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RESUMEN

El objetivo de! bi'gsgnte estudio fire comparar el posible efecto inmunodepresor
del gliqpcélix de Fasciola hepatica (G f h) sobre la produccisn de anticuerpos a

- un'antigeno bacteriano; en comparacién a aquel provocado por concanavalina
A(ConA).

4 Slgru_tilizéron 30 ratones hembras de 55 a 65 dias de edad de la cepa singénica
" CD1. Los animales fueron divididos en 5 grupos de 6 animales cada uno e
inocuiados intraperitonealmente de la siguiente manera: El grupo I .- 0.1 ml. de
solucién salina fisiologica el ler dia del experimento. Grupo IL- 150 ug. de
ConA el ler. dia del experimento. Grupo 1L~ 50 pg de Gth dos dias antes del
experimento y 50ug el dia uno. Grupo V.- 50 pg de Gth el primer dia del
-experimento. Grupo V.- 150pg de Gih el primer dia del experimento. En todos
los animales et dia 3 del experimento se aplico intraperitonealmente 0.2 ml. de
un anifgeno flagelar de Salmonella tiphy (antigeno “H™), los dias 1, 4 y 8 se
obtuvo sangre para realizar frotis y se hizo un conteo diferencial de leucocitos.
El dia 8 se obtuvo sangre por puncién intracardiaca, se separé el suero y a este
se le determiné el titulo de amicuerpés anti-antigeno “H” de Salmonella tiphy
por una prucba de aglutinacion.

En el grupo I los titulos de anticuerpos son estadisticamente mayores que en los
otros cuatro grupos (P < 0.01). Se presentaron ligeras alteraciones en el
porcentaje de monocitos, linfocitos, basdfilos, neutréfilos y eosindfilos durante

los tres muestreos.



Los resultados “demuestran -que tanto la - ConA como Gth provocaron
inmunodepresion. Se propone que esta inmunodepresién puede ser utilizada por
el parésito como un mecanismo de inmunoevasion.



INTRODUCCION

La Fasciolasis es una enfermedad parasitaria que afecta a un gran niimero de

especies animales, que actiian como hospedadores definitivos de Fasciola

hepatica. Las especies econémicamente importantes que son afectados por éste
parésito son: los bovinos, ovinos y caprinos. Accidentaimente el hombre puede
verse afectado cuando se alimenta de berros (Borchert, 1981; Najera, 1986;
Quiroz, 1984).

La fasciolasis es conocida por varios nombres en las diferentes regiones del
pais, entre otros se le conoce como distomatosis hepatica, mal de botella y
acuyachi y el parasito es llamado comunmente orejuela, sanguijuela, conchuela,
palomilla, duela del higado. Estos nombres describen la forma fisica del
parésito o signos observados en el animal afectado (Borchert, 1981; Quiroz,
1984 ).

El cuerpo de Fascipla hepatica tiene la forma phrecida a una hoja con el

extremo anterior formando una prominencia coénica, detras de la cual se
ensancha, mide en la forma adulta aproximadamente 30mm de largo y 13mm de
ancho, presenta dos ventosas: la oral localizada en la punta de la prominencia
conica y la ventral un poco por detras y en la parte inferior del parasito. El
tegumento esti provisto de pequefias y agudas espinas cérneas en toda la
superficie (Alba, 1994, Quiroz, 1984).

El ciclo de vida de Fasciola hepatica’ es de tipo indirecto ya que para su

transmision requiere de un hospedador intermediario que es el caracol del
género Limnaea (Lapage, 1971, Bautista, 1986; Quiroz, 1984; Martinez, 1979;
Soulsby, 1987).



'El parasito adulto se localiza en los conductos biliares y produce alrededor de
100,000 huevos por dia, el huevo madura en el agua y libera un estadio inicial
llamado miracidio el cual es una larva ciliada de fo.ina ovalada, mds ancha en
su parte anterior en donde presenta una papila, mide aproximadamente 130
micrémetros. Al salir del huevo nada activamente con fototropismo positivo y
por quimiotaxis se dirige hacia los caracoles del género Limnaea. En México se
han reportado las siguientes especies: Limnaea bullimoides, Limnaea cubensis,
Limnaea humilis, aunque se sospecha de la intervencion de otras especies
(Bautista, 1986; Quiroz, 1984).

Al contacto con el molusco, el miracidio se adhiere a su superficie y retrae su
papila anterior segregando una enzima muy eficaz que reblandece los tejidos
del caracol, abriendo un orificio através del cual penetra el miracidio
alojandose en su hepatopancreas. Dentro del caracol el miracidio se transforma
en esporoquiste, que da lugar a numerosas redias, si las condiciones del medio
ambiente son favorables (suficiente humedad), se produce una segunda
generacion de redias, pero en ambos casos, con o sin una nueva generacion de
redias, surgen aproximadamente 20 cercarias de cada redia, una vez alcanzado
su pleno desarrollo, las cercarias salen de las redias por el orificio oral y
abandonan el caracol, nadan en el agua por 15 a 60 minutos, hasta alcanzar una
superficie lisa, generalmente una planta, ahi pierden su cola y se enquistan
transformandose en metacercarias. Las metacercarias no se multiplican mas,
pero requieren de 2 a 3 dias para madurar y pueden resistir dentro de su quiste
por varios meses , soportando muy bien el frio pero poco el calor y la falta de
humedad (Martinez, 1979; Quiroz, 1984; Soulsby, 1987).

La metacercaria es la forma infestante para el hospedador definitivo (herbivoro
u omnivoro, incluyendo al hombre), este se infesta al ingerir el pasto o

vegetales a los cuales estan adheridos las metacercarias, que al ser ingeridas



resisten 1os jugos gastricos, pierden la pared quistica por aceion de los mismos
y penetran la pared intestinal mediante secreciones especiales. Después de una
hora, las fasciolas j6venes ya se encuentran en la cavidad peritoneal y al cabo
de 4 a 5 dias llegan a la cdpsula del higado (Martinez, 1979; Quiroz, 1984;
Soulsby, 1987).

Los parasitos atraviesan la capsula hepatica, éste estadio es conocido como
fase juvenil, la cual es histéfaga, se alimenta de tejido hepdtico, lo destruye.
Crecen varias veces, desde el momento en que llegaron a la pared intestinal,
hasta las ocho semanas que alcanzan la luz de los conductos biliares, con un
incremento de 200 micrémetros a 7 milimetros de longitud (Borchert, 1981,
Martinez, 1979).

En los conductos biliares la maduracion se completa en cuatro semanas y
comienza la ovoposicion. La duracion del ciclo de vida es variable, se requieren
més o menos tres meses desde la expulsion del huevo hasta la formacion de
"cercarias y las fasciolas adultas aparecen tres meses después de la ingestion de
metacercarias. La duracion promedio del ciclo de vida es por consiguiente de
seis meses (Quiroz, 1984; Georgi, 1980; Flores, 1986)

En México la enfermedad ha sido reportada en algunos estados de la Repiblica
como son: Chiapas, Distrito Federal, Durango, Estado de México, Hidalgo,
Jalisco, Michoacén, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco y Veracruz (Quiroz,
1984; Flores, 1986). La fasciolasis se presenta de fc‘)rma aguda y crénica. La
forma aguda se produce con mas frecuencia en animales jévenes, aunque
también se han observado casos en ganado adulto con curso mortal. Esta forma
comunmente se¢ presenta después de la ingestion de  gran cantidad de
metacercarias y es debida a la invasion stbita del higado por gran cantidad de

fasciolas jovenes, éstas pueden destruir suficiente parénquima para causar



insuficiencia hepdtica, a la cual pueden afiadirse los efectos de 1a hemorragia en
la cavidad peritoneal (Quiroz, 1984; Soulsby, 1987).

La fasciolasis aguda se presenta principalmente en ovinos, a menudo es un
sindrome que produce la muerte sin presentar otras anomalias clinicas
manifiestas. Suele ocurrir en verano y otofio, pero €l momento de su aparicion
depende también de la liberacion de cercarias en una zona determinada y de la
cantidad de las mismas que llegue hasta el ovino, si se observa clinicamente la
enfermedad en ovinos se caracteriza por embotamiento, debilidad, anorexia,
palidez, edema de mucosas y dolor cuando se ejerce presion sobre el
hipocondrio derecho (Quiroz, 1984; Flores, 1986, Pérez, 1987).

La evolucién de la fasciolasis subaguda es mds lenta, debido en parte a una
infestacién menor y a una mayor resistencia ligada a edad, reinfestacion y
estado nutricional. En este caso la anemia estd presente, hay caquexia y =
presenta edema en las porciones bajas, edema submandibular. La muerte puede’
ocurrir entre 10 y I8 semanas; en caso contrario no ocurre y la enfermedad v
tiende a la cronicidad (Quiroz, 1984). ] :

La forma crénica se debe a la presencia de formas adultas én’ conductos
biliares, se caracteriza por hipoproteinemia -variable, edema submandibular,
ictericia y baja en la produccion (Quiroz, 1984). En algunas qc‘a;iongsr‘gsrtos :
signos pueden ser enmascarados por una mayor ,ingéstién de alimento. -
(Martinez, 1993). o '

El periodo de latencia de la fasciolasis es corto cuando la cantidad de
metacercarias ingeridas es pequefia, ya que cuando son mds abundantes la
fibrosis hepatica y la lesion subsiguiente retardan la migracion. La cantidad de
metacercarias ingeridas en cualquier momento quiz4 no sea el tnico factor que

determine si ocurrira fasciolasis aguda o crénica. La exposicién previa a la



‘infeccion reduce al parecer las poblaciones de cercarias e inhibe la migracion
(Bautista, 1986). . ) ]

El méfodo tradicional para el diagnéstico copropafasitoscépico de fasciolasis es
la prueba de sedimentacién el cual consiste en muestrear un 10% de la
poblacion y observar al microscopio estereoscdpico. Cuando resulta un caso
positivo todo el hato se da como tal (Alba, 1994). Se puede utilizar un método
diferencial de flotacion que permite identificar hasta un 10% mas de casos que
el método tradicional de sedimentacién, en este sistema se utilizan dos
reactivos, los cuales son solucién saturada de cloruro de sodio y sulfato de zinc
con gravedad especifica de 1.3 a 1.5 (N4jera, 1981; Quiroz, 1984).

Las pruebas seroldgicas han sido promisorias, la mejor para diagndstico
sistemadtico de fasciolasis en bovinos es la de valoracién de inmunoabsorbencia
ligada a enzimas (ELISA), que es mas sensible que el examen de heces e
incluso permite detectar anticuerpos en la leche, pudiéndose hacer el
diagnéstico de un establo con solo muestrear el tanque de leche (Ndjera, 1981;
Sinclair y Wassall, 1988 ).

La prueba de ELISA permite un diagnéstico serologico precoz de fasciolasis,
ya que de dos a cuatro semanas después de la infestacion detecta anticuerpos
de Fasciola hepatica, mientras que la prueba de inmunoelectroforesis sdlo es
positiva de seis a ocho semanas y el examen de huevos en heces es confiable de
6 a 10 semanas después de la infestacién (Sinclair y Wassall, 1988).

Aunque se ha comprobado que ELISA puede ser negativo hasta en un 4% de
casos coprolégicamente positivos, esta técnica ha resultado muy satisfactoria
en detectar anticuerpos ain después de que ha cesado la expulsion de huevos
en las heces. Este método puede llevarse a cabo tanto para el diagnéstico de
fasciolasis aguda como de fasciolasis cronica, aunque puede haber falsos

positivos. Este tipo de técnicas u otras como la hemoaglutinacién pueden ser



mds confiables si se utilizan antigenos especificos en su realizacion (Levieux y
col, 1992). ’

Esta bien establecido que la presencia de la fase juveud! de la Fasciola hepatica
engendra una respuesta inmunoldgica significativa en el hospedador (Martinez,

1979). En borregos, se ha observado que los anticuerpos antifasciola
comienzan a detectarse desde las 2-3 semanas post-infeccion (p.i), alcanzando
titulos maximos entre las semanas 6 y 15 p.i,, cuando el parésito migra en el
parénquima hepatico, antes de enirar a los conductos biliares. Los titulos de
anticuerpos comienzan a disminuir entre las semanas 12 y 16 p.i. cuando las-
fasciolds se establecen en los conductos biliares. Los anticuerpos IgG1 tienen
predominio sobre los IgG2 e IgM (Sandeman y Howell; 1980, citado pof
Bautista, 1986).

Aparentemente la produccion de anticuerpos tiene una pequeiia proteccion en el
hospedador. Al menos durante la infeccidn primaria los pardsitos pueden existir
por largos periados en los conductaos biliares del hospedador natural. Durante la
infeccién primaria Fasciola hepatica puede evadir la respuesta inmune del
hospedador, posiblemente las fasciolas juveniles se esconden en' el higado en
donde estén en constante movimiento, fuera del alcance del mecanismo celular,

mientras que los adultos se resguardan del ataque inmunoldgico una vez que

entran a los conductos biliares. Las ovejas al parecer son incapaces de resistir

infestaciones secundarias y subsecuentes por Fasciola hepatica, pero es claro

que la infestacion en ganado bovino, ratas y ratones puede ser menos severa

(Anderson, 1978; Dargie, 1973; Dargie, 1974; Doyle, 1971, Bautista, 1986;

Hanna,1980).

La inhibicion de macréfagos por accién de linfocitos demostré que: la

inmunidad celular inmediata contra Fasciola hepatica empieza a ﬁnales;‘dcl

periodo prepatente (previo a la existencia de huevos en hecgs), alcanza su -

10



méximo al final de la fase patente y declina durante la fase clinica, 6 sea cuando
‘ la mayoria de las fasciolas alcanzan los conductos biliares (Pomarski, 1980).
Informacién reciente sugiere que la destruccién inmune de algunos helmintos,
tiene a los eosindfilos como células efectoras en el fendmeno de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (Hanna,1980; Alvarez, 1989).

El cuerpo de Fasciola hepatica presenta una capa externa periférica y un
parénquima central. La capa externa tiene una cubierta extramembranal
denominada glicocalix, que significa cascara dulce, esta incluye principalmente
a glicolipidos y glicoproteinas. Esta capa solo se pone de manifiesto por
técnicas histoquimicas o citoquimicas de alta resolucion. El glicocalix es
cénsiderado como sindnimo de cubierta extracelular y puede ser responsable o
contribuyente de las propiedades de adsorcion, transporte, caracteristicas
cléctricas, conducta inmunoldgica y naturaleza adhesiva de las células. Debe
seffalarse que la estructura y la funcién del glicocalix puede ser caracteristica de
cada especie y mas ain, puede variar en la misma célula bajo diferentes
condiciones fisioldgicas por lo que este componente celular es dindmico y no
estatico en cuanto a su funcion, ademas se requiere de una sintesis continua del
mismo, la que se realiza en el aparato de Golgt y se inserta por exocitosis en la
membrana (Susumu 1969). El glicocalix de Fasciola hepatica, esta constituido
de aproximadamente por 28 % de proteinas y 72 % de azicares, del 100 % de
estos el 74.3 % fue glucosa , el 7.9 % fucosa, el 2.3% hexosaminas y 15.5 %
de 4cido urdnico (Alva y col. 1989; Rivera, 1990; Alvarez, 1990). La superficie
tegumental del parasito estd continuamente expuesta al hospedador, asi que es
probable que un ataque inmunologico esté dirigido en contra de los
componentes de su superficie. Efectivamente altos titulos de anticuerpos
especificos para la superficie de las metacercarias de fasciola fueron detectados

en vacas infectadas experimentalmente. Asi que puede esperarse una respuesta

1



contra los componentes de su 'superﬁcic y especificamente el glicocalix
(Bautista, 1986). ,

Se han utilizado ensayos de proliferacion ﬁnfocitana para estudiar los sistemas
inmunes de los rumiantes. Se ha observado que linfocitos periféricos de fetos,
becerros y ganado adulto responden a mitgenos bajo diferentes condiciones
experimentales. Distintas subpoblaciones de linfocitos de bovinos y ovinos
pueden ser estimulados selectivamente por mitdgenos especificos como la
concanavalina A. Sin embargo, se¢ ha demostrado que la concanavalina A
inoculada in vivo produce una inmunodepresion a la respuesta de anticuerpos
(Harwood y col. 1974). Lo anterior probablemente se deba a que induce la
multiplicacion de muchas clonas de linfocitos y distrae la multiplicacién de
clonas especificas de linfocitos. '
Se han postulado hipétesis en la cuales se menciona que el glicocalix de
Fasciola hepatica induce inmunosupresién a antigenos heterélogos timo
dependientes; por lo cual este material puede ser utilizado por el parasito para

evitar que monte una respuesta inmune contra él (Pomarski, 1980). Por lo

anterior en este trabajo, nos propusimos evaluar si el glicocalix de Fasciola
hepatica es capaz por si solo de suprimir una respuesta de anticuerpos contra

un antigeno bacteriano (antigeno "H" de Salmonella tiphy).



.1) Evaluar la aplxca’r i0 de

e por via mtrap

OBJETIVOS

C sns umca de gllcocahx de Fasciola hepatica

es de la cepa CD1 sobre la respuesta de

: ,antmuerpos ‘un tigeno ﬂagelar "H" de Salmonella tiphy

2) Ev_ﬁlua.r la arpllcaclén' de dosis diferidas de glicocalix de Fasciola hepatica

“por 'yi'a intfgpeﬁtoneal en ratones (cepa CD1), sobre la respuesta a un

~ antigeno flagelar "H" de Salmonella tiphy.

3) vDetérminar el efecto del glicocalix de Fasciola hepatica inoculado por via

intraperitoneal en dosis tnica o a dosis diferida sobre la composicién de

leucocitos de sangre periférica (neutrofilos, eosinofilos, basdfilos,

. monocitos y linfocitos) en ratones cepa CD1.

4

Comparar el efecto sobre la produccion de anticuerpos anti-antigeno
flagelar "H" de’ Salmonella tiphv en ratones inoculados con concanavalina .-
N .



MATERIAL
MATERIAL DE LABORATORIO .

- Cajis de Petri
- Vasqs de p‘recipitado, capacidad 100 ml. y 500 ml.
- Matraz Erlenmeyer, capacidad 125 ml, y 500 ml,
- Tubos de ensayo de capacidad 10 x 75 mm. y de 18 x 25 mm.
- Pipetas Pasteur de cuello largo
- Pipetas para microaglutinacién
- Probetas graduadas, capacidad 100 ml.
- Embudos de vidrio
- Agitadores de vidrio
- Portaobjetos
- Gradilla metalica y de madera
- Soporte universal
- Anillo metalico
" - Jaulas para ratones
- Jerihgas insulinicaé
- Tubos de centrifuga
- Rollo de bolsa de colodi6n para dialisis
- Centrifuga de cabezal fijo Sorvall

- Balanza analitica



- Agitador magnético
- Liofilizadora
- Centrifuga clinica

- Contador para cuenta diferencial de lg‘ucocitos

EQUIPO PARA LA TECNICA DE AGLUTINACION EN PLACA.

- Plaéa de vidrio cuadriculada
- Aglutinoscopio

REACTIVOS

- Antigeno " H" de Saimonella tiphy producido en México por
Bigaux Diagnéstica.

- Concanavalina A producida en Estados Unidos por labo-
ratorios SIGMA.

-~ Selucién salina isotonica estéril 0.85%

- Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH=7.2

- Agua destilada

- (Hidroximetilo) aminometano (tris) 0.005 M

- Diyodo salicilato de litio (L. Y S)0.005 M -

- Fenol :

- Colorante de Giemsa-Wright T

- Glicocalix, se obtuvo modificando una técnica dgscﬁta por
Marchesi y Andrews 1971, k ' k



los titulos de anticuerpos antl-anhgeno “H” de Sa!mone]la ghy por una pmeba

—

de aglutmacxén que a continuacion se describe: -

. Antes de iniciar la prueba se retiré el suero y el antigeno del refrigerador y se

expusieron a temperatura ambiente durante algunos minutos.

. Se realizaron diluciones desde 1:2 hasta 1:512.

3. Con la micropipeta se extrajeron 50 microlitros del suero problema del tubo.
4, Manteniendo la pipeta en un angulo de 45° y la punta de la misma tocando la

placa de aglutinacién se deposité el contenido en el primer cuadro de la

placa y asi sucesivamente.

. Posteriormente se deposita una gota del antigeno sobre cada una de las

cantidades del suero.

6. Con el removedor de madera se agitan las mezclas en forma rotitoria.

7. Al cabo de unos minutos se procede a leer las reacciones, utilizando la

iluminacién indirecta.

Los titulos de- anticuerpos se analizaron esfédistiéaﬁxente por la ‘técnica de
Kruskal Wallis (Wayne, 1987) y los leucocltos por la técnica de ANOVA
(Hurley, 1981). .



OBTENCION DEL GLICOCALEX DE Fasciola hepatica

Se- utitizd' higados frescos de bovinos parasitados con Fasciola hepatica

decomisados en diferentes rastros del drea metropolitana,

Las fasciolas fueron obtenidas de los conductos biliares, posteriormente se
colocaron en cajas de Petri conteniendo solucién salina isoténica estéril al
0.85%, se lavaron por suspensién y decantacion de 4 a 5 veces con intercambio

de la solucién salina, con la finalidad de eliminar restos tisulares.

Una vez lavadas las fasciolas fueron seleccionadas sélo las que estuvieran
integras estructuralmente y libres de desechos intestinales. Las fasciolas
seleccionadas se utilizaron posteriormente para aislar el glicocalix.

En un cuadro anexo se resumen los pasos anteriores.



Cuadro 1

PROCESAMIENTO DEL PARASITO

HIGADO PARASITADOS CON Fasciola_hepatica

|

EXTRACCION DE LAS FASCIOLAS

|

FASCIOLAS LAVADAS

R

SELECCION DEFASCIOLAS -~

AISLAMIENTO Y PURIFICACION

GLICOCALIX

20




METODO PARA EL AI%I.{}%IIENTOXY PURIFICACION DEL

El glic'ovcalb'c se obtuvo mediante una técnica descrita por Marchesi y Andrews
-(1971). oo

~ FUNDAMENTO:

La utilizaci6n del diyodosalicilato de litio, que actita como detergente permite:
La liberacion de algunas proteinas membranales, entre ellas las glicoproteinas.
La separacion de las glicoproteinas membranales mediante fraccionamiento con
solventes (fenol-agua). .

La eliminacidn de fenol y detergente de la fase acuosa por medio de didlisis.

La concentracidn del glicocalix por liofilizacién (Alva, 1989);

Las fasciolas completas se llevaron a un 75% del volumen en seco, con una
mezcla de amortiguador de Tris 0.005 M y LY S 0.005 M, a_)ustando la
mezclaa un pHde 7.2, :

Se incubaron a temperatura ambiéntq _durémte_{60‘ min, con agitacién

constante.

Se adicionéron dos volimenes de agua destilada helada y se incubé a 4°C

durante 45 min. con agitacion constante.

21



Se separd el sobrenadante por decantacién, A éste se. le aﬁadxé uin volumen

igual de fenol al 60%, para extraer proteinas

Se centrifugd a 4000 g durante 60 min. La fase fenélica se desechd,
mientras que la fase acuosa fue recolectada  para llevar a cabo la

eliminacién de fenol mediante dialisis.

Se dializé contra agua destilada durante 72 h'pl;as‘a 47"(73 con’ agitacién

constante, para eliminar residuos de fenol, S

La solucién libre de fenol se liofilizé.

Finalmente el liofilizado del"giicoca]ix, se resuspendid en agua destilada
estéril y sin nmgun otro tratamiento se utilizo para la inmunizacién en

ratones.

En un diagrama anexo se resumen los pasos seguidos.
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Cuadro 2

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL GLICOCALIX -

Obtencion de fasciolas:'- Dt

l

A 1slar 75% del volumen en seco de las fascxolas de amortxguador de tns
LysOOOSM(pH 7.5) e

Incubacién a temperatura ambiente (60 minutos ) éon';ag{tag_fén édhﬁtﬁhte =
Adicion de dos voltimenes 'dé agua déstilada helada (4°C) -

Incubacion de 0a4 ° C (45 minutos ) con agitacion constanté :

Separaci6n del sobrénadante:bdf d:pén_rta(r:ién_v

Extraccién de las prbteinéé con un voiumeh"dé fénoflk_al 60% :

Centrifugacién a 4000 g (60 minutos )

Fase fenolica : : Fase acuosa
decantada ; : \

Eliminacion de Ly s
E)lallSIS 24-72 hrs).
filizacion
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Ka

CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCleS

FUNDAMENTO:

La morfologia de los leucocitos es diferente segiin su funcion, asi encontramos

. neutréfilos, eosindfilos, basofilos, monocitos y linfocitos, -

REACTIVOS:

Colorante de Wright 9.0 g
Colorante de Giemsa 1.0g
Glicerina 90 ml.
Metanol 2910.0 ml.

En un mortero se colocaron el colorante de Wright y el colorante de Giemsa, ya
disueltos se agregdé poco a poco la glicerina y el metanol, triturando con la
mano del mortero, hasta agotar la glicerina y casi consumir todo, el material. Se
vacié al frasco ambar el remanente de colorantes no disueltos en el mortero,

enjuagandolo con metanol.

Dejar madurar el colorante dos a tres semanas, agitando diariamente.
Solucién Buffer para tincion de Wright-Giemsa

Fosfato Disodico Anhidro (Na2HPO4) 947 g

Fosfato monopotasico (KH2P0O4) 9.08¢g
Agua destilada (H20) (aforar a) 100.00 mi.

Se conservo a temperatura ambiente.
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MATERIAL:

Tijeras "
_Alcohal
MICI‘OSCOPIO optlco

Puente de coloracién

El métado utilizado se realizd de la sipuiente manera:

Se exirajo la sangre por un corte en la punta de la’cola ijlel katéq y se colocé una
pequefia gota en el portaobjetos, haciendbse’unérextéhsién delgada.

Se seco al aire y se coloco en el puente de coloracnén

Se cubrié el extendido con el colorante, dejandolo 5 nunutos

Se agregd buffer, sin tirar el colorante, se soplyéi sobre la mezcla para
homogeneizarla dejandola 7 minutos. : ’
Se elimind la mezcla agregando agua corriente,

Se dejo secar a temperatura ambiente.

Se observd al microscopio revisandose el extendido y se fueron anotando los

diferentes leucocitos, agrupandolos en base a su morfologia por separado hasta

completar un total de 100 células.
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RESULTADOS

En el cuadro 3 se muestran los titulos de anticuzipos anti-salmonella en los
diferentes grupos. En el grupo uno los titulos de anticuerpos son
estadisticamente mayores ( P< 0.01) que en los otros cuatro grupos. Los titulos
de anticuerpos son estadisticamente mayores (P< 0.01) en ¢l grupo III que los
grupos Il y IV pero no con el grupo V. Los grupos II, IV y V son
estadisticamente iguales (P< 0.01).

En el cuadro 4 y figura 1 se muestra el conteo diferencial de leucocitos en
ratones del grupo 1 (Solo retados con antigeno “H” de Salmonella tiphy), no se
presentaron alteraciones en el porcentaje de monocitos, linfocitos, basoéfilos y
eosindfilos durante los tres muestreos. Solo aumentaron en el segundo muestreo
(40. dia del experimento) los neutréfilos, pero el tercer muestreo no fue

diferente estadisticamente ( P< 0.05) al primero.

No se encontraron diferencias estadisticas (P< 0.05), en t_=.1 porcentaje de
leucocitos entre los 3 muestreos de los animales del grupo II (inoculados con
150 g de concanavalina A el dia 1 y retados con antigeno de “H” de S. Tiphy
el dia 3 del experimento). Tampoco se presentaron diferencias entre los tres
muestreos de los animales del grupo IV (inoculados con 50 pg de glicocalix de
F. hepatica el dia 1 y retados con antigeno “H” de S. fiphy el dia 3 del
experimento) ﬁara ningun tipo de célula (cuadro 5y 7, figs. 2y 4).

En el cuadro 6 y fig.3 se muestran los resultados del conteo diferencial de
leucocitos del grupo III (inoculados con 50 pg de glicocalix de F. hepatica los
dias -2 y el 1 y retados con antigeno “H” de S. Tiphy el dia 3 del experimento).

No se encontraron diferencias estadisticas ( P< 0.05) entre el porcentaje de
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monocitos,' linfdcitos, neutréfilos y basofilos. Se presentd una disminucion

estadistica en el porcentaje de eosindfilos en los muestreos 2 y 3 de este grupo.

El cuadro 8 y fig. 5 muestra los porcentajes de leucocitos de ratones inoculados
“con'150 ug de glicocalix de F. hepatica el dia 1 del experimento y retados con
_ antigeno “H” de §. tiphy (grupo V). El porcentaje de monocitos en el primer

muestreo es estadisticamente mayor (P< = 0.05) que en los muestreos 2 y 3.

Los porcentajes del segundo muestreo de basofilos estan estadisticamente ' (P<.-

0.05) aumentados en comparacion al muestreo 1y 3.
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Cuadro 3.- Titulos de anticuerpos anti-antigerio flagelar de Salmonella tiphy en
grupos de ratones tratados con diferentes cantidades de concanavalina A y
glicocalix de Fasciola hepatica.

Grupo 1 Grupo IT Grupo 11T Grupo IV Grupo V
1:312 4 ] R 8
T:64 g -8 4 8
1:128 B “1:32 : T:16
12256 : 1:32 : — 16
11256 4 _1:64 4 1:32
_[:T28 18 BRI R:] 132
Grupo [.- Se inocularon intraperitonealmente 0.1 ml. de solucién salina
fisiologica el primer dia del experimento.
Grupo IL.- Se inocularon 150 ug de concanavalina A, el primer dla del
experimento. : )
Grupo III.- Se inocularon 50 pg de glicocalix dos dlas antes del»
. experimento y 50 pg el dia uno. R
Grupo IV.- Se inocularon 50 pg de glicocalix el pnmer dia del
experimento. ot
Grupo V.- Se inocularon 150 pg de glicocalix el pnmer dla del

experimento.
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Cuadro 4.- Conteo diferencial de leucocitos de sangre penfenca en ratones de
la cepa CDI1 incculados una vez con Ag "H" de _Salmonella ghy por via

intraperitoneal el dia uno del expenmento

Grupo I -
Monoc. Linf.- - Eosinof,” Neutrof. ':L_VVB4asof.‘ :

Muestreo 1 i DA T

dia 1 20 73.6 2 26 .
Muestreo 2 i e :

diad 17.5 53.2 4 115 1.2
Muestreo 3 ' : o

dia 8 247 63.7 6.2 1.2 -4

* Datos expresados en porcentaje y tomada su_media aritmética =77 "
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FIG. 1.- GRAFICA COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN LOS DIVERSOS EVENTOS DEL EXPERIMENTO.
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Cuadro 5.- Contco dlfercnclal de leucocltos de sangre periférica en ratones de
la cepa CDl moculados una vez con 150 nucrogramos de concanavalina A por
" via mtrapentoneal el pnmer dia del expenmemo

. S Gru o IT - .
Monoc. ~ ; Eosmof o
Muestreo 1 |- :
dia 1 135
Muestreo 2 L .
diad 102
Muestreo 3 o
dia 8 16 :

* Datos expresados en porcentaje y. tomada su media ar
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. FIG. 2.- GRAFICA COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS
‘OBTENIDOS EN LOS DIVERSOS EVENTOS DEL EXPERIMENTO.

MONOCITOS

LINFOCITOS
EOSINOFILOS

NEUTROFILOS

BASOFILOS 510

MUESTRECS
DDIA 1 EDIA4 mDIAS
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Cuadro 6.-Conteo dlferencwl de leucocltos de sangre penfenca en ratones de la

cepa CD1 inoculados con 50 mlcrogramos de glicocalix dos dias antes del

experimento y 50 microgramos el dia 1 por via mtrapentoneal.

Grupo III
Monoc. Linf. Eosinof. Neutrof. Basof.

Muestreo T
dia 1 6.8 78 64 52 3.6

Mues reo 2

8.6 82.8 0.8 3.8 4

Muestreo 3

dia 8 13.2 77.4 24 4.6 24

* Datos expresados en porcentaje y tomada su media aritmética
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FIG. 3.- GRAFICA COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN LOS DIVERSOS EVENTOS DEL EXPERIMENTO.
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Cuadro 7.- Conteo dlferencxal de leucocltos de sangre penfenca en ratones de

la cepa CD1 inoculados con 50 microgramos de ghcocahx el pnmer dla del~

experimento por via mtrapentoneal

Grupo IV
Monoc. Linf. Eosinof. Neutrof, - |: Basof,
Muestreo T : e
dia 1 14.8 65.4 6.2 4.2 9.4
Muestreo 2 - R
dia4 5.4 64.6 4.6 66 . 200
Muestreo 3 | TR
dia 8 20 61 11 0.6 5200

* Datos expresados en porcentaje y tomada su media aritmética
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FIG. 4 GRAFICA COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN LOS DIVERSOS EVENTOS DEL EXPERIMENTO.
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Cuadro 8.- Conteo d1ferenc1a1 de leucocnos de sangre periférica en ratones de

ila cepa CDl mocu dos co; 150 mlcrogramos de gllcocahx el primer dia del

. Grupo : V
e “Monoc. | Linf. Eosmof Neutrof. -
Muestreo 1°|© - I s
Dial 17.7
Muestreo 2
“diad 2.8 : :
Muestreo 3 o ] e s
dia 8 9.5 20306 e 6.6: a6

* Datos expresados en porcentaje y tomada su’ media aritmética- -7
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FIG. 5.- GRAFICA COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN LOS DIVERSOS EVENTOS DEL EXPERIMENTO.
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BT om0 Nt
SMB BE (4 BISIEE)

DISCUSION

En la relacion hospedador-parasito las superficies que estan en contacto entre
'los-dos organismos son de gran relevancia ya que en ella se llevan a cabo
modificaciones importantes de las que depende que se elimine al parasito o que
el pardsito sobreviva, e incluso que muera el hospedador ( Lumsden, 1975,
Threadgold, 1976). Cada una de estas posibilidades esta intimamente
relacionada con la eficacia de los mecanismos de defensa del hospedador, con
la evasién de la respuesta inmune y con la agresion del pardsito (Bloom, 1979;
Ogilvie y Wilson, 1976).

Por su trascendencia en la relacion hospedador parasito se realizan numerosas
investigaciones (Battaglia y col., 1983; Lumsden, 1975; Payares y Simpson,
1985; Sosa y col, 1977) para conocer mas acerca de las membranas
superficiales de diferentes parasitos y en especial de su cubierta
extramembranal, que esta formada principalmente por glicoproteinas y
glicolipidos (glicoconjugados), y a la que se ha denominado glicocalix
(Susurmo, 1969). Al parecer, en distintos parasitos, el glicocalix puede
desempeiiar funciones diversas y contrastantes; por ejemplo, en muchos
pardsitos impide que se establezca una relacién intima con el hospedador,
evadiendo de esta manera el sistema inmunitario, mientras que en otros
parasitos, como los del género Plasmodium, es imprescindible que se
establezca un contacto intimo y especifico en el glicocalix del merozoito y del
eritrocito, para que el parasito pueda invadirlo (Schrevel y col., 1986).

Por lo anterior, resulta importante estudiar las caracteristicas y funciones de l:os

diferentes tipos de glicocalix. El objetivo de este trabajo fué evaluar el éfecto
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del plicocalix de Fasciola hepatica sobre la produccién de anticuerpos, se
utilizo para medir este efecto un antigeno flagelar de 8. tiphy por ser altamente
antigénico y facil de medir los titulos de anticuerpos piuducidos.

La concanavalina A induce inmunodepresion en animales de experimentacion.
Por ejemplo, esta inhibe la hipersensibilidad retardada en cobayos (Ledn y.
Schwartz, 1969) y suprime la respuesta de anticuerpos a eritrocitos de carnero
en algunos animales (Harwood y col, 1974). Por esto, se utilizé la
concanavalina A como un control positivo de inmunodepresion para el antigeno
inoculado.

Al comparar los titulos de anticuerpos anti Salmonella tiphy entre los grupos
testigo ‘positivo y testigo negativo se comprueba que la concanavalina A
produce ' la inmunodepresion in vivo para la produccion de anticuerpos,
resultados similares fueron encontrados por Harwood y col en 1974. También
se presentaron diferencias entre los titulos de los animales del grupo [ (testigo)
con los titulos de los ratones de los grupos inoculados con diferentes cantidades
de glicocalix, con esto demostramos que el glicocalix induce inmunodepresion
en la produccién de anticuerpos contra Salmonella tiphy.

Lo anterior, puede complementar los trabajos de Martinez y col (1990) que
encontraron deprimida la respuesta a eritrocitos de camero en animales
inoculados con glicocalix de Fasciola hepatica. ‘
La técnica imunoldgica utilizada no tiene gran sensibilidad, sin embargo, se
pueden observar diferencias entre los grupos, lo que confirma -la
inmunodepresion. Usar técnicas de mayor sensibilidad y especificidad
prébablemente haran mas confiables los resultados obtenidos. -

Las variaciones en el conteo diferencial de leucocitos pudieron verse afecta‘d‘os
debido a posibles fallas en la técnica de frotis utilizada, tincién de los mismos y

errores al momento de realizar la lectura.
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Fufuros trabajos sobre este tema probablemente dilucidf:r_x cual es :el mecanismo

asciola hepatica,

efector de la inmunodepresion producida p'o'r‘;el glicc;’c?lf)& de’
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CONCLUSIONES: -

1) La concapavalina A produce mmunodepresxon sobre Ia produccion de
anticuerpos anti-antigenoflagelar “H” de Salmonella 1ghy en, ratones de lacepa

CD1.

2) La inoculacién de dosis finicas de ghcocahx de Fasciola heganc mduce la
disminucién en la produccién de anncuerpos contra un anngeno flagelar de

Salmonella tiphy.

3) La inoculacitn de dosis diferidas de ghcocahx de Fasciola hepatica a induce
disminucién en la produccxon de antxcuerpos contra: un ‘antigeno flagelar de

Salmonelia tiphy.

4) No se presentaron diferencias estadisticas’ entre la  inmunodepresion
provocada por 1a inoculacién de concanavaling A y la pi'ovocada' por el

glicocalix de Fasciola hepatica.

5) La inoculacion de glicocalix de Fasciola hepatica, a dosis ttnica o dosis
diferida produjeron ligeras alteraciones sobre la composicion de leucocitos de

sangre periférica.

6) E! glicocalix de Fasciola hepatica, probablemente es utilizado por el parasito

para deprimir la respuesta inmune hixmbréﬂ del hospedero.
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