, los animales del grupa 4 tenfan 30 dias de infeccién vy

fueron retados con proteina amibiana.

Analisis estad{sticos

Se utilizaron para comparar los resultados entre los grupos, tres
técnicas estadisticas:analisis de varianza simple, analisis de
varianza factorial y una prueba de comparacién multiple (diferencia
significativa minima). Los datos fueron analizados en una
computadora PRINTAFORM con el programa S.5.5. en la Unidad
de Computo de la Facultad de Medicina de la UNAM. Las graficas

fueron realizadas con el praograma HARVARD GRAPHICS.
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RESULTADOS

Efecto dosis-respuesta de Con A sobre la incorporacién de

3H-timidina en linfocitos de bazo y GLMs de gerbos.

f.as curvas dosis—respuesta de los linfocitos se esquematizan en la
grafica 1. Tanto en linfocitos bazo como en GLMs la dosis a la
que incorporaron mayor cantidad de *y-timidina fueron S y 10 ug, a
estas désis se presentaron diferencias estadisticas con respecta a
linfocitos cultivados sin proteinas a dosis 0 ug. No se observaron
diferencias en la respuesta de linfocitos de bazo y GLMs de gerbos

a la estimulacién con Con A (Tabla 1}.

Efecto dosis-respuesta de dos difersntes preparaciones amibianos
sobre la dincorporacidn de 3H-timldinn en linfocitos de bazo vy

ganglios linfdticos mesentdricos (GLMs) de gerbos.

Se cultivaraon linfocitos de bazo y GiLMs (14 gerbos) con diferentes
cantidades de un extracto total (E.T.) de Entamoebha histolytica, los
resultados de este experimento se esquematizan en la grafica 2. La
estimulacién (incorporacién de *H-timidina) a 0 #g de proteina fue
estadisticamente menor ( o = 0.05 ) que cualquiera de: lés dosis
empleadas en los dos tipos de célula. ta estimulacién &ptima se
obtuvo al incubar linfocitos de bazo con 1 ug de protefna ( 5 ug de

proteina por ml. de medio ) y al incubar linfocitos de GLMs con 5 ug
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de proteina ( 285 pg de proteina por ml. de medio ). No hubo
diferencias estadisticas (a = 0.05 ) en las curvas de estimulacidén
dosis-respuesta entre linfocitos de bazo y GLMs para un E.T. de E.

histolytica (Tabla 2 y 3).

Los resultados de incubar linfacitos de bazo v GLMs con diferentes
cantidades de una fraccion P~15 de E, histolytica se presenta en
la figura 3. En los dos tipos de célula a la dosis O ug de proteina
fue estadisticamente menor que las otras dosis empleadas, la
estimulacidén dptima para las dos fue S5 ug ( 283 pug de proteina por
ml. de media ). La respuesta fue estadisticamente mayar en

linfocitas GLMs para las dosis 0, S5 y 20 ug de proteina.

3
Incorporacipn de H-timidina e#n linfocitos de bazo y GLMs de gerbos

inoculados 10 df{as antes con 3 X 105 trofozoitos de E. histolytica.

El efecto de los extractos de E. histolytica sobre la incorporacién
de 3H-timidina en cultivas linfocitarios de GLMs y bazo de 7 gerbos
inoculadas con trofozoltos de E. histolytica 10 dias antes, se
comparé con el efecto producido por los mismos extractos de
linfocitos de un grupo testiga.

Las curvas dosis-respuesta de linfocitos de bazo y GLMs a un E.T.
del pardasito fueron comparadas en las graficas 4 y 5, en ambas los
linfocitos incorporaron mayor cantidad de 3H-timidina a dosis de S
Hg de proteina. El grupo experimental presentd una respuesta

estadisticamente mayor que el grupo testigo a dosis de 1 y 5 ug de
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proteina para ambos tipos de célula

{Tabla 6 y 7). HNo hubo diferencias estadisticas en la respuesta a
un E.T. entre linfocitos de bazo y GLMs en el grupo experimental o

en el testigo.

Las curvas de estimulacién de linfocitos de bazo y GLMs a un
antigeno P-15 de E. histolytica se compararaon en las graficas 6 y 7,
en ambas fue estadisticamente mayor la respuesta del grupo
experimental a dosis de 1, S5, 20 y 100 nug de proteina. La dosis
¢ptima de estimulacidn fue 5 pg de proteina. Los linfocitos de GLMs
tuvieran una mayar respuesta al antigeno P-15 que los linfaocitos de
bazo, tanto en el grupo experimental como en el testigo ( tablas 8 y

? ).

' 3
Incorporacidn de H-Timidina en cultivo de linfocitos de bazo y GLMe
de gerbos inoculados 30 dias antes con 3 X !05 trofozo{tcs da E.

bistolvytica.

Se compard el efecto producido por dos extractos de E. histolytica
sobre cultivos de linfocitos, de un grupo testigo y de un grupo

experimental (inoculado 20 dias antes con E. histolytica).

Las curvas dosis-respuesta de linfocitos de GLMs y bazo a un E.T.
de E. histolytica se presentan en las griaficas 8 y 9, 1las cantidad
de proteina que produjo mayor estimulacién en las celulas fue 5 pg..

Los linfocitos de GLMs incorporaron estadi{sticamente mayor
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cantidad de “H-timidina que el grupc testigo en todos los puntos
de la curva, excepto para 0 ug de brqtelna {Tabla 11). E1 grupo
experimental en linfocitos de baza fue estaaisticamente mayar que al
testigo en las dosis 1, 5 y 20 ug de protefina (tabla 10). En el
grupo experimental los linfacitos de GLMs respondieron mejor al E.T.
que los linfocitos de bazo en las dosis 9, 20 y S0 ug de proteina.
Las curvas de estimulacién linfocitaria de bazo y GLMs a un antigeno
P-15 se observan ren la grafica 10 vy 11, en amhas tue
" estadisticamente mayor la respuesta del grupo experimental en todos
los puntos de la curva excepto O ug. La dosis ¢ptima de
estimulacién fue 5 ug de proteina. Los linfocitos de GLMs tuvieron
una mayor respuesta al antigeno P-15 que 1los linfogitos de bazo,

tanto en el grupo experimental como en el testigo (Tabla 12 y 13).

Efectoc de 1la inyeccion intradermica en cojinete plantar de un

ant{genc membranal amibianc en gerbos inoculados 10 y 30 dfas
antes con 3 X 10 trofozoitos de E. histolytica.

Se comparé el aumento del volumen en cuatro grupos de animales
inoculadas con 10 ug de antigeno amibiano (P-15) en el cojinete

plantar.

El porciento de incrementa de volumen .En laos cuatro grupos se
esquematiza en la grafica 12. El1 grupo “a" fueron 10 gerbos no
infectados e inoculados con antigeno amibiano, el grupo "b" fueron
10 gerbos infectados 20 dias antes con E. histolytica y retados con

albumina sérica bovina, el grupo "c" fueron 10 gerbos infectados 10
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dias antes con E. histolytica e inoculadas can antigenoc amibiano, el
grupo "d" fueron 10 gerbos infectados 30 dias antes con E.

histolytica e inouculados con antigeno amibiano.

En los grupos "c*" y “d" fueron estadisticamente ( a = 0.05 )

mayores los aumentos de volumen que en los grupos "a® y "h". No se

presentaron diferencias estadisticas entre los grupos -“c" y “"d".
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’ " GRAFICA 1
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Efecto du la cantidud de Con A aobre la incorporaclén de Jji-timidina en cultives de linfocitos
do baZ0 v-——4 ¥ GLHE 4 --- -+ de gorbos normales. Cada gerbo we probo por triplicado y cada -

punte reprasenta @) prosedio de # animales.

Tabla 1«1 Efecto de a cantidad de Concanavalina A (fo A) sobre 1a Lncorporaclén
de Mp-timigina en cultivos de llafocitos do bazo y GLMu. do gaerbos

£ 8 ankmales ). Cada gorbo se probo par triplicado.

ua de Con A ° ' s 10 20 50 100
(epm)  (cpm)  (cpm)  (cpam) (cpa) {cpm} (cpmt
Media 2276 3293 304" 6323" 7824" anz 5742
HA2D
Bosviacidn ' 428 1067 1723 1496 1040 1572 1621
standard
Hedla 2332 5643 ELITLI 11N 5937° 736 4239
GLME pogviacién 72 1916 %76 1240 1394 1730 928
standara

* Indics diferencias estadisticas con cultivos sin mitogenos del mismo Srgano.

cpn « Cuentas por minute.
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GRAFICA 2

CPM X 1000
18

01 ] 20 40 60 co 100 120
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA

Efecto de 1a cantidad de protelna de un

total de E. hiatolytics sobre la incorpora-
cién de Ji-timidina en cultlvos do linfocitos de bazo B———e y GLMa +=-—~+. Cada gerbo a8

probd per triplicado y cada punto o1 p de 14 anima

Tabla 7 1 Efecto de 1a cantldad de protefna de uns fraccibn total de E. histofytlca
sobre 1a incorporacidn de SH-tiwmldina en cultivos do lintocitos de bazo.
(14 gerbos normales). Cada gerbo se prabé por triplicado

Cantldad de pro-
tefna amibina en : Media

Dasviseibn

1oa cultivos standard
tepn) tepm)
a) 0 ug 3442 1438
b} 1 ug 12856 240 253
e) 5 ug 1134229 ¢ 2733
d) 20 ug 5645 2 2600
e) S0 ug 6051 * 02
£) 100 ug 6553 ¢ 2198

Literalos como 1 a b ¢

después de la wedia fndican difscencias
( ¢ = 0.05) con 1a dosle de 1a cual procede la litacal.
cpm = cuentas por minuto.
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Tabla - 3 t Efecto de la cantidad de proteina do una fraccién total de E. hlatolytica
aobre la {ncorperacién de HH-timldina en cuttivos de linfocitos de  GLMs
{14 gerbos normales). Cada gerbo se prodd por triplicado.

Cantldad de pro-
tefna amibina en Madia, . 0 Desvlacién

1os cultlvos ° standard

(cpa) (cpw)
a).0 0 iug - 2 - arse - 1199
b) 1 ey 995y 2 9 et 3924
) 85 ug 14079 2 P92 ¥ . 3301
8) 20" ug 830a° . 2386
e) 50 ug 7307 * ans
£) - 100 ug 7570 * 2477

Literales como s a b € ..ooceoues después de la media indican diferenciss estadisticas
: (o€ 2 0.05) con la dosis de 1a cual procede 1a llteral.
* epm * cuentas por minuto.

GRAFICA 3

CPM X 1000
{v]

ol —f Lo L s A n
20 40 80 80 100 120
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA

Efecto de 1a cantidad de protefna de uma fraccibn -15 de E. histolytica sobre la incorpara-

clén do “H-timidina en cultivos de 1IRfocitos de bazos——a y LM +=~==+. Cada gerbo se

Proda por triplicado y cada punto represents el promedio de 14 animales.
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Tabla’ 4 : Efecto de la cantidad de proteina de una fraccidn P-15 de E. hletolytica
. sobre 1a incarporacién de Jil-timidina en cultivos de linfocltos ds bazo.
(14 garbos normslen},.Cada gorbo se probé por triplicado,

cantidad.de . pro- . . ;

teina anlbina en Medias Deaviacién
los cuttives atandard
- {cpm) {cpm)
a) 0 ug L 348 . ta1m :
) -1 ug : , 1984 * 2063
)8 ug : SN 2998 2 € 733
a) 720 uy e ‘ar06 * P 2600
e 30 ‘ug e R 5220 * 172
€)Y 100 ug ST aa3s ® ¢ 2198

Literales coMo ¢ a B’ € .i.versscass deapuén de 1a media {ndican diferancias estadlstlicas
(o « 0.03) con 1a dosis de la cual procede ia lliteral.
cpm = cuentas por minuto.

Tabla 3 t Efecto de la cantidad de protefna de una fracclén P-15 de E. higtolvtjca
aobre 1a Incorporacién de “H-timidina en cultivos de iinfocitos do GLMa
{14 gerbos normaies). Cada gerbo ze probd par tripilcado.,

cantidad dv pro-

tefna amiblna en Hedia Deeviacién
1om cuitivas atangard
(epn) ’ {cpm) '
a) o ug 3382 1303
B) 1 ug 15326 A d e f 3808
et s ug tooes 2 b de f 2795
d) 20 ug 1073222 ¢ 2050
) 50 ug &392 " © 838
£) 100 ug 6499 B © 2045

Literales Come : a B € u.eresssn.e. después de 12 modia incican diferencias estadisticas
{ o = 0.05) con 1a dosis de la cual proceds 1a literal.
cpe = cuuntas por mindto.
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GRAFICA 4

CPM X 1000

T A ~ "

—_—

o 3
L] T 20 40 oo 80
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICION,

Compacacisn de 1a Incorporacién do Jli-timidiny en cultivos de linfocitos de

wutados con un extracto total de E. histolytica. Un grupo experimental (7 gerboa) +--

Lnoculadon 10 dfas antes con 5 X 10° trofozoftos de E. higtolytics en ciega

{7 gerbow) »——a no inoculados,

promedio de 7 animales.

Tabla 6 1 Efecto de la cantldad de prateina de un antigeno total de

Se compararon un grupo oxperimental ( 7 gerbom )

Cada gerbo se prabd por triplicado y cada punto reprecents

100 - 120
ADA

bazo de gerbos esti-

s fueron

y un grupo  testigo

el

E. histofytica

sobre ts incorporacién de JH-timidina en cultivos de tinfocltos de bazo.
gue Cfue inoculado 10

dias antes con 5 X 10° trofozoltos de E. histolyeica directamente al

ciego y un grupo control ( 7 gerbos ) no Inoculades. Cada

por triplicado.

gerbo e probo

ug de proteina L] 1 5 20 50 100
(cpm)  (cpm)  lepm)  (cpm) tcpm)  {cpm)
Medis 3404 14346 12463 7096 67115 7408
G
Testiso  pegeiacién
R atal rd 927 2627 3100 2633 my 234
u
P Yedia 3284 15821 19018 9009 5540 2077
O Experimental .o e L.
standard 1616 3915 4264 2824 1923 nazs

* tndica diferenct.
a eaa cantidad de protefna en los cultjvos,

ratadisticas (o = 0.05 } entre 103 grupos experi,

¢pm * cuentas por minuto.
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GRAFICA 5

CPM X 1000
26

o1 5 20 40 80 80 100 120
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA

Comparacién de 1a fncorporacién de JH-timidina on cultlvos de linfocitos de GLHs de qorbos aati-

=muiados con un total de E. histolytica. Un grupo experimental (7 gerbos} &ec-ss fusron

inoculados 10 dfas antes con 5 X 107 trofazoftos de Z, histolytigs er ciego y un grupo  testigo

(7 gerbos) s———4no lnoculados. Cada gerbo me probé por teiplicado y cada punto cepr

nts el
promedlo de 7 animajea,

Tabta 7 : Efecto de la cantidad de protefna de un ant{geno total de E. histolytica
sobre la incorporacién de JH-timidina en cultivos de tinficitos de OLMs.
Se cowpararon un grupo experimental { 7 gerbos } inoculado 10 dfas antes
con 5 x 107 troforoftos de £. histolytica dlrectamente al clego y un gru-
po control no inoculada. Cada gerbo se probo por triplicado.

ug de protefna 0 ) S5 20 50 100
(cpm)  (cpm}  (cpm}  (cpm) tepu) tcpm)
Media 3648 12602 13466 74924 6610 7549
o TO™99  peaviactén
n standard 1697 3496 3290 2681 1722 2614
u
N - -
0 Media 3467 11556 21401 14345¢ 7454 6211
Experimantal po.oician
- standard 1553 3385 3730 2828 1966 1787

Indica diferenclan estadisticas (o = 0.05 ) entre los grupos Experimental y testigo
a esa cantidad de protelna en 108 cultivos.
cpa = cuent.

por minuto.
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GRAFICA 6

CPM X 1000
18

P S————— S oo
L s L L s 1 L
00 1 8 1/ 20 40 80 80 100 120
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA
16n dw 1a tncor do 4-timidina en cultivos de linfocitos de bazo de gerbos esti-

milados con una fraccién P-15 de . hlstolytica. un grupo experimental {7 gerbos) s-=--+ fueron
inoculados 10 dfes antes con § X 16° trotozoftos de E. histolyiics en ciago ¥ un grupo  testigo

(7 gerbos) s——ano Inoculsdos. Cada gerbo e probé por teiplicado y cada punto represonta el

premedio de 7 animales.

Tabla 8 1 Efecto de 1a cantidad de protelna de un ant{geno P-15 de E. histolytica
sobre 1a incorporacién de JH-timidina en cultivas de linfocitus de bazo.
Se compararon un grupo experimental { 7 gerbos ) que fue lnoculade 10
dlan antes con 5 X 10° trofozoltos de E. hintolytlca directamente al cle-
ge y un grupo control { 7 gerbos ) no inoculado. Cada gerbo se probe por
triplicado,

ug de protefna L] 1 5 20 30 100
tcpm) tepm) {epm) {cpm) tcpm) (cpm}
Medla 3238 10390 117260 43320 5862 4140
Teat{go
[ Deaviacién 1238 2411 ot 1762 1897 1429
N rd -
u
®
° . Hedia EERT] 12996 15378 og4Be 5718 6609
Exparinental
Deaviacién 1197 3049 2606 3z 2315 63
standard

* Indica diferencias estadisticas [6€ = 0.05 ) entre loz grupos problema y testige
a esa cantidad de protefna on los cultlvos,
cpm = Cuentans por minuto.
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GRAFICA 7

CPM X 1000
0

01 5 20 -1 100 120
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA

Comparacidn de la lIncarporaclén de

-timtdina en cultives de linfocltos de GiMa de gerbos eati-
mulados con una raccién P-1% de E. histolytica. Un qrupo experimental (7 gerbos) s---<s fuecon
inoculados 10 dfas antes can 5 X 10° trofozaftos de E. histolytica en clego y un grupo  testige
(7 gerbos) 3——g no Inoculados. Cada greha me probé por tripiicado y cada punto representa el

promedio de 7 animales.

Tabla 9 + Etecto de 1a cantidad de protefna de un antigeno P-15 de £, hlstolvtica
sobre 1a incorparaclén de >N-timldina en cultivos do linfocitos de OlMe.
Se compararcn un grupo experimental {7 gerbos) que Cueron inoculados 10
afas antes con 5 X 10° troforoftos de E. histolytica dirsctaments  al
clego y un grupo testigo (7 gerbos) no inoculados. Cada gerbo se probo
par tripticado.

ug de protefna - L} 1 s o 50 100
{cpm) {cpm} (cpn) (epm) (cpm) {cpm)
Hedia 3527 14107+ 163730 92634 8569+ 64220
s TP besviactén
standard 1360 3421 2447 2374 3563 2352
®
u
4 Media 2767 20617 274R0°  21486¢ 5582 27430
o
Experimentaly oo
. atandard 1051 03¢ 016 26810 10344 1253

* Indlca diferenclan estadlsticas (o< » 0.05 ) entre los 9rupan problems ¥ testigo
a esa cantidad de protelna en los cultivos.
cpm = cucntas por minuto.




GRAFICA 8

CPM X 1000
25

ol = PR Y A L . .
01 ¢ 'a0 40 a0 80 100 120
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA

ti-

Comparacibn de la Incorporacidn de 3ji-vimidina en cultivos de 1infociios de bazo de gerbas
sulados con un extfacto total de E. histolytlca. Un grups experimental (7 gerbos) ¢=---+ (ueron
histolytica en clego y un grupe  testigo

nta el

Inocutados 30 dfas antes con 5 X 10° trofozoltos de E-

(7 gerbos) ——4no inoculados, Cada gerbo se probd por tripiicado y cada punto repr

promedlo de 7 animates.

Tabla 10 : Efecto de 1a cantidad de protelna de un a:tfgeno total de E. histolytica
mobre 1a incorporacién de ‘H-timidina en cultivos de ilnfocitos de bazo.
Se compararon un grupo experimental {7 gerbos) que fueron inaculados 10
dfas antes won 5 X 10° trofozoftos de E. histolvilca directamente al clg
go ¥ un grupo testlgo (7 gerhos) no inoculados. Cada gerbo se proho  por

triplicada.
ug de protafna o 1 s 20 s0 100
(cpm)  (cpm)  {cpmd  tepm) tepm tepm
Meaia 573 1z0le 122210 A193e 53270 5671
G
Tastige Deaviaclén
r standard 1261 2150 2143 1589 2026 1686
o
r Media 2402 65420 21312¢ 173N 32480 6289
o £xperimontal Desviaclén
= a 1209 1190 5042 4429 1229 1824

* indlca diferencias estadisticas (of x 0.05) entre los grupes expnTimental y testigo
s esa cantldad de protelna de los cultives.
cpm * cuentas por minuto.
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GRAFICA 9

s CPM X 1000 .

T LT S NS

20 40 80 80 100 120
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA

Comparacibn de 1a incarporaclén de H-timidina en cultivow de linfocitos de GLHMe de gerbos emti-
mulados con un extracto total de E. histolytlea. Un grupo experimental {7 garbos) +==-< fueron
1noculados 30 dfas antes con 5 X 10° trofozoltos de E. histolytica en clego y un grupo  testigo

{7 gerbos) ~—-#no inoculados. Cada gerbo se probdé por triplicado y cada punto representa et

promedlo de 7 animates.

Tabla 1] : Efecto de 1a cantidad de protefna de un extracto total ao E. nistuiyticd

sobre 1a Incorporacién de H-timidina en cultivos do linfocitos de GLHe.
Se compararon un grupo oxperimental { 7 ynrbos ) gque fucron  inoculados
20 dfas antes con 5 X 10° trofozoftos de E. histolytiga directamente a1
cieqo ¥ un nrupo testigo { 7 gerbus ) nou {noculados. cada gerbo se probo

por triplicado.

ug de protefna o 1 H 20 50 100
(cpm) {cpm) {epa} tepm) (cpm) tepm)
Hedia 2700 7580°  14659%  5256e 7963° 7606*
6 Testlge Deavlaclén 880 7580 EELH 1730 2646 2418
' atandard
u
e Hedia 2505 12196 33752+ 2ea4ct  12536°  11924¢
o
Experimantal posyiacisn 609 1002 5300 41868 3479 3210
standard

¢ Indica difetcncias cstadisticas (w¢ * 0.05 ) cntre lom grupos experimuntal y tastigo
a esa cantidad de protefna do los cultlvos.
cpm = Cyentas por minuto.
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GRAFICA 10

CPM X 1000
0

2 A

- )
20 40 80 80 100
ug DE PROTEINA AMIBIANA ADICIONADA

120

Camparactén de 1a Incorporscién da SH-timidina en cultlvos de linfaciton de bazo de gerbos esti-
mulados con una fraccién P-15 do E. histolytica. Un grupo experimental {7 gerbos) s-=-~s+ fueron

antes con § X 10% troforoftos de E. histolytica en clego ¥ un grupo  testigo
ada gerbo se probd por tripllcado y cada punto representa et

inaculados 30 af
(7 gerbos) #~——=eno (nocutadon.

promedlo de 7 animales.

12 : Efectn de 1a cantidad do protefna de un ant{gens P-15 de E. histesytica

Tabla
sobra 1a incorporacisn dn “H-timidina on cultives de linfocitos de bazo.
Se compararon un grupa experlmental { 7 gerbos ) que fucron inoculados
30 dfas antes con 5 x 10% trafozaltos 4¢ E. hintolytlca diroctamentm al
al clego y un grupo testige { 7 gerbos )} no inoculade. Cada gerbo 3
probo por tripiicado.
ug de proteina o 1 s 2 s0 100
. (cpm)  (cpm)  fcpm)  (cpm) (epe) (cem)
Hedla 3718 §713¢ 141306 5062+ 4570 4759+
¢ ° Testfge
Desviacin 1307 1354 2005 2015 1154 1674
' stapdard
u
R Hedia 3222 14565 26851° 24927+ 9513+ 7996+
o Experimental
Deaviacian 1221 1725 4190 1864 2607 2651
standard

« Indica diferoncias estadiatlcas (w¢ = 0.05 ) entre tos grupos experimental y testlgo

a oaa cantidad de proteina en los cuttives.

cpm « Cuentas por minuto.
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GRAFICA 11

CPM X 1000
0

ol L/ L i 1 L . s
5// 2 L] 100 120

0 40 60 8
ug DE PROTEINA ‘AMIBIANA ADICIONADA

én ge Mi-timidina en cultivos de 1infocitos de GLMs de gerbom ewti-

én de 18
mulados con una fraccién P-15 de B. hlstolytica. Un grupo experimentat (7 gerbos) ¢——=¢ fueron
inocelados 30 dfas antes con 3 X 10° trofozoltos de £. histolytica an clego y un grups  tedtigo

{7 gerboa) B———no inoculados. Cada gerbo se prodé por trlplicado y cada punto crepresanta L3

promedio de 7 animales.

Tabla 13 ; Efecto de 1a cantidad de protefna de un antigeno P-15 de' Z- histolytics
sobre ia Incorporacién de JH-timidina en cultivos de 1infocito'de Glis.
Se compararon un grupo experimental ( 7 gerbos ) que fueron inoculados
30 dfas antes con § X 10% trofozoftos de E. histolveica directamente al
clego ¥ un grupo testlgo ( 7 gerbos ) no lnoculados. Cada gerbo e
probo por triplicsdo.

ug de proteina L] 1 H 20 50 100
{cpn) {cpm)  {(cpm} (cpm) {cpu) (cpm)
Hedla 3632 16477 19504¢ 12124 4312 6560
.G
: Testigo Desviacién 1282 ELLT) 2240 2615 1595 1033
- R standard -
u
3 Hedia 3963 192@1¢  36970%  33271e  29944s  12127¢
© Bxperimantal ponyiacysn 1219 4334 $37t 5060 6907 a?
standard

* Indica diferencias cstadisticas ( o = 0.05 ) entre los grupos experiemntal y
testigo a esa cantidad de prote{na en los cultives.
cpm = Cuentas por minuto.
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GRAFICA 12

200

% de incremento

160

100

a ] c -]
GRUPOS

Aumento de volumun del cofinete plantar de gorbas [medido como parciento de incromento) des-

puds de 1a inocelacidn intradurmica de aatiqenos amiblanos (fraccion P-15} cads grupa consto
- de 10 enimaies, altirupn no iufectado y recado con 10 ug do fraccién P-15. blCrupo infec -
tado 10 dlas antes - -e.ado con 10 ug de fraccién P-15.  c)Crupo infactado 30 dias antes y
retado con 10 ug de slbemina sérica bovina. d)Grupo infectado 10 dfas antes y rutado con
10 ug de fraccién P-15.  Todaw l1a infecciones se realizarén Intrececalmento con 5 x 10°
trofozoftos do F. histolytlca ceps M4l - INSS,

Tabla 14: Aunento del volumen del cojinete plantar de gerbas { medido como porriento
de incromento ) después del desaffo con un antigeno amibiano [ Fraceibn

membcanal). Cada qrupo conata do 10 anlmales.
Grupo tnéculo :
patelna an 100 ul-de-vols
2) No infectado 10 ug da_FP-15"
b) Infectado 0 dlas antes 10 ug de A.S.B !
¢) Infectado 10 dfam antes. 10 ig de FP-15 G b
d) Intactado 10 Rlas wntes 10 ug do EPIIS

730

Literales como: a4 y b daspués de 1a medla indlean diferenclas estadisticin
(«¢= 0,05 ) con 1a dosfs de 1a cual procede la !iteral..

FP-15 « Antlgenc P-1% de fatamoeha histolytiea.
A.5.0, = Albumina nérica hovina.

Nota = Las infecclones se realizarén intracecalmenta can 5 X *9° trufezaivos
de Entamosba histolytica cepa  NHMI-TMSS.
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DISCUSION

La imucosa gastrointestinal proporciona la primera linea de defensa
contra muchas microorganismos y antigenos extrafos. El  sistema
inmune local existente dentro de la mucosa intestinal establece
una respuesta humoral o mediada por ceélulas que puedé o no
ser independiente de los organas linfoides sistémicos.

La amibiasis es un padecimiento que se inicia por la invasion de
la mucosa del intestino grueso, por 1lo que se bhace importante
resaltar los mecanismos especificos e inespecificos de defensa
que desencadena dicha invasién. Ga maycrfa de los estudios de
la amibiasis intestinal han demastrada la produccisn de
anticuerpos en este lugar (Sharma y col., 1978, 1981y
Martinez-Cairo y col., 1977). Sin embargao, a pesar de

haber demostrado 1la presencia de linfocitos T en el intestino de

mam{ feros, no se ha investigada la induccidén de dinmunidad
celular en una amibiasis intestinal. Ante la  dificultad de
evaluar dicha respuesta en pacientes, solo resulta paosible

estudiarla en animales de laboratorio.

Los gerbos (Merignes unguiculatus), a diferencia de otros animales
de laboratorio s0n susceptibles a la amibiasis
intestinal (Chadee y Meerovitch 1984, 19835). Esto, abre 1la
pasibilidad de estudiar el efecto de la infeccidn intestinal saobre
la respuesta inmune celular.

En el presente trabajo se desarrollé una colania de gerbos, los
tuales se mantuvieran en cruzamienteo cerrado, en virtud de que no

existen cepas singénicas de este animal. Para tratar de
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homogenizar el grupo solo se utilizaron gerbos machaos de 55 a
65 dias de edad.

En gerbos no se conoce como se comportan sus linfocitos de GLMs. o
de bazo ante la presencia de mitégenos bien conocidos como la
Con A (mitégeno tipico de linfocitos T).

La transformacién blastica inducida por la Can A se ha
utilizado en humanos u otros mami feros para determinar campetencia
inmune celular (Nakhla and Goggin, 1973; Mc Clain and edelman,
1976; Hanebergq y col., 1978; Bach, 1984). Por esto, en principio
se determin® la curva dosis-respuesta de linfocitos de GLMs vy
bazo de gerbo ante diferentes dosis de Con A.

€l método de transformacién blastoide se selecciond por ser una
de las técnicas mas efectivas para valorar dichos efectos
mitogénicos sobre linfocitos en general (Ross y col., 1987; Diaz,
1970) .

En la grafica 1 se observan las curvas dosis-respuesta de
linfacitos de GLMs vy bazp a diferentes cantidades de Con A. Se
encontr@ una mgxima estimulacign a S5 y 10 yg, no se mostraran
diferencias de respuesta estadisticamente significativas entre
los linfocitos de GLMs y bazo. Lo anterior nos permitié usar la
Con A a esas ddésis como un testigo de funcionalidad Yy
reproductibilidad de nuestra prusba de transformacién blastoide
en ambas poblaciones de linfocites.

En gl presente estudio se demostré la actividad mitogénicd
inespecifica de extractos amibianas (E.Ta Y P-~13) sobre
linfocitas de bazo y GLMs de gerbos sanos. Tal actividad

también se ba demostrade en linfocitos T de humanos sanos
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(Diamantstein Yy col... 19813 Salata 'y Ravdin, 1985), vy én
linfocitos de ratones normales (Diamantstein y cul.,' 1990; Diaz,
1990) .

La magnitud de la respuests mitogénica de linfocitos de GLMs vy

bazo, fue estadifsticamente mayor con extractos amibianos (E.T. y

P—lS)ibquerrcbhrl‘Con A _a concentraciones similares. Esto, es
‘similar 7 a" 14 éncontrado por. . Diamantstein y col. en 1981 con
linfocitos sanguineas hamanas, ellos sugicren, que la mayor
actividad de 1las proteilnas amibianas se debe a su mayor
:nmﬁlejidad estructural lo que les darfa capacidad para unirse a
diferentes sitios de los linfocitos o activar diferentes
suhpoblacidnes de ellos.

Se ha sugerido, que la actividad mitogénica que presentan
diferentes extractos de E. bistolvtica, puede sey un  mecanisma
de evasién de la respuesta inmune vya que activarf{a en forma
policlonal diferentes poblacianes de linfacitos T can
diferentes especificidades y evitarla de esta manera el desarrollo
de poblaciones especificas (Valadéz vy Lépez-Revilla 1984).

tos linfocitos de animales inoculados con E- histolytica,
desarrcllaron una respuesta clasica a la Con A y una gran
respuesta proliferativa a los antigenos amibianos, esta respuesta,
fue estadisticamentc mayor que la respuesta lintocitaria de
los gerbos normales a los mismos antigenos. Aust vy Sundquist
en 1982, Salata y col. en 1986 encontraron efectos parecidos en
pacientes recuperados de absceso hepéticﬁ amibiano.

La respuesta que presentaron los linfocitos de GLMs y baza de

gerbos inoculados con trofozoitos de E. histolytica 10 dias antes,
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hacia antigenos amibianos, demuestra induccidn de una respuesta
primaria a la infecciodn. En estudios previos realizados por
nuestro grupo ( datos no publicados) para confirmar la infeccidn
cecal paor E. histolytica en gerbos, sélo se encontraron con
trofozoitos en ciego hasta nueve dias después de la infeccidn. Sin
embargo, nunca observamos lesiones solo colenizacidn.

Otraos autores, han detectado trofazoitos en la mucosa del ciego

de gerbos hasta doce dias después de la inoculacién intracecal

con E. histolytica (Chadee y Meerovitch, 1984b). Lo anterior,
apoya que la respuesta gque presentan los linforcitos de gerbos

infectados 30 dias antes, es debida a la memoria inmunolégica que
se desarrolla durante la amibiasis intestinal en nuestro modelo
experimental. Estadisticamente 1la respuesta primaria fue menor
que la respuesta de memoria.

El antigeno que mayor respuesta tuvo scbre los linfocitos fue
ta fraccidn membranal (P-15), debido prabablemente a que los
antigenos de E. histolytica son mas abundantes e inmunogénicos en
memhranas externas e internas coma fue sugerido por
ﬂartinez—Palomn en 1982 y par Aust-Kettis y Utter en 1984.

Cuando se presenta una infeccién por E. histolytica en ciego, se
realiza el primer contacto de este parasito con el sistema inmune.
Los linfocitos intestinales estimulados migran posteriormente a
otros centros de actividad inmunolégica, principalmente a GLMs y
en menor grado a bazo. Lo anterior explicaria la mayor respuesta
de los linfocitos de GLMs en comparacién con los de bazo in
vitro.

Varios factores determinan el tipo de respupsta inmunitaria que se
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genera ante la presencia de un  antigeno a nivel intéétiﬁali
uno de laos mas importantes es la integridad de la mucosa. Ante
retos enterales con algunos antigenaos, se presentan respuestas
serolégicas lacales y sistémicas de diferente magnitud, seguin
se encuentre la integridad de 1la mucosa. Asfi, a mayor dafio
de la mucosa se presentan respuestas mayores ( Lyscom and
Brueton, 1983 ). El fendmeno anterior no sélo podria tener efecto
sobre la respuesta séricé sina también sobre la respuesta inmune
celular.

Los trofozoitos de E. histolytica en gerbos infectados
intracecalmente lesionan la pared intestinal lo gque permitir{a
que algunos antigenos amibianos estimularan la respuesta inmune
local y otros pasaran a circulacién estimulando una respuesta
celular sistémica.

Chadee y Meerovitch en 1985 describieron cambios histolégicos en
GLMs y bazo de gerbos infectadaos cecalmente con E. histolytica.
Sus estudios mostraron hiperplasia de folfculos linfaticos de

pared cecal despuss de la infeccién. Los GLMs aumentaron de

tamafo y presentaban hiperplasia de foliculos linfoides, los
camhiaos en bazo fuercn menores pero encontraraon hiperplasia de
foliculos. El trabajo anterior coincide con nuestras

observaciones (mayor activacién de linfocitos de GLMs que los de
bazo) . Ademas, observaron una gran migracidén de linfocitos
de GLMs a pared cecal, lo que podria caontrolar la infeccién en
este lugar.

Vinayak y col. en 1984, encontraron que linfocitos estimulados

obtenidos de cobayos inmunizados con un  extracto crudo de E.

w0 gSTR EMS MO DERE
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histolytica eran capaces de destruir trofozolitos in vitro. ta
respuesta de reconocimiento de linfocitos de GLMs que nosotraos
encontramos, la gran migraciéon de linfocitos de GLMs bacia la
pared cecal y la capacidad demostrada de linfocitos sensibilizadoé
para lisar trofozoltos, podrian ser los factores que controlaran
la amibiasis cecal en nuestro moadelo experimental.

A pesar que los linfocitns de bazo respondieron con menor
intensidad que los linfocitos del GLMs de los mismos animales
infectadas, respandieron cualitativamente en un nivel
mayor que los linfocitos de bazo de los animales no infectadas

en los dos tipos de antigenos, 10 que sugirié que no solo se

montaba una respuesta celular local contra E. histolytica sino
también una respuesta celular sistémica. Par esto, se trato

de demostrar hipersensibilidad retardada cutanea por medio
de intradermorreacciones.
Las intradermarveacciones (IDR) son una forma de medir la

respuesta inmune c¢elular in viva, esta ha sido wutilizada para

medir hipersensibilidad retardada en la amibiasis (Lunde y col.,
1969; Kretschmer y col., 1972; Ganguly y col., 1979). Por esto,
para confirmar la activacidédn especifica de 1linfocitos a los
antigenos amibianos en nuestro modelo, decidimos wutilizar esta
técqi:a.

La ingculacién de un antigeno P—-15 en el cojinete plantar de
gerbos infectados cecalmente con trofozoitos de E. histalytica,
provocd un  aumento de volumen en el cojinete plantar
estadisticamente mayor que el producido por 1la inoculacién del

mismo antigeno a la misma dosis en animales no infectados
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o en animales infectados pero inoculados intradéermicamente
con una proteina diferente (albumina sérica bovina). Lo
anterior, demuestra que la infeccién cecal en gerbos can E.
histolytica desarvrolla en forma especifica una respuesta
inmune celular de tipo sistémico. Lo anterior, no es de extraffar,
si tomamos en cuenta que en humanos, una invasién tisular del
colon puede iniciar la produccidén de anticuerpos circulantes
{Harries, 1982: Trissl, 1982). Ademas, la incidencia de
reacciones de hipersensibilidad retardada es alta en sujetos sanos
(20 %4) y en pacientes con rectocaolitis amibiana (47.1 %) en areas
en que la amibiasis es endémica (Kretschmer y cal., 1972}.

Los resultados obtenidos en sste trabajo pueden servir de base
para la apertura de nuevas lineas de investigacién; ya que en el
presente trabajo se utilizaron poblaciones totales de linfocitos
y seria interesante definir que subpoblaciones de linfocitos son
sensibilizados después de la infecciédn cecal con E. histolytica
en los gerbos, ademas, falta investigar 1la duracién de la
memoria inmunoleégica. Asi como se hace necesario purificar
antigenos para poder definir que moléculas estan involucradas en
este fensdmenao.

Futuros trabajos indicaran que tan valido puede ser extrapolar al
humana 1los resultados obienidos de este modelo, a pesar de la

similitud que guardan ambos tipos de infeccidén.
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CONCLUSIONES

Se logré adaptar y mantener una colonia homogénea de gerbos en
bioterio.

Se demostrd que linfocitos de bazo y GLMs de gerbos responden
a un mitégeno tipico de linfocitos T (Con A).

El extracto total y la fraccién membranal (#-13) de Entamoeba
histalytica presentaron actividad mitogénica sobre linfacitos
de GLMs y bazo de gerbos novmales.

Lta inoculacidén intracecal de trofotoitos de E. histaolytica en
gerbaos, provoca el reconocimiento especifico al incubar
linfocitos de GLMs y bazo de estos animales con proteinas
amibianas(utilizando una microtecnica de transfarmacién
blastaoide).

El grado de reconocimiento especifica de las proteinas
amibianas fue mayor en laos linfocitos de GLMs. (respuesta
inmune local) que en los de bazo {respuesta inmune
sistémica).

La inoculacidn intracecal de trofozoitos de E. histolytica en

gerbos provoco la activacidén de una respuesta inmunitaria
celular sistémica, medida por pruebas de intradermorreaccién.
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APENDICE DE REACTIVOS

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.2 estéril.

Cloruro de sodio 8.45 g.
Fosfato dibdsico de potasio ©3.13 g.
Fosfato monobdsico de potasio 1.36 g.
fgua destilada cbp 1000 ml.

Ajustar el pH ron Hidrdxido de sodio o con dcido clarhfdrica.
Se esterilira a 15 1lbs por 13 min., se verifica esterilidad y

se almacena a 4 °C.

Solucidén salina isatédnica (0.85 % p/v).
Cloruro de sodio i 8.5 g.
Agua destilada cpb 1000 ml.

Albumina sérica bovina al 0.1 % (p/v).
Albumina sérica bovina fraccién V (sigma) 10 mg.

Solucidén salina isotdnica cbp 10 ml.

Solucidén 1 (Lawry).
Carbonato de sodio al 2% en hidrdxido de sodio 0.1 N.

Solucidén 2 (Lowry).
Sulfato de cabre pentahidratado al 1 % 1 parte,

Tartrato de sodio y potasio al 2 % 1 parte.

Solucidn 3 (Lowry).
Solucién 1 S50 partes.
Solucidn 2 1 parte.

Reactivo de fencl diluido.

Disponible comercialmente como reactivo de fenol de acuerdo a
Folin-Cigcalteau. Es aproximadamente 2 N en &cido y se titula
can NalOH y fenolftaleina como indicador para diluirla a IN
para la prueba. La dilucién es cercana a 1:2.
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11.-

RPMI-1640.

Para lavar células:

RFMI-1640 (GIBCO, EUA).

Bicarbonato de sodia (J. T. Baker, Méx).
HEPES (SIGMA, EUA).

Fenicilina

Estreptomicina

Agua destilada y deshionizada cbp

Para medio de cultivo completo:
Lo anterior y

Suera fetal de bovino (GIBCO, EUA)
2-Mercaptoetanol

Tanto el RFMI-1640 para lavado como

10.39 g.
“2.00 g.
2.08 g.

100.0 Ul/ml.
100.0 UI/ml.

1000.0

ml.

S %

S.%x 107 M.

para cultivo se

esterilizan por filtracién. Se verifica esterilidad y se

almacena a -20 °C.

Timidina tritiada (- Tdr).
NET-027 THYMIDINE, (METHYL- H)
New England Nuclear

Actividad especifica

Concentracidn

Acido tricloroacético al S % (p/v).
Acido tricloroacético (SIGMA)
Agua destilada chp

Acido tricloroaceticao al 10 %4 (p/v).
Acido tricloroacetico (SIGMA)
Agua destilada cbp

Metanol al 70 %4 (v/v).

Metanol
Agua destilada
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1.0

3.0
100.0

10.0
100.0

70.0
30.0

- Ci/mmol.

mCi/ml.
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ml.

ml.



14.-

15.-

16.-

17.-

18.~

19.-

20.—

21.-

Liquido de centelleo

Comercialmente como Insta-Gel (PACKARD).

Caoncanavalina A (Con A) S 4.

Concanavalina A, tipo IV-S (SIGMA) ' >'~.71;0 g;
RPMI para cultivo “ 5.0 g.
Ya hidratado se almacena en alicuatas a -20 °C. X :

e

Concanavalina A (Con A) 10 *%. | e
Concanavalina A, tipo IV-S (SIGMA) e ro0g.
RPMI para cultivo 10.0 ml.

Ya hidratado se almacena en alfcuatas a -20.C.

Cloruro de Benzalconio al 1 %.

Comercialmente como benzal.

Pentobarbital sédico al § %4.
Comercialmente como Anestesal (SMITH-KLINE).

Metronidazol 25 mg por ml.
Comercialmente como Flagyl (RHONE-POULENC).

Catgut 000 (DAVIS-GECK}.

Tiomarsal -
Comercialmente como Merthiolate, Tintura 151000 (LILLY).
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